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2 EINLEITUNG

Zellen werden bestindig mit Signalen konfrontiert: Signalen, die korrekt interpretiert werden
missen, damit sich eine Zelle ihrer Umgebung richtig anpassen kann. Komplexe
Informationen miussen in zellulire Aktionen ubersetzt werden, wie z.B. Proliferation,
Differenzierung oder Migration.

Das Carcinoembryonic Antigen-related Cell Adhesion Molecule 1 (CEACAM1) ist das
Hauptantigen einer Familie strukturell homologer Proteine der Familie des
Carcinoembryonalen Antigens (CEA), einer Unterfamilie der Immunglobulin-Superfamilie.
Bei dieser Familie wurden 29 verschiedenen CEA-verwandte Gene identifiziert. Diese liegen
alle benachbart auf dem langen Arm des Chromosoms 19 [19q13.1-3] (Zimmermann, W. et
al., 1988, Watt, S.M. et al., 1994, Thompson, J.A. et al., 1995, Ding, Y.-P. et al., 1996). Sie
besitzen eine Struktur, die aus einem kurzen, hydrophoben Leader-Peptid (34 Aminosduren)
einer IgV-artigen N-terminalen Domine (108 Aminosduren) und einer variablen Anzahl (oder
keiner) IgC-artiger Dominen besteht (Thompson et al., 1991).

Bei den IgC-artigen Domidnen kann man zwei getrennte Einheiten A (93 Aminosiduren) und B
(85 Aminosduren) unterscheiden, jede enthilt Cysteine, die die Ausbildung einer Sekundir-
und Tertidrstruktur ermoglichen, welche diese Einheiten als immunoglobulinartige C2-
Domine kennzeichnet (Boehm et al., 1996).

Die CEA-Familie wird in zwei Untergruppen eingeteilt: Zum einen die membran-gebundenen
CEA-Familienmitglieder (CEACAM) und zum anderen die sezernierten PSG (pregnancy
specific glycoprotein) -Familienmitglieder. Innerhalb der Untergruppe ist die Ahnlichkeit auf
DNA-Ebene ca. 70-90%, zwischen den Untergruppen liegt der Wert nur bei ca. 50-60%
(Thompson, J.A. et al., 1993). Die Expression von CEACAM-Familienmitgliedern wurde
durch Studien mit Antikdrpern, in situ Hybridisierung und RT/PCR-Assays untersucht
(Thompson, J.A. et al., 1993, Thompson, J.A. et al., 1995).

Gen Grofde der Protein Gewebe oder Zellen
mRNA in kB
CEACAMS |3,5; 3,0 CEA Gastrointestinaltrakt,
ekkrine Schweifddriisen,
Lungenepithel,
Hoden,

Kolonpolypen, Adenokarzinome des Kolons
(~100%), muzinose Karzinome des Ovars (~100%),
weniger in Karzinomen anderer epithelialer

Herkunft (Brust, Lunge, Pankreas, Magen)




CEACAM1 |3,9; 3,7; 2,2; | CEACAM1 | normale Hepatozyten,

1,8 Kolonmukosa,

Leukozyten,

Endothelien und Epithelien

herabreguliert in hepatozelluliren und Kolon-
Karzinomen

Talg- und Schweisdriisen der Haut

CEACAMOG  |2,5 CEACAMOG | meist mit CEA koexprimiert,
weniger in Kolonmukosa und Polypen,
zusdtzlich in Granulozyten

CEACAM3 |~-1,3 CEACAM3 [ Neutrophile Granulozyten, bei CML auf
Leukozyten

CEACAMS |22 CEACAMS [ Granulozyten

CEACAM4 |~13 CEACAM4 | periphere Leukozyten

CEACAM7 |25 CEACAM7 [ Kolonmukosa,

herabreguliert in Adenokarzinomen des
Kolons und muzindsen Karzinomen des
Ovars

PSG1 1,7-2,5 PSG Placenta (10/11 PSGs),
submandibulire Speicheldriisen,
fetale Leber (10/11 PSGs),
hydatiforme Mole,
Chorionkarzinome,

Brusttumoren

Tabelle 1: Expressionsmuster der CEACAM-Familie (Thompson et al., 1995; Godfraind et al., 1995; Metze et al., 1996;
Prall et al., 1996)

Tabelle 1 fasst die Expressionsmuster der CEACAM-Familie zusammen. Normalerweise
findet sich CEACAMS im Hoden (Beatty et al., 1986), in Epithelien des Gastrointestinal-
Traktes (Nap et al., 1988), der Lungen (Kim et al,, 1992) und in ekkrinen Schweifddrisen
(Tezuka et al., 1989). Granulozyten exprimieren, wie oben genannt, eine Vielzahl von CEA-
Familienmitgliedern. Dazu gehoren CEACAMI, CEACAM3, CEACAMS und
wahrscheinlich CEACAM4 (Berling et al., 1990; Kuroki et al., 1991; Stoffel et al., 1993).
CEACAM7-Transkripte hat man in normaler Kolonmukosa und in Kolonkarzinomen sowie
in muzindsen Karzinomen des Ovars, aber nicht auf Leukozyten finden kénnen (Thompson

et al., 1995).

Die membrangebundenen Mitglieder der CEA-Familie sind entweder ber eine Glycosyl

Phosphatidyl-Inositol (GPI) - Gruppe in der Membran verankert, oder sie sind trans-



membrandr mit verschiedenen zytoplasmatischen Domidnen angelegt (Watt et al.,, 1994;

Thompson et al., 1995).
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Abbildung 1: Schematische Darstellung von den Mitgliedern der CEACAM-Familie

Abbildung 1 =zeigt die Dominenstruktur von Mitgliedern der CEACAM-Familie.
Zu den GPIl-verankerten Proteinen gehdren CEA, CEACAMO6, CEACAM7, und CEACAMS.
Die transmembraniren Mitglieder sind CEACAM1, CEACAM3 und CEACAMA4.

Fur das menschliche CEACAMI-Gen sind mehr als dreizehn verschiedene mRNAs
beschrieben, die durch alternatives Spleifen des Primirtranskriptes entstehen (Thompson,
J.A., 1991).

Abbildung 2 zeigt die bekannten SpleifSvarianten von CEACAM1. Die Zusammensetzung der
grofften  CEACAMI1-Spleidvariante lautet: L-A1-B1-A2-TM-Cyt, wobei L eine Peptidkette
(Leader-Peptid) aus 34 Aminosiren prisentiert. Die Peptidkette L wird wihrend des
Transportes von reifem Protein an die Zelloberfliche gespalten. Die IgC-artigen Dominen
(A1 und BD) folgen der hydrophoben transmembrantsen Domine (TM) und einer langen
oder kurzen zytoplsmatischen Domine (Cyt). Einer der wichtigsten Unterschiede zwischen
CEACAMI1-Spleifivarianten ist das Vorhandensein von zwei Formen (lang bzw. kurz) der

zytoplasmatischen Domine.
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Abbildung 2: CEACAM1-SpleiRvarianten

Die zytoplasmatische CEACAMI1-Domine liegt entweder in einer verkirzten (entsprechend

10 Aminosduren) oder in der ungekurzten, langen (entsprechend 72 Aminosduren) Form vor.,
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Abbildung 3: Aminoséure-Sequenzen der kurzen und langen zytoplasmatischen Doméane von CEACAML1. Sie zeigen
maogliche Phosphorylierungsstellen fur Tyrosin-Kinasen (Rot), aber auch Angriffspunkte flr Serin-Kinasen

(Gruin) bzw. Threonin-Kinasen (Blau)

Abbildung 3 zeigt die Aminosidure-Sequenz der zytoplasmatischen Domidne von CEACAMI.
Die lange Form der zytoplasmatischen Domidne (CEACAMI1 ) ist reich an den Aminosduren
Serin, Threonin und Tyrosin, die in der Zelle phosphoryliert vorliegen kénnen. Die beiden
Tyrosinreste (Tyr-488 und Tyr-515) liegen in Sequenzmotiven, die einem "Immuno-receptor
Tyrosin-based Activation Motif® [ITAM] oder "Immunoreceptor Tyrosin-based Inhibition
Motif" [ITIM| dhneln, obwohl der Abstand zwischen den beiden grofer ist als in den
klassischen ITAMs (26 Aminosiuren versus 10 Aminosiuren) .

Die Tyrosinreste in klassischen ITTAMs werden durch Tyrosinkinasen der Src-Familie schnell
phosphoryliert und bieten Bindungsstellen fiir die SH2-Dominen von Tyrosinkinasen z.B. der
Syk Familie. AuSerdem liegen beide Tyrosinreste in Sequenzmotiven (pYXXV) eines ITIM,
welches nach Phosphorylierung die Bindung von Tyrosinphosphatasen vermittelt.

Briimmer et al. (1995) und Huber et al. (1999) zeigten, daf sowohl Tyrosinkinasen der Src-
Familie als auch Tyrosinphosphatasen (SHP-1 und SHP-2) an tyrosinphosphoryliertes
CEACAM1,, binden.

Der Befund, das CEACAM1 in-vitro und in-vivo mit der Tyrosinkinase Src assoziiert, war
ein konkreter Hinweis auf die Signalfunktion von CEACAMI1. Die Assoziation von Src und
CEACAM1 beruht auf einer direkten Bindung der Src-Kinase an die zytoplasmatische
CEACAM1 Domine, da mit der rekombinant exprimierten und i#n-vitro phosphorylierten
zytoplasmatischen Domidne ebenfalls Src-Kinase koprizipitiert wird. Die Src-Kinase bindet
tiber eine einzelne Domine, die Src-SH2-Domidne (SH2: Src homology module 2). Die
Aktivitdt der Src-Kinase wird dabei tber die intermolekulare Bindung der SH2-Domine an
CEACAMI1,, positiv reguliert. So konnte die Src-Kinase auf zweierlei sich nicht
ausschlieSende Weisen aktiviert werden: Zum einen konnte eine Protein-Tyrosin-
Phosphatase mit der Src-Kinase interagieren, indem sie das C-terminale Tyrosin dephospho-
ryliert und somit zu einer Konformationsinderung und einer Autophosphorylierung fuihrt,
einem Ereignis, das fur die Aktivierung wichtig ist (Caron et al., 1992). Zum anderen kénnten
zwischen Protein-Tyrosin-Kinasen selbst Wechselwirkungen bestehen, die zu einer
Phosphorylierung der Autophosphorylierungsstelle in der trans-Position und somit wiederum

zu Konformationsinderungen fithren (Boerner et al., 1995).
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In der Abbildung 4 finden sich zwei Dominen in der Src-Kinase, die mit SH2 und SH3 (Src-
Homologie-Domine) bezeichnet sind. Diese Domidnen existieren in einer Vielzahl von
Proteinen, die an der intrazelluliren Signalibertragung beteiligt sind. Die SH2-Domine
bindet an Phosphotyrosinreste in charakteristischen Aminosiuresequenzmotiven.

Die zytoplasmatische Domidne von CEACAM3 enthilt ebenso wie die von CEACAM1 zwei
potentielle Bindungsmotive fir SH2-Dominen von Tyrosin-Kinasen der Src-Familie. Diese
Bindungsmotive sind selten in anderen Proteinen in so hoher Ubereinstimmung vorhanden,
was den Schlufd nahelegt, dad an diesen Stellen hochaffine Bindungen moglich sind. Einen
Nachweis lieferten Brimmer et al., 1995, und Streichert et al., 2001, indem sie zeigen
konnten, daf korrespondierende Peptide zu den tyrosinhaltigen Dominen der
zytoplasmatischen Domine von CEACAM1 bzw. CEACAM3 die Src-Kinase stirker
aktivieren konnten als ein Phosphopeptid aus der regulatorischen Domidne von Src. Dies lafst
CEACAM1 und CEACAMS3 als besonders interessante Molekile fir Signaltransduktions-
wege, in denen Src-Kinasen vorkommen, erscheinen.

Wenn man die mogliche Bindungssequenz der zytoplasmatischen Domine von CEACAM3
im Vergleich mit anderen Motiven sieht, die Songyang untersucht hat (Human CD3, Human
vav oncogene, Human ErbB3, Human T Cell CD7 etc.), fillt auf, dafd sich in keinem der
beschriebenen Proteine eine 100%ige Ubereinstimmung mit dem Idealmotiv — wie bei
CEACAM3,, der Fall - findet. CEACAM3 konnte am Anfang eines Signaltrans-
duktionsweges stehen und Uber die Phosphorylierung der Bindungsgruppen funktionelle
Proteine (Kinasen der Src-Familie) in ihrer Aktivitdt regulieren.

So unterstitzen die SH2-Domidnen die C-terminale Dephosphorylierung durch eine
Phosphatase (sieche oben), indem die intramolekulare Bindung des Phosphotyrosin-Reste an



die SH2-Domine z.B. durch Kompetetion mit einem hoheraffinen Phosphotyrosin-Peptid-
Motiv anderer Phosphotyrosin-Proteine (z.B. CEACAM1 und CEACAM3) geldst werden.
Gerade bei CEACAM3 konnte ein kompetetiver Prozefd aufgrund des deutlich besseren SH2-
Bindungsmotivs eine Rolle spielen. Die resultierende Konformationsinderung bewirkt dann
die Autophosphorylierung des Tyrosin-Restes der katalytischen Domidne (Bolen et al., 1992;
Pawson et al.,, 1995). Diese Autophosphorylierung konnte man bei Phosphorylierungs-
reaktionen mit der Src-Kinase an CEACAM1 beobachten. Die Anlagerung von y->*P-Aktivitit
an die Src-Kinase bei der Phosphorylierung der zytoplasmatischen Domine spricht fiir eine
Modifikation der Kinase. Es konnte z.B. die oben beschriecbene katalytische Domine
freigelegt werden.

Neben der Assoziation von CEACAMI1_, mit Kinasen der Src-Familie (Brimmer, J. et al,
1995, Skubitz, K.M. et al., 1995) und mit den Phosphatasen SHP-1 und SHP-2 (Huber, M. et
al., 1999) konnten zwei weitere mit CEACAM1 assoziierte Proteine identifiziert werden.

Die Bindung von Calmodulin erfolgt unabhingig von der CEACAMI_-Phosphorylierung
und ist auch fir die kurze CEACAM1_ -Isoform nachweisbar. Diese Assoziation wird durch
die intrazellulire Ca*-Konzentration reguliert und fihrt zu einer verminderten CEACAMI1-
Dimerisierung (Edlund, M. et al., 1990).

Luo und Mitarbeiter (Luo,W. et al., 1998) konnten CAP-80 (C-Cam associated protein), ein
nicht niher charakterisiertes Protein von 80 kDa, aus Rattenleber mittels Crosslinking
isolieren. Diese Interaktion erfolgt tiber CEACAM1 , und ist unabhingig von dem Tyrosinrest
488.

AuBerdem wurde z.B. die Interaktion von CEACAMI1 _, mit dem Actin-Zytoskelett und die
Rolle von Rho-GTPasen in der Lokalisierung dieser Komplexe beschrieben. Dabei war die
CEACAMI-Interaktion mit dem Actin-Zytoskelett indirekt und wurde nur durch die lange
Form der zytoplasmatischen Domine vermittelt (Sadekova, S. et al., 2000).

CEACAMI1 wird in einer Reihe epithelialer Gewebe z.B. Dinndarm und Endometrium (Prall,
F. et al., 1996) sowie in Leber, Kolon, Endothel-, und Blutzellen exprimiert. Wihrend eine -
fur alle CEACAM1 positiven Zellen - giltige CEACAMI-Funktion bisher nicht
nachgewiesen wurde, konnte ftir unterschiedlichste zellbiologische Vorginge eine essentielle
Beteiligung gezeigt werden. Ausgehend von der Herstellung einer Reihe monoklonaler
Antikdrpern unter anderem des bis heute einzigen spezifischen monoklonalen CEACAM1-
Antikorpers (4D1C2) konnten wesentliche Funktionen von CEACAMI1 in unterschiedlichen
zellbiologischen Systemen beschrieben werden.

Da CEACAMI1 in einer Reihe von epithelialen Geweben streng polar - es ist luminal
ausgerichtet - exprimiert wird, wurde schon frih eine wichtige Funktion fiir CEACAM1 in
der zelluliren Organisation von Driisenstrukturen postuliert. Fir die Mammaepithelzellinie



MCF10F konnte erstmals eine essentielle Rolle fiir CEACAMY1 in der in-vitro Formation von
Lumina dieser Zellen gezeigt werden (Huang, J. et al., 1999).

Neuere Untersuchungen (Obrink, B. et al., 2000) zeigten, daf CEACAMI1 die durch
Wachstumsfaktoren induzierte Zellproliferation von konfluenten Prostatazellen (NBT-1D
hemmt. Da ein Crosslinking von CEACAMI1 ebenfalls zu einer verminderten Protein-

konzentration des Cyclin-abhingigen Kinaseinhibitors p27<F*

fihrte, wird vermutet, daf8 diese
Hemmung der Zellproliferation uber die Aktivitit der Cyclin E-abhingigen Kinase cdk?2
vermittelt wird (Milde-Langosch, K. et al., 2000).

Die verminderte CEACAM1-Expression in Kolonkarzinomen (Neumaier, M. et al., 1993) und
der Nachweis einer verminderten Expression bei kolorektalen Adenomen (Nollau, P. et al.,
1997) weist auf eine wichtige Rolle von CEACAMI1 in der Entstehung kolorektaler
Karzinome hin. CEACAM1 zihlt zu den 20 Genen, die am hiufigsten in kolorektalen
Tumoren vermindert exprimiert werden (Zhang, L. et al., 1997). Die verinderte CEACAMI-
Expression in malignen Lisionen ist inzwischen fur eine Vielzahl von Tumoren
nachgewiesen (z.B. hepatozellulire Karzinome, (Tanaka, K. et al., 1997), Mamma-Karzinome
(Riethdorf, L. et al., 1997), Endometrium-Karzinome (Bamberger, A.M. et al., 1998) und eine
direkt tumorsupprimierende Wirkung konnte unabhingig fiir Prostata- (Hsieh, J.T. et al.,
1995) und Mamma-Karzinomzellen (Luo, W. et al., 1997) gezeigt werden.

Eine Reihe Untersuchungen zeigen, daB manche Mitglieder der CEACAM-Familie auf
Granulozyten als Rezeptor fur die opacity assoziierte (Opa) Proteine pathogener Neisserien
fungieren und solche Funktionen wie z.B. die Bindung, Adhirenz und die Internalisierung
von Opa’-Neisserien vermitteln (Virji, M. et al., 1996; Chen, T. et al., 1997; Gray-Owen, S. et
al., 1997). Gray-Owen et al. konnten diese Resultate fur die simtliche Mitglieder des CD606-
Cluster nachvollziehen. Sie zeigten die Bindung von Gonokokken und transfizierten E. Coli-
Stimmen, die das Opa-Protein 52 synthetisieren, an CD66 a,c,d,e-transfizierte Hela-Zellen.
Eine Bindung fiir CD66b konnte nicht gezeigt werden, die erhobenen Daten deuten auf eine
Wechselwirkung des Opa-Proteins mit der N-terminalen Domidne hin (Gray-Owen et al.,
1997).

Wenn die unterschiedlich transfizierten Hela-Zellen auf ihre relative Fihigkeit hin, Opa’-
Bakterien zu binden und zu phagozytieren, untersucht wurden, ergab sich das folgende Bild:
Die Bindungsfihigkeit nahm in der nachstehenden Reihenfolge ab: CEA=CEACAMI>
CEACAM3>CEACAMO6>CEACAMS8=Neo, dagegen war die Fihigkeit, die Invasion oder
Phagozytose der Bakterien zu mediieren, folgend:
CEACAM3>CEA>CEACAM1>CEACAM6>CEACAMS8=Neo (Neo ist die Kontrolle) (Bos
et al., 1997; Chen et al., 1997).

Insbesondere die extrazelluliren Dominen der CEACAM-Antigene sind fir diese
Interaktionen verantwortlich (Bos, M.P. et al., 1998) und diese Interaktion ist auch bei der
Adhidrenz und Transzytose von Opa’-Neisserien durch koloepitheliale Zellen nachweisbar



(Wang, J. et al., 1998). So ist in der Maus das CEACAM1- Homolog (Ceacam1) der Rezeptor
fir das Maus-Hepatitisvirus (Dveksler, G.S. et al., 1993) und in humanen System wurde
gezeigt, daR CEACAMI1 die Bindung von Salmonellen und Escherichia coli vermittelt
(Leusch, H.G. et al., 1991) und ein Rezeptor fir die Opacity-associated (Opa) Proteine
pathogener Neisserien ist. Diese vermitteln die Adhidrenz, Bindung, und Internalisierung von
Opa*-Neisserien (Virji, M. et al., 1996). Es wurde auch fir Hdmophilus influenzae eine
Interaktion mit CEACAM1 nachgewiesen (Virji, M. et al., 2000). Somit wurde nicht nur der
erste ,natirliche* Ligand fiir CEACAM1 identifiziert, sondern auch eine wichtige Funktion
dieser Interaktion bei der Pathogenese von Infektionen nachgewiesen.

CEACAM1 wird zudem in Kapillaren sich regenerierenden und proliferierenden Geweben
exprimiert., Durch lésliche Formen von CEACAMI, aufgereingt aus Granulozytenextrakten,
Uberstinden von Endothelzellen, sowie aus rekombinantem CEACAMI1 von HEK 293-
Zellen, wird in humanen Endothelzellen Proliferation und Chemotaxe induziert und somit
essentielle Schritte der Gefifneubildung ausgelost (Ergiin, S. et al., 2000). Es wird vermutet,
dad die VEGF-aktivierten Endothelzellen CEACAM1 produzieren, worauf die Proliferation
und Migration der Endothelzellen erfolgt. Somit wird CEACAM1 die Rolle eines autokrinen
Faktors zugeschrieben. Bei der Formierung von Blutgefifen kann die membrangebundene
Form wvon CEACAMI1 als Zell-Adhidsionsmolekiil bei der Kapillarformierung Tube-
Formation“ fungieren. AuRerdem konnte CEACAM1 durch die Bindung an Komponenten der
Basallamina die Anordnung der Basalmembran beeinflussen. Somit kénnte CEACAM1 einen
Effekt auf die Morphogenese und Reifung von BlutgefiRen austiben.

Der Nachweis einer spezifischen CEACAM1 Expression auf dem invasiven Trophoblasten
wihrend der Placentaentwicklung (Bamberger, AM. et al., 2000) lit vermuten, dafd
CEACAMI1 auch funktionell an der Invasion von fetalen Trophoblasten in die maternale
Decidua bzw. maternaler Gefife beteiligt ist.

CEACAMI1 konnte bei der Vermittlung der adhisiven Interaktion zwischen Trophoblasten
und Endothelzellen der maternalen Gefile beteiligt sein. Zudem konnte CEACAMI1 bei
heterophilen Wechselwirkungen mit weiteren Adhdsionsmolekiilen an dem fetal-maternalem
Ubergang mitwirken. So werden z.B. a,, und o, - also Integrine und Cadherine - wihrend
der Implantationsphase in diesem Bereich exprimiert (Tabibzadeh S. et al., 1995).

Obwohl in keinem dieser zellbiologischen Systeme der exakte molekulare Mechanismus
einer CEACAM1-Funktion aufgeklirt ist, wird allgemein davon ausgegangen, dafs CEACAM1
an Signaltransduktionsvorgingen beteiligt ist.



3 FRAGESTELLUNG

Da gezeigt wurde, daff die lange Form der zytoplasmatischen Domine von CEACAMI -
insbesondere der Tyr-488 - fuir den tumorsuppressiven Effekt essentiell ist (Izzi, L. et al.,
1999), wird von unterschiedlichen Gruppen intensiv nach weiteren mit CEACAMI -

assoziierten Proteinen gesucht.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Isolierung und Identifizierung weiterer
Bindungspartner von CEACAM1 in Abhingigkeit des Tyrosinphosphorylierungsstatus der
zytoplasmatischen Domidne. Dazu sollten die rekombinant exprimierten langen
zytoplasmatischen Dominen von CEACAM1 (CEACAMI1_, sowie deren Mutanten Y488F
CEACAM1 Y515F  CEACAMI1 Y488F,Y515F CEACAMI1,_) jeweils in Tyrosin-
phosphorylierter bzw. unphosphorylierter Form als Targetmolekil eingesetzt werden.

cyt? eyt

cyt?

10



4 MATERIALIEN UND METHODEN

4.1 Materialien

Alle fur diese Arbeit verwendeten Chemikalien wurden, sofern nicht gesondert aufgeftihrt,

bei den Firmen Boehringer (Mannheim), Merck (Darmstadt), Pharmacia Biotech (Upsala,

Schweden) sowie Sigma-Aldrich (Deisenhofen) bezogen. Die Zusitze zu Bakterienmedien
wie Bacto-Tryptone und Bacto-Hefe-Extrakt stammen von der Firma Difco (Detroit, USA).
Kulturmedien fiir die humanen Zellinien wurden bei Gibco (Karlsruhe) gekauft. Das ebenso

in der Zellkultur verwendete FCS stammte von Gibco oder von PAA Laboratories. In den

folgenden Tabellen finden sich die Bezugsquellen der verwendeten Materialien

[y-P] ATP

Amersham, Braunschweig

Acrylamid, Bisacrylamid

Serva, Heidelberg

Ammoniumpersulfat Bio-Rad, Miinchen
DNA Extrationskit Qiagen, Hilden
TEMED Bio-Rad, Miinchen

Buffy-Coats Blutspendedienst des Universitidtsklinikums Hamburg-

Eppendorf, Abteilung fir Transfusionsmedizin

Molekulargewichtsstandard, Promega, Mannheim
Protein

(Low-Range-Marker)

Vitrogen 100 Cohesion, California

Diff-Quik® DADE Behring AG, Marburg

IPG Strips Bio-Rad, Miinchen

Invasion Assay Becton Dickinson, Heidelberg

Tabelle 2: Herkunft der verwendeten Materialien

Antigen Spezies | Klon Quelle Isotyp | Konzentration

CEACAM1 Maus |4D1C2 |Prof. Dr. C. IgG, 1 mg/ ml
Wagener

CEACAM6 Maus [T.84.1 |Prof. Dr. C. IgG, 1 mg/ml
Wagener

CEACAM3 Maus | HTO10 [Pro.Dr.C.Wagener |1gG, 0,1 mg/ml

CEA & CEACAMI1 |Maus | 12-140-4 | Prof. Bommer IgG, 1 mg/ml

Integrin B, Maus [ PM6/13 [Chemicon IgG, 1 mg/ml

Integrin f3, Maus |Y2/51 |DAKO IgG, 0,1 mg/ml

Paxillin Maus | 349 Transduction- IgG, 0,25 mg/ml
Laboratories
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Talin Maus | TA205 |GENO§YS IgG, 0,1 mg/ml
Vinculin Maus | V248 GENOJYS IgG, 0,1 mg/ml
Vinculin-Head Maus | 15E7 Technische IgG, Kultur-Uberstand
Universitat
Braunschweig
Vinculin-Tail Maus [4E7 Technische IgG, Kultur-Uberstand
Universitat
Braunschweig
Penta-Histidin Maus | --—-- Qiagen IgG, 0,2 mg/ml
Phosphotyrosin Maus | PY20 ICN IoG,, 1 mg/ml
Tabelle 3: Verwendete Primé&rantikdrper
Antikdrper Quelle Konzentration
Ziege anti-Maus IgG, Fc spezifisch, Peroxidase konjugiert | Dianova 0,8 mg/ml
Ziege anti-Maus 1gG, F(ab"), Dianova 1,5 mg/ml
FITC konjugiert
Ziege anti-Maus 1gG, F(ab"), Dianova 1,5 mg/ml
TRITC konjugiert
Ziege anti-Maus 1aG, F(ab”), Dianova 0,6 mg/ml

Tabelle 4: Verwendete Sekundérantikdrper

Enzym

Quelle

c-Src-Kinase

Upstate Biotechnology Incorporated

Protein Kinase C (PKC)

Biomol

Tabelle 5: Verwendete Enzyme
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4.2 Puffer und Medien

421 Puffer

NP-40-Lysepuffer

Triton-X-100-Lysepuffer

RIPA-Lysepuffer

50 mM Hepes pH 7,7
150 mM Nacl

19 NP-40

2% Aprotinin

2 mM EDTA

50 mM NaF

10 mM Na-Pyruvat
10% Glycerin

1 mM Pefabloc®SC

1 mM Natriumorthovanadat
1 mM PMSF

50 mM Hepes pH 7,7
150 mM NacCl

1% Triton-X-100

2% Aprotinin

2mM EDTA

50 mM NaF

10 mM Na-Pyruvat
10% Glycerin

1 mM Pefabloc®SC

1 mM Natriumorthovanadat
1 mM PMSF

20 mM Tris, pH 7,5

5 mM Natriumorthovanadat
1 mM PMSF

75 pg/ml Leupeptin

20 pg/ml Aprotinin

1% Triton X-100

1% Nadeoxycolat

0,1% SDS
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Harnstoff-Lysepuffer 8 M Harnstoff
0,1 M NaH,PO,
0,01 M Tris, pH 8

Sonication-Lysepuffer 50 mM Na,HPO,
300 mM NaCl, pH 8

Natriumborat-Lysepuffer 150 mM Natriumborat
1 M NacCl
1 mM EDTA, pH 8

Ladepuffer (DNA-Gelelektrophorese) 0,04% (w/v) Bromphenolblau
0,04% (w/v) Xylencyanol FF
2,5% (w/v) Ficoll (400)
in TAE-Puffer

TAE-Puffer 40 mM Tris-Acetat
1 mM EDTA
pH 8,0

Rehydratisierungs-Puffer 8 M Harnstoff
4% CHAPS
10 mM DTT
0,2% (w/v) Bio-Lytes 3/10

SDS-PAGE Aquilibrierungs-Puffer 6 M Harnstoff
mit DTT 0,375 M Tris, pH 8,8
2% SDS, 20% Glycerin, 2% (w/v) DTT

SDS-PAGE Aquilibrierungs-Puffer 6 M Harnstoff

mit Todacetamid 0,375 M Tris, pH 8,8
2% SDS, 20% Glycerin, 2,5% (w/v)
Iodacetamid

Ladepuffer (SDS-PAGE) 4% SDS

12% Glycerin

50 mM Tris-Cl

29 B-Mercaptoethanol
0,01% Serva Blue, pH 6,8



Sammelgelpuffer

Trenngelpuffer

0,625 M Tris-Cl, pH 6,8

1,88 M Tris-Cl, pH 8,8

Acrylamid-Konzentration

7,5% | 10% 12,5% [ 15% 17,5%

30% Acrylamid, 0,8% Bisacrylamid (ml) | 1.5 2 2.5 3 35
1,88 M Tris-HCI, pH 8,8 (ml) 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2
0,5 % SDS (ml) 1,2 1,2 1,2 1.2 1.2

H,0 (ml) 2,1 16 |17 los oz
10 % APS (uD 30 30 30 30 30
TEMED (uD 5 5 5 5 5
Tabelle 6: Trenngel fir SDS-PAGE

30% Acrylamid, 0,8%Bisacrylamid (ml) 0,33

0,625 M Tris-HCl, pH 6,8 (ml) 0,4

0,5 % SDS (mD 0,4

H,O (ml) 0,87

10 % APS (uD) 10

TEMED (uD 2

Tabelle 7: Sammegel fir SDS-PAGE

Kinase Assay Puffer (K. A, P)

Kinase Dilution Puffer

ATP-Mix

10 x Anodenpuffer

1 x Anodenpuffer

50 mM HEPES, pH 7,5
0,1 mM EDTA
0,015% Brij 35

990 pl (K. A. P)+10 pl B-Mercaptoethanol
2 mM ATP

25 mM MgCL.6H,0

0,3 M Tris

10 % Methanol, pH 10,4

25 mM Tris
10 % Methanol, pH 10,4
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Kathodenpuffer

Blotpuffer (Nablot)

1x PBS

PBS-Tween

1x TBS

TE

Citrat-Puffer

Tris-Pulfer (Immunhistochemie)

Tris-Puffer (Waschpuffer)

4.2.2 Stammldésungen

Amidoschwarz

25 mM Tris
192 mM 6-Amino-n-Hexansiure
10 % Methanol, pH 9,4

48 mM Tris

39 mM Glycin
0,0375 % SDS
20 % Methanol

137 mM Nacl

2,7 mM KCl

4,3 mM Na,HPO, 7H,0
1,4 mM KH,PO,, pH 7,4

PBS mit 0,05% (v/v) Tween 20

1,4 M NacCl
0,1 M Tris-HCI, pH 8,0

10 mM Tris-HCI, pH 7,5

1 mM EDTA, pH 8,0

0,1 M Na,-Citrat (CHNa,0,.2H,0)
0,1 M Citrat

pH 5,0

0,05 M Tris-HCI pH 7,6
0,15 M NaCl
0,1%(v/v) Triton-X-100

0,1 M Tris
1,4 M NaCl pH 8

0,02% Naphtholblau
40% Methanol
10% Essigsdure
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Amidoschwarz-Entfirber

Ammoniumpersulfat

Blockierungslésung (Westernblot)

DAB-Firbelosung (Immunhistochemie)

DAB-Firbelosung (Westernblot)

Kanamycin-Stammlosung

Ampicillin-Stamml6sung

4.2.3 Kulturmedien

RPMI 1640 suppl. mit

Dulbecco”s MEM suppl. mit

McCoy 5xA suppl. mit

LB (Luria-Bertani)-Medium

20% Ethanol
5% Essigsire

10% in H,O

5% (w/v) Magermilchpulver in PBS, pH
7,5

5 mg/ml Tris pH 7,6

10 mg/15 ml Tris pH 8
30 pl 30% H,0,

Kanamycin 50 mg/ml d,H,0

Ampicillin 100 mg/ ml d,H,0

10% FCS

2 mM L-Glutamin

100 TU/ml Penicillin
100 pg/ml Streptomycin

10% FCS

2 mM L-Glutamin

100 TU/ml Penicillin
100 pg/ml Streptomycin

10% FCS

2 mM L-Glutamin

100 1U/ml Penicillin
100 pg/ml Streptomycin

10 g Trypton

5 g Yeast-Extrakt

10 g NacCl

ad 1000 ml d,H,O und autoklavieren
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LB-Agarplatten

4.3 Allgemeine Labormaterialien

Nitrozellulosememberan
Filterpapier
Kryordhrchen
Kulturplatten
Petrischalen
Pipettenspitzen
Mikrotiterplatten
Eppendorf Reaktionsgefiie
Filterationseinheiten
Sterilfilter
Zentrifugerohrchen
Objekttriger

XK-Sdulen

4.4 Laborgerate

Analysenwaage
B-Counter
Blot-Apparatur
CO,-Inkubator
Elektrophorese-Kammer fiir SDS-PAGE
Fluoreszenzmikroskop
FPLC

HPLC

Inkubator fur Bakterien
Magnetrihrer
Platten-Photometer
Schiittelinkubator
Sterilw Werkbank
Spektral-Photometer
Ultraschallgerit
Zentrifuge

15 g Bacto-Agar

ad 1000 ml d,H,O

ad 1000 ml 2x LB-Medium und
autoklavieren

Schleicher & Schuell, Dassel
Schleicher & Schuell, Dassel
Nunc, Wiesbaden

Nunc, Wiesbaden

Greiner, Frickenhausen
Greiner, Frickenhausen
Greiner, Frickenhausen
Eppendorf, Hamburg
Millipore, Eschborn
Millipore, Eschborn

Falkon, Heidelberg
Menzel-Glasder, Braunschweig
Pharmacia, Freiburg

Mettler, Zirich

1250 Betaplate Wallac, Freiburg
Biometra, Gottingen
Heraeus, Hanau
Biometra, Gottingen
Zeis, Jena

Bio-Rad, Miinchen
Merck-Hitachi, Darmstadt
Heraeus, Hanau

IKA, Staufen

SLT, Crailsheim

TEQ®, Spanien

Gelaire, Meckenheim
Shimadzu, Japan
Bandelin, Berlin
Eppendorf, Hamburg
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4.5 Methoden

4.51 Granulozyten-Praparation, Lyse und Extraktion

Granulozyten wurden aus humanen Blut als Ausgangsmaterial zur Reinigung von CEACAM1

und CEACAM1-assoziierte Proteinen benutzt. Es wurden in ausreichender Menge Buffy Coat

(= Abfallprodukt nach der Trennung von Erythrozyten und Plasma von Vollblut) gesammelt,

um analytische sowie priparative Experimente durchfiihren zu kdénnen.

Die Aufarbeitung zur Isolierung der Granulozyten wurde entweder tber einen Ficoll-

Gradienten (d=1,077 g / ¢cm®) oder ohne Ficoll-Gradienten wie folgt durchgefihrt:

Langsames aufpipettieren von ca. 30 ml Buffy Coat auf 15 ml Ficoll in einem 50 ml Falcon.

e Zentrifugation bei 1500 U / min im Swing-Rotor, 30 min bei 4°C.

e Abheben und verwerfen des Uberstands (bestehend aus Lymphozyten und Plasma).

e Suspendieren des Sediments, das hauptsichlich Erythrozyten und Granulozyten enthilt, in
Lyse-Puffer [155 mM NH,CL, 10 mM KHCO,, 0,1 mM EDTA].

e Zentrifugation bei 1500 U / min im Swing-Rotor, 20 min bei 4°C.

e Dekantieren der Uberstinde und Wiederholen des Lyseschritts, um eine moglichst
quantitative Lyse der Erythrozyten zu erreichen.

Die Pellets wurden dreimal in PBS gewaschen (jeweils mit 20 ml tberschichtet und 15 min

wie oben zentrifugiert), der Uberstand abgenommen und wiederum in PBS resuspendiert.

=— Plasma

me g phosen

=— Leukazyten (Granuozylen)

= Erythraozytan

Abbildung 5: Auftrennung der Blutzellen im Ficoll-Gradienten

4.5.1.1 Bebandlung von Zellen mit Pervanadat

Pervanadat (PV) ist ein starker Inhibitor von Protein-Tyrosinphosphatasen. Nach Zugabe von
PV zu Zellen findet man bereits nach wenigen Minuten eine starke Zunahme an tyrosin-
phosphorylierten Proteinen in der Zelle. Man kann daher PV zum Studium der Tyrosin-
phosphorylierung verwenden, wobei PV das physiologische Signal wie z.B. die Stimulation
mit Wachstumsfaktoren oder Cytokinen ersetzt bzw. deutlich verstirkt. So kann PV
eingesetzt werden, um tyrosinphosphorylierte Proteine zu identifizieren, die an die SH2-
Domidnen bestimmter Signaltransduktionsproteine binden.
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4.5.1.2 Heystellung von Pervanadat

Das Pervanadat wurde unmittelbar vor der Zugabe zu den Zellen wie folgt angesetzt:

e H,0, (Wasserstoffperoxid, 30%) 0,226 ml
e Na,OV, (10 mM Stock-Losung,-20°C) 2,0 ml
e PBS 7,774 ml

10 ml

e Die Zellen (ca. 5x10") wurden abzentrifugiert und in einer Dichte von 1x107(ca. 5 ml) in
Medium resuspendiert

e Das Pervanadat wurde angesetzt (siche oben) und 15 min bei 37°C inkubiert und war
dann gebrauchsfertig. Man gibt 1/20 des Zellkulturvolumens zu den Zellen (0,25 mD und
inkubiert die Zellen fiir 2 min bis zu 20 min bei 37°C im Inkubator.

e Die Zellen wurden in eiskaltes PBS tberfithrt und fiir 7 min bei 1300 U / min
abzentrifugiert.

e Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen wurden in NP40-, oder Triton X-100-Lyse-
Puffer lysiert.

4.5.1.3 Zell-Lyse und Protein-Extraktion

Um die Signaltransduktion und Kinase-Aktivititen in den Zellen zu untersuchen, wurden drei
verschiedene Arten von Proteinlysaten angefertigt:

Medienlysate: Die Zellen wurden in dem Nihrmedium, in dem sie angezogen worden waren,
gehalten und einen Tag vor der Lyse mit frischem Medium gefuttert.

Lysate von unter Hungermedium wachsenden Zellen: Das Nihrmedium wurde einen Tag vor
der Lyse durch Hungermedium ersetzt. Die Zellen wurden in einer Dichte von 5x10° bis
1x10° Zellen pro ml gehalten und 18 bis 22 Std hungern gelassen.

Lysate von stimulierten Zellen: Die hungern gelassenen Zellen wurden unmittelbar vor ihrer
Lyse mit entsprechenen Faktoren fir 5 min stimuliert.

Fir ihre Lyse wurden die Zellen 7 min mit 1000 rpm pelletiert (Heraeus-Zentrifuge) und zu
1x10" Zellen/ml in dem gleichen Medium resuspendiert. In dieser Dichte wurden sie
mindestens 30, aber nicht linger als 60 min bei 37°C inkubiert. In die zu stimulierende
Zellfraktion wurden entsprechende Faktoren pipettiert und durch Schwenken der Schale
verteilt. Nach Ablauf von 5 min wurden die Zellfraktionen in Ix PBS / 1 mM
Natriumorthovanadat (kalt) pipettiert. Im folgenden muflten alle Schritte weiterhin bei 4°C
durchgefiihrt werden. Die Zellen wurden in diesem Puffer 1 min mit 1000 rpm zentrifugiert.
Der Uberstand wurde abgegossen. Die Rohrchen wurden 1 min umgekehrt aufgestellt und
Medienreste durch Abklopfen entfernt. Die Zellen wurden in 1 ml NP40-Puffer pro 5x10’
Zellen unter kriftigem Auf- und Abpipettieren lysiert und 5 min auf Eis inkubiert. Die Lysate

wurden auf 1,5 ml-Reaktionsgefiffe verteilt und 10 min mit 13000 rpm zentrifugiert. Der
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Uberstand wurde in Nunc™ -Kryordhrchen tiberfiihrt und bei -80°C gelagert. 10 pl-Aliquote
wurden fiir die Bestimmung der Proteinkonzentration abgenommen.

Typischerweise wurden 10 pg Protein / pl Lysat, d.h. 20 mg Protein / 1 x 10® Zellen erhalten.

Die Lyse von Granulozyten wurde mit NP40-, oder mit Triton-X-100-Puffer (im Falle
priparative Aufarbeitung) tiber Nacht bei 4°C auf einem Uberkopfschiittler durchgefiihrt. Die

Lysate wurden auf 200 ml-Reaktionsgefile verteilt und 60 min mit 10000 rpm zentrifugiert.
4.5.2 Konzentrationsbestimmung der Protein nach Bradford

Die Konzentrationsbestimmung der Proteine wurde mit Reagentien des Protein Assay von der
Firma BioRad durchgefihrt. Die Bestimmung erfolgte mit Hilfe von BSA-Standard-
Verdiinnungen von Rinderserumalbumin Fraktion V (Sigma) im Bereich 0,05 mg/ml bis
0,9 mg/ml bzw. (0,05 pg / ml bis 20 pg / ml. 800 pl Standard-Verdinnungen 800 pl
Verdiinnungen des Lysates vorgelegt, mit 200 pl Bradford Reagenz versetzt und durchmischt.
Es folgte die Messung der Absorption bei 595 nm. Aus den Extinktionswerten der BSA-
Standardes, die in Form von Tripletts bestimmt wurden, lie sich eine Eichgerade erstellen,

mit deren Hilfe die Konzentration der Proteine in den Lysatproben ermittelt werden konnte.
4.5.3 Gelelektrophorese von Proteinen

Die zwei wichtigsten physikalisch-chemischen Eigenschaften der Proteine, ndmlich
Molekiilgroe und  Ladungszustand, werden Uberwiegend zu ihrer Trennung und
Charakterisierung  verwendet, wobei den elektrophoretischen Trennmethoden eine
Schlisselstellung bei dieser Aufgabe zukommit.

Die SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (Shapiro et al., 1967) ist eine Gelelektrophorese in
Gegenwart des anionischen Detergenz SDS und trennt Proteine ausschlieBlich nach
MolekiilgroRe. Die Proteine werden hierbei denaturiert und an die Peptidketten lagert sich
SDS an, wobei anionische Mizellen mit konstanter Nettoladung pro Masseneinheit entstehen
(ca. 1,4 g SDS pro g Protein). Da sich aus diesem Sachverhalt eine lineare Beziehung
zwischen dem Logarithmus der jeweiligen Molekulargewichte und den relativen
Wanderungsstrecken der SDS-Polypeptid-Mizellen ergibt, kann man mit Hilfe wvon
Markerproteinen eine Eichkurve aufstellen und die Molekulargewichte der aufgetrennten

Proteinen bestimmen.

Molekulargewicht | Protein: Molekulargewicht | Protein:

(kDa)[Sigmal (kDa)[Promega]

205 Myosin 31 Carbonanhydrase

116 B-Galaktosidase [20,4 / 19,7 Trypsininhibitor aus der Sojabohne
97 Phosphorylase-B |16,9 Myoglobin aus Plerdeherzen
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06 BSA 14,4 Lysozym

45 Ovalbumin 8,1 Myoglobin Fragment 1

29 Carboanhydrase |25 Myosin aus Kanninchenmuskel

Tabelle 8: Zusammensetzung der verwendeten Molekularsgewichtsstandard

Das allgemein fiir die SDS-Elektrophorese verwendete Puffersystem nach Laemmli (Laemmli
et al. 1970) [Tris-Glycin-HCD ist fiir lineare Trennungen von niedermolekularen Peptiden (<14
kDa) nicht geeignet. Schigger et al. (1987) konzipierten deshalb ein neues Gel- und
Puffersystem, das die lineare Trennung von Polypeptiden mit 100 kDa bis 1 kDa zulidRt.
Eindimensionale Trenntechniken wie SDS-PAGE konnen jedoch im giinstigsten Fall nur ca.
50-100 Proteine auftrennen. Fir die Analyse von vielen hundert Proteinen, wie sie in ganzen
Zellen vorkommen, ist dieses Auflosungsvermogen unzureichend.

O~ Farrell (1975) entwickelte die zweidimensionale Polyacrylamidgelelektrophorese (2D-
PAGE), die Proteine nach Ladung und Molekulargewicht, trennt und damit die simultane

Untersuchung von vielen Genprodukten auf einem Gel ermoglicht.
4.5.3.1 Erste Dimension: Isoelekirische Fokussierung

Der erste Schritt bei der 2D-PAGE von Proteinen ist die Durchfiihrung der isoelektrischen
Fokussierung, wobei der immobilisierte pH-Gradient im Gel durch Kopolymerisation der

Immobiline® (Acrylamidderivate mit puffernden Gruppen) mit den Acrylamidmonomeren

entsteht.
| f
T

Gel (Dicke: 0,5 mm) Tréagerfolie

Abbildung 6: Geometrie der IPG-Gelstreifen, nach Goérg et al. (1988)

Der aktuelle Stand dieser Technik wird regelmidig von Gorg et al. im Internet publiziert
(http://www.edv.agar.tu-muenchen.de/blm/deg/).

4.5.3.1.1 Durchfiibrung

Proben-Applikation wihrend der Rehydratisierung:

e Auflosen der Probe in Rehydratisierungslésung (in der Regel ist 5-100 pg fiir Silberfarbung
und bis zu 1 mg fiir Coomassie-Firbung notwendig)

» Vorsichtiges Entfernen der [PG-Folie.

e Man pipettiert die Rehydratisierungslosung in die Mitte der einzelnen Vertiefungen des
Kunststoffeinsatzes (trays) und legt die 3 mm breiten [PG-Streifen luftblasenfrei mit der
Gelseite nach unten vorsichtig hinein. Die Menge an Rehydratisierungslésung richtet sich
nach der Linge der IPG-Streifen.
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e Pipettieren einer ausreichenden Menge an Glycerin bzw. Silikonol auf den Streifen.

* Rehydratisierung unter passive Bedingung (0 Volt , RT,12-16 Std).

Linge des IPG*"-Streifens (mm) Gesamtvolumen pro Streifen (ul)
70 125
110 200
170 330

Tabelle 9: Probe-Applikation fiir IPG-Streifen

4.5.3.1.2 Fokussierung

Folgende Parameter wurden nach dem SchlieBen der Fokussierungskammer am Strom-

versorger fUr eine analytische Fokussierung eingestellt:

IPG™'Y (7 cm) IPG*'® (17 cm)
200 Volt 1 Std 200 Volt 1 Std
500 Volt 1 Std 500 Volt 1 Std
500-4000 Volt 30 min 500-10000 Volt 1 Std
4000 Volt 1,5 Std 10000 Volt 2,5 Std

Tabelle 10: Werte fiir die Durchfiihrung der Isoelektrische Fokussierung

4.5.3.1.3 Aquilibrieren der IPG-Streifen

Aquilibrieren der IPG-Streifen in 10 ml Aquilibrierlosung (DTT) far 10 min.
Aquilibrieren der TPG-Streifen in 10 ml Aquilibrierldsung (Jodacetamid) fiir 10 min.

4.5.3.2 Zweite Dimension: SDS-Gelelektrophorese Grofsformat

Das SDS-Gel wurde mit dem Puffersystem nach Laemmli ohne Sammelgel hergestellt und die
zweite Dimension in der Regel tber Nacht durchgeftihrt. Die dquilibrierten IPG-Streifen
wurden kurz in Tankpuffer getaucht, luftblasenfrei auf das vertikale SDS-Gel gelegt und mit
einem Spatel leicht angedriickt. Der IPG-Streifen wurde mit heier Agarose [0,5% (W/V)] in
1x Elektrodenpuffer fixiert. Um einen optimalen Proteintransfer zu gewihrleisten, wurde die
Stromstirke fir 45 min auf 20 mA pro Gel begrenzt.

4.5.4 Proteinnachweismethoden

Nach der Elektrophorese werden Proteine als gefirbte Komplexe nach ihrer Reaktion mit
Farbstoffen (z.B. Coomassie) oder Silbersalzen sichtbar gemacht. Die Silberfirbung ist
bedeutend empfindlicher (Faktor 10-100) als die Coomassiefirbung, die bevorzugt fur die

Fiarbung von priparativen 2D Gelen eingesetzt wird.
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4.54.1 Kolloidale Coomassiefdrbung

Die Firbung wurde nach Neuhoff et al. (1985) folgendermaien modifiziert:

e Firbelosung: 6 Std

e Dest. Wasser: bis der Gelhintergrund klar ist

e Die Gele werden ohne Fixierschritt direkt in die Firbeldsung gegeben und mit dest.

Wasser entfirbt.
4.5.4.2  Silberfdrbung

Die Firbung wurde nach Blum et al. (1987) folgendermaen modifiziert:

e Fixierlosung (50% Methanol, 10% Essigsdure): 30 min oder tiber Nacht
e Quenchen (5% Methanol, 7,5% Essigsdure): 10 min
e Dest. Wasser: 10 min
¢ Sensitivieren (0,02% Thiosulfat): 1 min
e Dest. Wasser: 1-2 min
e Firben (0,2% Silbernitrat, 1 mM Formaldehyd): 30 min
e Dest. Wasser: 2x1 min
e Entwickeln (6% Na-Carbonat, 6 mM Formaldehyd): 5-10 min
e Dest. Wasser: 2x1min
e Abstoppen (2,3 M Zitronensdure): 5 min
e Dest. Wasser: 30min

e In 20% Ethanol kann man das Gel aufbewahren
4.54.3 Westernblot

Der Transfer von Proteinen aus Elektrophoresegelen wird in der Regel durch das Anlegen
eines elektrischen Feldes bewerkstelligt (Kyhse-Andersen J., 1984). Der Immunblot
(Westernblot) wurde im Nafblot-, sowie als Semi-Dry-Verfahren durchgefihrt.

4.5.4.3.1 Napblot

Auf GelgroRe zugeschnittene Nitrocellulosemembranen (0,45 pm) wurden in 1x Transfer-
puffer (192 mM Glycin, 25 mM Tris, 0,1% SDS, 20% Methanol) dquilibriert und auf das
Polyacrylamidgel gelegt. Gel und Membran wurden zwischen zwei Whatman® 3MM-
Chromatographiepapiere und zwei Scotch-Schwimme in die Westernblot-Apparatur
eingespannt. Die Proteine wurden im  Tankblotting”-Verfahren in 2 h bei 50 V auf die
Membran transferiert. Die geblottete Membran wurde kurz in 1x TBS gewaschen und mit 1x
TBS / 0,5% Tween 20 / 5% Magermilchpulver bei Raumtemperatur fiir 1 Stunde geblockt.
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Der am Rand aufgetragene Marker wurde als Streifen von der Membran abgeschnitten und
mit Amidoschwarzlosung gefirbt. Der primidre Antikérper wurde nach Angaben des
Herstellers in 1XTBS / 0,5%Tween 2,5% Magermilchpulver / 0,01% Natriumazid verdinnt.
Die Membran wurde iber Nacht bei 4°C mit dem primiren Antikorper inkubiert. Sie wurde
am nichsten Tag dreimal fir 10 min mit 1x TBS / 0,5%Tween 2,5% Magermilchpulver
gewaschen und 1 Stunde mit dem sekundiren Antikdrper (Ziege-Anti-Maus-Antikdrper oder
Ziege-Anti-Kaninchen-Antikorper, beide konjugiert mit Meerrettich-Peroxidase) nach
Angaben des Herstellers in 1x TBS / 0,5%Tween 2,5% Magermilchpulver verdinnt) bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Membran wurde dann zweimal mit 1x TBS gesptlt und wie
folgt gewaschen:

¢ zweimal fiir 10 min mit 1x TBS / 0,5% Tween 20

e cinmal fir 10 min mit 1x TBS / 3% Tween 20

e zweimal fir 15 min mit 1xTBS / 0,5% Tween 20

¢ zweimal fiir 30 min mit 1xXTBS / 0,5% Tween 20

e zweimal fir 30 min mit 1x TBS

Je 7 ml der ECL-Losung I und II von Amersham wurden in einer Plastikschale miteinander
vermischt. Die Membran wurde 1 min in der Lésung inkubiert, auf Whatman®-Papier
getrocknet und zwischen zwei Plastikfolien in eine Filmkassette gelegt. Nun wurden
Rontgenfilme fur unterschiedliche Zeiten aufgelegt und im Entwicklungsgerit entwickelt.

Die Membran wurde nach der Exposition in 1x TBS bei 4°C gelagert. Wenn sie mit einem
anderen, primidren Antikorper inkubiert werden sollte, wurde sie fiir eine halbe Stunde in 62
mM Tris-HCl pH 6,7, 2% SDS und 100 mM B-Mercaptoethanol bei 70°C inkubiert und
finfmal fir je 10 min mit 1xTBS / 0,5% Tween 20 gewaschen. das Protokoll konnte

anschlieend mit dem Blockieren der Membran wieder aufgenommen werden.
4.54.3.2 Semi-Dry-Blot

Beim Semi-Dry-Blotting ist Puffer-Verbaruch relativ zum Nagblotverfahren geringer. Dartiber
hinaus ist diese Methode eher geeignet fir den Transfer der kleineren Proteine (<100 kDa).
Der Transfer wurde mit 0,8 mA / cm Geloberfliche gestartet und nach ca. 90-120 min
beendet. Fir eine nachfolgende Proteinsequenzanalyse wurde die Blotmembran (PVDF) in
der Regel mit Coomassie Brilliant Blau gefirbt. Die PVDF-Membran wurde vor dem Blot 2-3
sec in Methanol getrinkt, 5 min mit dest. Wasser gewaschen und dann bis zum Gebrauch mit

Transferpuffer dquilibriert.

25



a— Fillaipagiar I
) -4 7 [ -1
=l lelalian
A— Fihaipaiea I

Abbildung 7: Aufbau eines "Blotting-Sandwich" fir den Semi-Dry-Blot

4.54.4 Immunprdazipiiation

Mit der Immunprizipitation kann ein bestimmtes Protein durch seine Bindung an einen
spezifischen Antikdrper aus einer Mischung zahlreicher Proteine isoliert werden. Der
Antikorper wird zunidchst an Protein A-Sepharose bzw. Protein A-oder G/A-Agarose
gekoppelt und erst dann mit einem Gesamt-Zellysat inkubiert. Die Bindung zwischen
Antikorper und Protein A-Sepharose kommt nur mit einem Kaninchen-, nicht aber mit einem
Maus-Antikorper in ausreichendem Mafle zustande. Deshalb wird in der Regel ein
Kaninchen-Anti-Maus (RoOM)-Antikérper zwischengeschaltet, wenn der antigenspezifische
Antikorper aus der Maus stammt. Es wurden 4 ng des RaM-Antikdrpers mit 25 pl einer 50%-
igen Protein A-Sepharose-Losung (Protein A-Sepharose®CL-4B, Pharmacia) und 250 pl NP-40-
Lysispuffer fiir 90 min bei 4°C in einem Uberkopf-Schiittler inkubiert. Die Probe wurde
anschlieBend dreimal mit NP-40-Lysispuffer gewaschen. Im anschlieBenden Waschschritt,
wurde das Volumen im Reaktionsgefd auf 900 ul Lysepuffer gebracht, die Suspension durch
kurzes Vortexen gemischt, die Protein A-Sepharose 2 min mit 5000 rpm sedimentiert und
dann der Uberstand mit einer Pipette entfernt. Im folgenden wird der antigenspezifische,
monoklonale Antikdrper (5 pg / mg Gesamtzellysat) in gleicher Weise mit den Protein A-
Sepharose-Pellets inkubiert.

Nachdem erneut dreimal gewaschen worden war, erfolgte die 90-minutige Inkubation mit 1
mg Zell-Lysat, woraufhin finfmal gewaschen wurde. Die Proben wurden mit je 70 pl 1x
Protein-Ladepuffer versetzt, 5 min bei 100°C gekocht und auf ein Polyacrylamidgel
aufgetragen. Nach der Gelelektrophorese wurden die Proteine aus dem Gel auf eine
Membran geblottet und immunochemisch analysiert.

4.5.,5 Klonierungen

Unter Verwendung entsprechender Primersets in PCR-Reaktionen wurden der Wildtyp sowie
die Mutanten Y488F, Y515F, und Doppelmutante (Y488F and Y515F) von CEACAMI , und
dem Wildtyp von CEACAM3 hergestellt. Die amplifizierten Domidnen wurden in BamHI-Pstl
sites 37 im Ox-Histidinsequenz des bakteriellen Expressionsvektor pQE31 kloniert (Briimmer,
J., 1995). Die rekombinanten Plasmiden wurden anschlieRend via Temperaturschock-
Methode in kompetenten SG 13009 Bakterien transformiert. Diese werden dann auf
Selektionsplatten ausplattiert. Die transformierten Bakterien sind antibiotikaresistent und

werden nach der Ui.N. Inkubation bei 37°C sichtbar. Die einzelne Bakterienklonien wurden
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von den Selektionsplatten mit einem sterilen Zahnholz in 3 ml LB-Medium mit dem
entsprechenden Antibiotikum inokuliert und inkubiert (37°C, G.N., 180 rpm). Aus der 3 ml
Ubernachtskultur wurden 800 pl entnommen, mit 200 pl Glycereol (100%) versetzt, in sterile

Glasrohrchen abgefiillt und diese bei -80°C gelagert.
4.5.6 Protein-Bindungsstudien mit CEACAM1,, als His-Tag-Fusionsprotein

In den Studien wurden gezielt Bereiche oder Dominen eines Proteins ausgewihlt und als
Fusionsproteine exprimiert. Die Aufreinigung erfolgte tber Ni-NTA-Agarose [Nitrilo-Tri-
Acetic-acid] (Qiagen), die an den His-Anteil der Fusionsproteine bindet. Es wurden His-Tag-
Fusionsproteine  der ~ CEACAMI1_,,  Y488FCEACAM1 _,  Y515FCEACAMI1_ ~ Y488F,
Y515FCEACAMI1

Immunprizipitationen durchgefiithrt. Die His-Tag-Fusionsproteine waren in Bakterien

o verwendet. Die Inkubation und Waschschritte wurden analog zu den
exprimiert und auf Polyacrylamidgel quantifiziert worden. 5 pg Fusionsproteine wurden mit
30 pl einer 50%-igen Ni-NTA-Agarose- oder Immunokomplex-Suspension (bestehend aus
spezifischem Antikdrper-Protein A-Agarose-Komplex) [5% Endkonzentration] in 250 pl NP-
40-Lysispuffer inkubiert. Die Endkonzentration der Proteine betrug in einem solchen Ansatz
16,7 ng / pl. Die Proben wurden funfmal mit Lysepuffer gewaschen und mit je 1 mg Zell-
Lysat inkubiert. Nach finf Waschungen wurden sie wie bei der Immunprizipitation in 70 pl
1x Protein-Ladepuffer aufgenommen, in einem Polyacrylamidgel aufgetrennt und
anschliefend einer Western-Blot-Analyse unterzogen.

457 Plasmidpraparation aus Bakterien

Die Plasmidpriparation aus Bakterien erfolgte nach der alkalischen Lyse. Das Maxiprep-Kit
(Qiagen) wurde zur Plasmidpriparation aus groferen Kulturvolumina (bis zu 500 mbD

verwendet. Die Durchfiihrung erfolgte nach den Angaben vom Hersteller.
458 Bakierielle Expression

Das Qiagen-pQE-System (pQE31) wurde fur die Expression rekombinanter Proteine in
Bakterien verwendet. Die Vorkulturen (30 ml LB-Medium, 100 pg / ml Ampicillin, 25 pg /
ml Kanamycin) wurden aus dem Glycerolstock [-70°C] beimpft und tiber Nacht bei 37°C,
170 rpm auf einem Orbitalschiittler inkubiert. AnschlieRend wurden die Vorkulturen in 1000
ml-Schikane-Kolben (LB-Ampicillicin & Kanamycin) expandiert und bis zu einer optischen
Dichte (ODgy, .0 von 0,7-0,9 inkubiert (37°C, 170 rpm, 4 Std). AnschlieBend folgte die
Induktionsphase durch die Zugabe von 2 mM IPTG. Die Inkubation wurde fir weitere 3-4
Stunden fortgesetzt. Nach Abschluff der Expression wurden die Bakterien abzentrifugiert
(4000 U / min, 15 min, 4°C) und der Uberstand verworfen. Die Bakterienpeletts wurden wie

folgt lysiert:
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e Vortexen der Peletts in 5 mM Tris-HCL, pH 8, 1 mM EDTA, 0,1% Triton-X-100, 0,1 mg
Lysozym / ml) und Inkubation bei RT fiir 10 min.

e Abzentrifugieren der Suspension (5000 U / min, 10 min, 4°C).

* Resuspendieren der Peletts in Sonication-Puffer (50 mM Na,HPO,, 300 mM NaCl, pH 8)
und Inkubation bei RT ftir 10 min.

e Sonication fir 5 min.

Anschlieend wurde die Suspension bei 4°C, 10000 U / min, 30 min zentrifugiert. Aus dem

Uberstand (léslichen Proteinen) wurden die His-Tag-Fusionsproteine tber Metall-Chelat-

Affinititschromatographie aufgereinigt und in Bindungsstudien eingesetzt.
4.5.9 Chromatographie

Zur Aufreinigung der Proteinen wurden entsprechend deren Eigenschaften wie z.B. Ladung,
Hydrophobizitit, Affinitit, Loslichkeit und Stabilitit sowie Molekulargewicht verschiedene
chromatographische Schritte verwendet.

Die Chromatographie wurde mit der FPLC (Pharmacia) und HPLC (D-7000-System von
Firma Merck-Hitachi) durchgefihrt.

4.5.9.1 Metall-Chelat-Affinitdtschromatographie

Die His-Tag-Fusionsproteine wurden tiber Ni-NTA-Agarose aufgereinigt. Die beiden freien
Positionen des quadratisch-bipyramidalen Komplexes von Ni-NTA-Agarose interagieren mit

den Stickstoffatomen des Imidazolrings von Histidin.

Abbildung 8: Interaktion von Ni-NTA mit dem 6xHis-Tag
(nach Hersteller Qiagen)
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Das Procedere fiir die Vorbereitung der Ni-NTA-Matrix, die Kopplung des Proteinlysates

sowie die native Aufreinigung der Fusionsproteine wurde dem Qiagen-Handbuch

entsprechend durchgefihrt:

e Aquilibrieren der Ni-NTA-Matrix mit Sonication-Puffer, pH 8,0 (10 min Raumtemperatur
Uberkopfschiittler), Zentrifugieren und Uberstand verwerfen.

e Inkubation von Proteinlysaten mit Ni-NTA (2 Std oder tiber Nacht bei 4°C).

e Packen der Gelsuspension in eine Sdule (je breiter die Sdule, um so effizienter ist die
Aufreinigung).

e Waschen mit Sonication-Puffer pH 6,0 (5-7 Fache Sidulenvolumen).

¢ Elution der Fusionsproteine mit einem pH-Gradient (6 zu 3) in Waschpuffer.

e Quantifikation der aufgereinigten Proben auf Polyacrylamidgel.
4.5.10 In-Vitro Bindungsstudien via Chromatographie

Die aufgereinigte native Wildtyp Domine "CEACAMI_" wurde an Ni-NTA-Matrix
immobilisiert. Fir die Bindungsstudie im Rahmen dieser Arbeit wurde experimentell das
Ligand-Rezeptor-Verhiltnis  {Fusionsprotein :  Gesamtproteinlysat} 1:5 festgestellt. Die
Bindungsstudie wurde wie folgt durchgeftihrt:

* Kopplung von CEACAM1_, an Ni-NTA-Matrix (4°C, 1 Std, Uberkopfschiittler).

¢ Inkubation mit Proteinlysat (4°C, 2 Std, Uberkopfschuittler).

e Packen von Gelmatrixkomplex in einer XK-16 Sdule (Pharmacia).

e Waschen mit Waschpuffer (0,02 M Na,HPO,, 1 M NaCl, pH 7,2).

e Kompetitive Elution (Linearer Gradient) mit (0,02 M Na,HPO,, 1 M NH,CI, pH 7,2).

e pH-Elution (Linearer Gradient) mit (0,02 M Na,HPO,, 0,5 M NaCl, pH 3,5).

e Final-Elution (Stufengradient) mit (0,02 M Na,HPO,, 0,05 M EDTA, 0,5 M NaCl, pH 7,2).

e Quantifizierung der isolierten Antigene via SDS-PAGE, Westenblot auf PVDF-Membran mit
anschliefRender Edman-Abbau-Sequenzierung.

4.5.11 Aufreinigung monoklonaler Antikorper

Die Aufreinigung von mAb T.84.1 erfolgte Uber Protein A-Agarose (Bio-Rad) oder
rekombinante Protein A-Sepharose (Pharmacia). Das Protein A wurde zunichst mit 20 mM
Na,HPO,, pH 8 dquilibriert und anschliefend die Zelliiberstinde (Hollow-Fiber-Produkt) tiber
die Sdulen mit 0,5 ml / min mindestens zweimal zirkuliert. Nach dem Waschen mit 20 mM
Na,HPO,, 0,05% NaN,, pH 7,2 wurde der Antikbrper unter einem linearen Gradient mit 20
mM Na,-Citrat (C;H,Na,0,.2H,0, M=294,10 g mol™), pH 4,2 eluiert. Der aufgereinigte mAb
wurde Uber Nacht gegen dHO, 4 mM PMSF bei 4°C dialysiert und anschlieSend
lyophilisiert. Ein Teil von den Lyophilisaten wurde in 50% Glycerin, 20 mM Na HPO,, pH

29



7,5, 150 mM NaCl, 1,5 mM NaN,, 1 mg / ml BSA fir Westernblot-Untersuchungen gelést
und bei -20°C aufbewahrt und der Rest wurde fiir die Kopplung an CNBr-aktivierte
Sepharose CL-4B wie folgt eingesetzt:

¢ Das Lyophilisat wurde in Kopplungspuffer (0,1 M Na,CO,, 0,5 M NaCl, pH 8,2) aufgeltst
und gegen Kopplungspuffer dialysiert (48 Std, 4°C).

e Filterieren (0,45 pm) und photometrische Konzentrationsbestimmung (Ey, P.L. et al., 1978)
[Konzentration ., ;= OD,q/1,42] des Antikorpersgehalts.

e Vorbereitung des Gels nach den Herstellersangaben (Pharmacia) wie folgt:

e Waschen von 1 g CNBr-aktivierte Sepharose CL-4B mit 200 ml 1 mM HCI und
nachwaschen mit Kopplungspuffer bis der pH-Wert neutral wird.

e Inkubation des Antikdrpers (T.84.1) mit gequollenem Gel im Verhilinis 3 mg / 1 ml
(4°C, 24 Std, Uberkopfschiittler).

e Packen des Gel-Antikorperkomplexes in XK-Siulen (z.B. XK-16, XK-25 oder -50).

e Blockieren der freien Gruppen von Sepharose mit 1 M Triethanolamin, pH 8, (2 Std, bei
Raumtemperatur).

e Waschen der Sdule in drei Schritten (Stufengradient) mit jeweils 10 ml 0,1 M Acetatpuffer,
pH 4 und 0,1 M Boratpuffer, pH 8.

e Die Sidule wurde fiir Aufreinigung von CEACAM1 eingesetzt und bei 4°C aufbewahrt.

Die Aufreinigung von mAb 4D1C2 wurde unter den gleichen Bedingungen wie bei mAb
T.84.1 durchgefihrt. Die Immunoaffinititschromatographie mit mAb 4D1C2 wurde wegen
geringer Kopplungseffizienten nicht durchgefiihrt. Der Antikérper wurde aber oft in anderen

Untersuchungen wie z.B. Westernblot, Immunhistochemie sowie Zellbiochemie verwendet.

Zeit(min) % Wasch-Puffer % Elutionspuffer Flurate (ml/min)
0,01 100 0,0 1
30 100 0,0 1
100 0,0 100 1
120 0,0 100 1
121 100 0,0 1
150 100 0,0 1

Tabelle 11: Das HPLC-Protkoll fir Reinigung von mAb 4D1C2 (& 16 mm, Héhe 50 mm) mit dem Wasch-Puffer [20 mM
NazHPO4, 0,05% NaNs, pH 7,2] und Elutionspuffer [20 mM Nas-Citrat (CsHsNaz07.2H,0), 0,05% NaNs, pH 4]
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4.5.11.1 Anveicherung von CEACAMI tiber Immunoalfinitdtschromiographie mit dem immobilisierten
mAb T.84.1

Um die Effizienz der Immunoaffinititschromtographie bei der Anreicherung von CEACAMI1
zu erhohen, wurde das Rohextrakt einer Perchlorsiureextraktion unterworfen. Anschlieend
wurde es Uber eine Sdule mit der Flufrate 0,5 ml / min gepumpt (FPLC, Pharmacia). Nach
dem Auftragen wurde die Sdule solange mit PBS gewaschen bis die Absorption die Basis-
Linie erreicht wurde. Die Elution der spezifischen Proteinen erfolgte tiber einem linearen
Gradienten mit Elutionspuffer (0,2 M Glycin, pH 3). Nach je drei Aufreinigungen wurde 6 M
Guanidium-HCI als Elutionspuffer verwendet.

4 5.12 Perchlorsiaure-Extraktion

1,6 M kalte Perchlorsiure (PCA) wurde tropfenweise unter Rithren zu der Probe gegeben.
Anschlieend wurde das Gemisch fiir weitere 30 min bei 4°C geriihrt. Die Endkonzentration
an PCA war 0,8 M. Nach der Zentrifugation (3000 U / min, 15 min) wurde der Uberstand mit
NaOH neutralisiert und gegen d,H,O, 4 mM PMSF fir 24 Stunden dialysiert. Das d,H,O
wurde zweimal gewechselt. Es folgten die Zentrifugation (10000 U / min, 30 min) und das
Einengen mittels Lyophilisator. Das eingengte Rohextrakt wird tber Ultrafiltrationseinheiten
(Millipore™-30K) mit Triton-X-100-Lysepuffer umgepuffert. Das somit vorbereitete Rohextrakt
diente als Ausgangsmaterial fiir die Immunoaffinititschromtographie.

4.5.13 Gel Size-Chromatographie

Die Gel Size-Chromatographie (GSC) basiert auf der Unterschiede der FElutions-
geschwindigkeit von Proteinen. Die kleinen Proteine diffundieren in das Gel hinein, daher
werden sie spiter als die grofen Proteine eluiert. Das Molekulargewicht von unbekannten
Proteinen kann auf dieses Basis abgeschitzt werden, indem man das Elutionsvolumen mit
den Molekulargewichten definierter Proteinstandards korreliert.

Das Ausschluvolumen (V) der Gelfiltrationssidule wurde mit Dextran-Blue-2000® bestimmit.
Nach dem Aquilibrieren der Siule wurde die Probe (O 2-5% Gelbedvolumen) tiber ein
Injektionssystem in die Siule appliziert. Die mobile Phase bildete PBS. Die UV-Detektion
erfolgte bei einer Wellenlinge von 280 nm. Die Elutionsfraktionen worden mittels
Zentrifugation (Ultrafiltrationseinheit 10%) eingeengt und fiir verschiedene Assays verwendet.

4.5.14 Reversed Phase Chromatographie

Die Reversed Phase Chromatographie (RPC) basiert auf dem Prinzip ,Wechselwirkung der
Proteine mit einer hydrophoben Matrix”. Somit werden die hydrophoben Proteine mit
steigendem Gehalt an lipophilem Laufmittel eluiert. Die CEACAM1-positiven Fraktionen nach
der Immunoaffinitits-Chromatographie (mit mAb T.84.1) wurden entsalzt, lyophilisiert und
mit verschiedenen Gradienten an Pro RPC HR 10 Sidule®(Pharmacia) chromatographiert.
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Mit Hilfe eines HPLC-Pumpsystems (D-7000 Merck) wurden Gradienten der folgenden

Laufmittel angewendet:

Zeit(min) % Wasch-Puffer % Elutionspuffer Flufdrate (ml/min)
0,01 100 0.0 0,30
50 100 0,0 0,30
120 0.0 100 0,30
160 0,0 100 0,30
161 100 0,0 0,30
200 100 0.0 0,30

Tabelle 12: HPLC-Trennung an Pro RPC HR 10 Saule” (Pharmacia) mit dem Wasch-Puffer [0,1% TFA (in d>H,O)] und
Elutionspuffer [0,1% TFA, 80% Acetonitril (in d2H,0)]

Die aufgefangenen Fraktionen wurden mit dem Verhiltnis (1:5) in PBS tberfiihrt und fir ca.
15 min im Hochvakuum (Speed-Vac) zentrifugiert. Als Alternative wurden die Proben in
l6sungmittelbestindigen Ultrafiltrationseinheiten (Centricon 3SR® Pharmacia) umgepuffert und
eingengt. Die Proben wurden fir SDS-PAGE und Westernblot Experimente eingesetzt

4.5.15 Elektronen-Spray Massenspektrometrie

Mittels eines Vestec 201 Single-Quadropol-Massenspektrometers (Vestec Corp., Houston,
USA) mit einem Massenbereich bis 2000 amU und Einheitsauflosung erfolgten die Elektronen-
Spray Massenspektrometrie (ES-MS)-Messungen. Das Elektrospray wurde durch Anlegen einer
Spannung von 1,8-2,3 kV an der Nadelspitze und 200 V an der Diise erzeugt. Alle Messungen
wurden bei einer Repellerspannung von jeweils 20 V und Repeller-blocktemperatur von
200°C durchgefiihrt. Die Spray-Kammer wurde auf ca. 40°C thermostatisiert. Zur Optimierung
der Spektrenaufnahme wurde die Distanz zwischen Nadel und Nozzle mit Hilfe einer
Justierschraube variiert. Die Massenkalibrierung erfolgte anhand von 8- 9-und 10-fach
protonierten Molekilionen des Lysozyms. Die massenspektro-metrischen Analysen wurden
mit Hilfe eines Datensystems (Vector 2; Teknivert, Maryland, USA) aufgezeichnet und

ausgewertet.
4.5.15.1 Probenprdparation zur ES-MS

Als Losungsmittel wurde bei allen Messungen 2%-ige Essigsdure/Methanol (9:1, v/v), pH 2,5
verwendet. Die Konzentration der Probe lag bei 50 pM. Die Probenldsung wurde in eine 100
pl Hamiltonspritze tiberfihrt und mit Hilfe eines Pumpsystems (Haward Pumpe “Apparatus
447) bei einer FluRrate von 2 pl / min (iber eine 60 cm lange Fused-Silica-Kapillare (@ 50 pm)
in die Tonenquelle gepumpt.

Alle Berechnungen zur Molekulargewichtsbestimmung der Peptide erfolgten mit dem
Programm MASS (Maryland, USA). Das Programm umfasste einen Sequenzeditor zum
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Erstellen von Sequenzdaten und bot neben der Berechnung von Durchschnitts- und
Monoisotopenmassen der [M+H]-lonen von Proteinen und Peptiden umfangreiche
Moglichkeiten zur Auswertung von Peptide-Mapping-Analysen an.

4.5.16 Phosphorylierungsreaktionen

Die Tyrosinreste von CEACAMI1_ und deren Mutanten wurden in-vitro mittels
verschiedenen Proteinkinasen phosphoryliert. Bei der Verwendung von [y-*P] ATP erfolgte
die Detektion mittels Rontgenfilm, bei dem nicht radioaktiven ATP wurde das Gel geblottet
und die Phosphorylierung mittels eines anti-Phosphotyrosin-Antikorpers  (PY20)
nachgewiesen.

Die rekombinante humane Src-Kinase (pp60™™) der Firma Upstate Biotechnology
Incorporated mit der spezifischen Aktivitit von 900000 Units / mg wurde fir die
Untersuchungen eingesetzt.

Zundchst wurden die CEACAM1 _ -Probe in Kinase Assay Puffer umgepuffert und eingeengt.
AnschlieBend wurde die Phosphorylierung wie folgt durchgefiihrt:

Positv-Ansatz Kontroll-Ansatz Temperatur
CEACAM1,_, 100 pl (010 pg) 10 pl (01 pg) 37°C
Kinase-Dilution-Puffer |15 pl 1,5 pl 37°C
Kinase-Assay-Puffer  [--—--—--—--- 3 pl 37°C
Src-Kinase 3pl |- 37°C
ATP-Mix 15 pl 1,5 pl 37°C
[y->*P]ATP* 50 pCi (30Ci/mM) 5 pl (Ci 30Ci / mM) 37°C

Tabelle 13: Phosphorylierungsprotokoll fiir SRC-Kinase

* Beim Ansatz von [y-**P] ATP musste hinter einem Plexi-Glas-Schirm gearbeitet werden.
Hierbei konnte die Inkubationszeit 30 min bis maximal 90 min sein. Im Falle von nicht

radiocaktiven Ansitzen wurde die Inkubationszeit auf 5 bis 24 Stunden erhoht.

4.5.17 P-Tyr-Affinitatschromatographie

Die Isolierung von den Phosphorylierungsdominen aus den Reaktionsansitzen erfolgte nach
dem Protokoll des P-Tyr Immunaffinitdtssystem (PTS01) der Firma Oncogene Science (USA):

e Aquilibrieren der P-Tyr (Ab-1)-Agarose mit Wasch-Puffer

e Manuelles Zirkulieren des Reaktionsansatzes tiber die Sdule (10 mal bei 4°C)

e Waschen der Sdule mit 3-5 ml Wasch-Puffer
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e Eluieren mit dem Elutions-Puffer, je 10 Tropfen wurden als Elutionsfraktion gesammelt
und durch Westernblot (mit anti P-Tyr-Antikorper) oder mittels Geiger-Zihler bzw.

Szintillationsmessgerit untersucht.

Wasch-Puffer Elutions-Puffer

1% Triton X-100 1% Triton X-100

10 mM Tris-HCl, pH 7,6 10 mM Tris-HCIl, pH 7,6
2 mM EDTA 2 mM EDTA

50 mM NaCl 50 mM NaCl

30 mM Na,P,0,.101,0 30 mM Na,P,0,.101,0
50 mM NaF 50 mM NaF

100 pM Na,OV; 100 pM Na,OV;

0,1% NaN, 0,1% NaN,

10 mM Phenyl Phosphat
4.5.17.1 Protein Kinase C (PKC)

Die zytoplasmatische Domidne von CEACAM1 enthilt eine Reihe Serine bzw. Threonine, die
durch PKC phosphoryliert werden. Die Serin / Threonin-Phosphorylierung mittels PKC wurde
wie folgt durchgeftihrt:

Positiv-Ansatz Kontroll-Ansatz Temperatur
CEACAMI1 100 pl (10 pg) 10 pl (01 pg) 37°C
Kinase-Dilution Buffer 20 pl 2 ul 37°C
0.1 M CaCl, 20 pl 2 ul 37°C
0,1 M MgCl, 20 pl 2yl 37°C
2 mM EDTA 20 pl 2 ul 37°C
Diacylglycerol 10 pg / ml 20 pl 2yl 37°C
PKC >su. 37°C
ATP-Mix 20 pl 2 pl 37°C
[y-*P]ATP* 50 pCi (30 Gi/ mM) |5 pGi 37°C
(30 Ci / mM)

Tabelle 14: Phosphorylierungsprotokoll fir PKC

4.5.18 Immunhistochemische (IH) und konfokale Laser-Scanning Mikroskopie (CLMS)

Fir die immunhistochemischen Untersuchungen wurden HUVEC-, HT29-Zellen und
Granulozyten verwendet. Die Granulozyten wurden zunichst aus Buffy-Coat gewonnen und
anschliesend per Cyto-Spin auf Objekt-Triger tbertragen. Die adhirenten HUVEC- sowie
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HT29-Zellen in Flasketten (Nunc) kultiviert. Um Entdifferenzierungserscheinungen bei den
HUVEC-Zellen vorzubeugen, wurden nur die Passagen 1-3 gefirbt. Die TH-, sowie CLMS-
Untersuchungen wurden in Zusammenarbeit mit Prof. Dr. G. Unteregger, Institut fir

Molekularbiologie in Homburg wie folgt durchgefihrt:
4.5.18.1 Prdaparation der Objekitrdger

Nach der Kultivierung im Brutschrank (5% CO, und 37°C) wurde das Medium abgesaugt und
das Oberteil der Flaskette entfernt. Die Fixierung erfolgte mit -20°C kaltem Aceton bzw.
4%-igen Paraformaldehyd. Anschlieend wurden die Objekttrdger bei -20°C aufbewahrt.

4.5.18.2 Immunchemische Farbung

Nach dem Auftauen der Objekttriger wurden die Inkubationsschritte in der feuchten Kammer

bei Raumtemperatur durchgefiihrt.

Schritt
1 1-3 min waschen mit PBS
2 Fixierung mit kaltem Aceton fuir Fixierung mit 4% Paraformaldehyd fir
10 min 10 min
3 3x5 min waschen mit PBS
4 30 min Blockierung mit 10% FCS, 1% BSA in PBS
5 60 min Inkubation mit dem ersten Primiir-Antikorper, 1:50
6 3x5 min waschen mit PBS
7 5 min Blockierung mit 10% FCS, 1% BSA in PBS
8 1 min waschen mit PBS
9 Inkubation mit TRITC oder FITC markierten sekundir-Antikorper, 1:50

[Ziege anti Maus]

10 3x5 min waschen mit PBS

11 30 min Inkubation mit irrelevaten Ziege anti Maus (Fab”,), 1:50

12 3x5 min waschen mit PBS

13 60 min Inkubation mit dem zweiten Primir-Antikorper, 1:25

14 3x5 min waschen mit PBS

15 Inkubation mit TRITC oder FITC markierten sekundir-Antikorper, 1:50
16 3x5 min waschen mit PBS

Tabelle 15: Protokoll fiir die Immunchemische Farbung

4.5.18.3 Immunchemische Farbung mit Peroxidase-konjugiertem Antikorper

Nach der tblichen immunchemischen Firbung erfolgte die DAB-Substrat Reaktion fir 15-20
Minuten. Das DAB-Substrat wird wie folgt angesetzt:
Eine 10 mg DAB-Tablette in 50 ml Tris-Cl (0,05 M) mit 120 pl 1% H,0, 16sen.
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Nach dem Waschen der Objekttriger mit Tris-Cl (0,05 M) erfolgt die Gegenfirbung der
Zellkerne mit Hidmalaun nach Mayer fiir maximal 10 sec Nach kurzem Spilen in 1%
Essigsdure wurden die Objekttrdger fir 10 min unter Leitungswasser gehalten. Die Zellen
werden anschlieend durch eine aufsteigende Alkoholreihe dehydriert. Danach erfolgt drei
Waschschritte in Histoclear (RT, 5 min) und das Eindeckeln mit Eukitt.

4.5.19 Invasions-Assay

Fiir diese Untersuchung wurde das Matrigel Invasion Chamber System von Becton Dickensen

eingesetzt und den Angaben des Herstellers folgend gearbeitet:

¢ Rehydratisieren von Matrigel Matrix mit RPMI-1640 (120 min, 5% CO, 37°C).

e Vorsichtiges Entfernen von Medium.

e Zugabe von ca. 750 pl Medium (5% FCS) in jeder Vertiefung und 500 pl Zell-Suspension
(2,5x 10" Zelle / Chamber).

e Inkubation der Chamber bei 37°C, 5% CO,, 22 Stunden.

e Entfernen der nicht-invasiven Zellen mit einem Wattestibchen von der
Membranoberfliche.

e Fixieren und Firben der Membran mit Baxter Diff-Quick (DADE Behring AG, Marburg).

e Auszihlung der invasiven Zellen in den zufillig ausgewihlten Feldern unter dem
Phasenkontrast-Lichtmikroskop.

Der Invasionsprozentsatz wird definiert als Anzahl der invasiven Zellen in die Invasion-

Chamber geteilt durch die Anzahl der migrierenden Zellen durch das Kontroll-Insert (ohne

Matrigel-Beschichtung).

Definition Invasionsprozent:
Mitttelwert aus invadierten Zellen durch Matigel-1nsert-Memran

Mittelwert aus migrierten Zellen durh Kontroll-1nsert-Membran

% Invasion =

Der Invasionsindex wird als das Verhilinis der Invasionsprozentzahl der Test-Zellen zu der

Invasionsprozentzahl der nicht-invasiven Kontroll-Zellen definiert.

Delfinition Invasionsindex:
% Invasion der Test-Zellen

% Invasion der Kontroll-Zellen

% Invasionsindex =
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5 ERGEBNISSE

5.1 Charakterisierung von CEACAMA1

5.1.1  Granulozyten-Praparation

Die Priparation von Granulozyten wurde auf zweierlei Weise durchgefihrt:

Fir analytische Zwecke wurden die Granulozyten tiber einen Ficoll-Gradient pripariert,

fiir semi-priparative Zwecke wurden die Granulozyten ohne Ficoll-Gradient pripariert.
Folgende Daten (bezogen auf jeweils 6 Buffy-Coat, ca. 200 mD zeigen die Unterschiede der
beiden Verfahren:

Ficoll-Gradient [ Ficoll-Gradient
¢ Ausbeute/NaR-Gewicht 0,43 g 133 ¢g
s Zell-Zahl 1,5 x 10° 5 x 10"
e Arbeitszeit 120 min 90 min
e Protein-Konzentration 0,54 pg / pl 2,2 g / pl

Tabelle 16: Vergleich der Granulozytenpraparationsergebnisse unter An-, bzw. Abwesenheit vom Ficoll

Um die Phosphatasen zu blockieren wurde die Lyse der Zellen in Anwesenheit von
Pervanadat durchgefithrt. Die Lyse dauerte 180 min und wurde bei 4°C an einem
Uberkopfriihrer durchgefihrt. Um eine Art Vorreinigung oder Fraktionierung der Proteine zu

erreichen, wurde das Zell-Lysat einer 1,6 M Perchlorsiure-Extraktion unterworfen.

Abbildung 9 zeigt Granulozytenextrakte nach der SDS-PAGE. Es wurden annihernd gleiche
Mengen der Protein-Lysate (ca. 5 pg) aufgetragen. Die Lyse der Granulozyten wurde in
Abwesenhheit (Spur 1), bzw. in Anwesenheit (Spur 2) von 2 mM Ca*" durchgefihrt. Die Spur
3 zeigt die Granulozytenlysate nach der Perchlorsiure-Extraktion und Spur 4 zeigt die

Granulozyten-Debris nach der Perchlorsiure-Extraktion.
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Spur 1: 5 pg Granulozytenextrakte (Lyse mit NP-40 als Detergens)
Spur 2: 5 pg Granulozytenextrakte (Lyse mit NP-40 als Detergens und 2 mM Ca®")
Spur 3: 5 pug Granulozytenextrakte (NP-40-Lysat nach Perchlorséure-Extraktion)

Spur 4: 5 pug Granulozyten-Debris nach der Lyse mit RIPA-Puffer

Abbildung 9: 7,5% SDS-PAGE der Granulozytenextrakte mit anschlieBender Coomassie-Farbung
(hier in Graustufen dargestellt)

38



SF gF g o
':ﬁéi'ﬁﬂ ?a’ak q"ﬁu :"“}wﬁ

P

kL] "

o
16—
1

g9 —

&6

.1.5 —_—

L] a2 x| q
Spur 1: 5 pg Granulozytenextrakte (Lyse mit NP-40 als Detergens)

Spur 2: 5 pg Granulozytenextrakte (Lyse mit NP-40 als Detergens und 2 mM Ca®")
Spur 3: 5 pug Granulozytenextrakte (NP-40-Lysat nach Perchlorsaure-Extraktion)
Spur 4: 5 pug Granulozyten-Debris nach der Lyse mit RIPA-Puffer

Detektion: a-CEACAM1 mAb (4D1C2) 0,5ug /1000 pl, Ziege anti-Maus-POD 1:5000

Abbildung 10: 7,5%-SDS-PAGE der Granulozytenextrakte mit anschlieBendem Transfer des Gels auf NC-
Membran und Immunfarbung mit CEACAM1 mAb 4D1C2

Abbildung 10 zeigt Granulozytenextrakte nach der SDS-PAGE mit anschliefendem Transfer
des Gels auf NC-Membran und Immunofirbung mit CEACAM1-mAb 4D1C2. Es wurden
annidhernd gleiche Menge Protein-Lysate (ca. 5 pg) aufgetragen. Die Lyse der Granulozyten
wurde in Abwesenhheit (Spur 1), bzw. in Anwesenheit (Spur 2) von 2 mM Ca** durchgefihrt.
Spur 3 zeigt die Granulozytenlysate nach der Perchlorsiure-Extraktion und Spur 4 zeigt die
Granulozyten-Debries nach der Perchlorsiure-Extraktion. Die Bande bei ca. 160 kDa weist
auf das granulozytire CEACAM1 hin. Die Spuren 1 und 2 (Lyse mit NP-40 bzw. NP-40 mit
2 mM Ca®™) zeigen eindeutig bessere CEACAMI1-Ausbeuten als im Falle von NP-40-Lysat
nach Perchlorsdure-Extraktion (Spur 3) und CEACAMI1 ist immer noch in Granulozyten-
Debris vorhanden (Spur 4). Es ist daher wichtig je nach Vorhaben die bestimmte Lyseart zu
wihlen. Bei dieser Arbeit wurde die NP-40-Lyse nach Perchlorsiure-Extraktion fir die
CEACAM1-Isolierung und die einfache NP-40-Lyse bzw. NP-40-Lyse mit 2 mM Ca* fiir die
Bindungsstudien verwendet.
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Weil mehr als dreizehn Spleiffvarianten von CEACAM1 bekannt sind (Thompson, J.A., 1991)
und da mit dem spezifischen o-CEACAM1 Antikdrper (4D1C2) in Granulozytenextrakten
(SDS-PAGE & Western Blot) nur CEACAMI1 detektiert wird, wurde das Vorhandensein von
SpleiRvarianten und/oder von unterschiedlich modifizierte CEACAM1 via zwei dimensionaler
Gelelektrophorese (2D-GE) untersucht.

(1. DirmeEngicn)

Klia Pl 4| G| 7 a| | il

05—

116

. ‘ '.‘;
i

8

[54]

il Bsmensian {S0S-PAGE)

20— "
.uh‘ﬂ l‘

Abbildung 11: Die zweidimensionale Gelelektrophorese ( 2D-GE ) der Granulozytenextrakte mit anschlieRender

Coomassiefarbung (hier in Graustufen dargestellt)

Abbildung 11 zeigt die isoelektrische Fokussierung der Granulozytenextrakte unter passiven
Bedingung ( 1. Dimension, der untersuchte Bereich der isoelektrischen Punkte pl 3 bis pI
10”7 ) gefolgt von 10% SDS-PAGE als II. Dimension. Das Gel wurde anschliefend Coomassie
gefdrbt,

Abbildung 12 zeigt die isoelektrische Fokussierung der Granulozyten-Extrakte unter passiven
Bedingungen ( 1. Dimension, der untersuchte Bereich der isoelektrischen Punkte pI 3 bis pl
107 ) gefolgt von 10% SDS-PAGE als II. Dimension. Das Gel wurde anschliefend auf
Nitrocellulose Membran geblottet. Durch Immunfirbung mit CEACAMI1-mAb (4D1C2)
konnten zwei isoelektrische Punkte fiir CEACAMI1 festgestellt werden. Die linke Spur zeigt
nur die eindimensionale Auftrennung der Granulozyten und deren Immunfirbung mit
CEACAM1-mAb (4D1C2). Somit konnte festgestellt werden, dafl das granulozytire
CEACAM1 in mindestens zwei Isoformen (mit kurzer oder langer zytoplasmatischer Domine)

und/oder zwei unterschiedlich modifizierten Formen vorkommit,
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Abbildung 12: Die zweidimensionale Gelelektrophorese ( 2D-GE ) der Granulozytenextrakten mit anschlie@endem
Transfer des Gels auf NC-Membran und Immunférbung mit mAb 4D1C2 (a); Maus IgG als Kontrolle (b), Detektion:
CEACAM1-mAb (4D1C2) bzw. Maus IgG 0,5 pg / 1000 pl , Ziege anti-Maus-POD 1:5000

Durch die Perchlorsiure-Extraktion konnte ein groRer Teil von humanen Albumin sowie
Immunoglobulin getrennt werden, die sonst bei der Affinititschromatographie storen. Daher
wurde das Proteinlysat erst nach der Perchlorsiure-Extraktion als Ausgangsmaterial fiir die
Affinititschromatographie eingesetzt (Abbildung 14, Abbildung 15).

Der berechnete isoelektrische Punkt von CEACAMI1 berdgt 3,7. Aber experimentell konnten
zwei isoelektrische Punkte von CEACAMI festgestellt werden: pI(1)= 3,5 und pl(2)= 5,7
(Abbildung 12).

Angesichts des bereits vorhandenen Antikorpers T.84.1, wodurch unter anderem das Ziel-
Antigen CEACAM1, angereichert werden kann [Affinitdtschromatographie] wurde auf sonst
tibliche Reinigungsschritte wie z.B. Anionen-, bzw. Kationenaustauscher verzichtet.

Um eine entsprechende Affinititschromatographie durchfiihren zu konnen, musste der Anti-
korper (Hollow-Fiber Produkt) zunichst tber Protein A (Bio Rad) bzw. rekombinantes

Protein A (Pharmacia) aufgereinigt werden.
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Abbildung 13: Aufreinigung von mAb T.84.1 Uber rekombinantes Protein A

Abbildung 13 zeigt das Aufreinigungschromatogram fir mAb T.84.1. Das Auftragen des
Ausgangsmaterials "Zellkultur-Uberstand" erfolgte mit 0,5 ml / min. Nach 70 min Waschen mit
PBS pH 7,4 wurden die IgG-Fraktion mit 70 ml Puffer ( 20 mM Na-Citrat pH 6 ) und
IgG2a/2b mit 40 ml Puffer ( 20 mM Na-Citrat pH 3 ) stufenweise eluiert.

Nach ca. 100 Aufreinigungen konnten insgesamt 2 g des Antikorpers gewonnen werden. Die

Kopplung des Antikorpers an BrCN- Sepharose CL4B fand entsprechend des Hersteller-
protokolls (Pharmacia) statt.

5.1.2 Affinitatschromatographische Aufreinigung von CGEACAM1 aus Granulozyten-
Extrakten

In der Affinititschromatographie wurden die Granulozytenlysate aufgereinigt (siehe
Methoden Aufreinigung). Die Elution erfolgte tiber die Zugabe von 0,2 M Glycin, pH 3. Die
Abbildung 14 und Abbildung 15 zeigen typische FPLC-, und HPLC-Chromatogramme der

Liufe. Die Elution erfolgte stufenweise und zwar nach 215 min bzw. 300 min (siche X-
Achse).
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Probe: 2000 ml Granulozytenextrakt
Séaule: semipraparative Affinitatschromatographie mit mAb T.84.1-BrCN-Sepharose CL4B als Matrix

(150 mm O / 700 ml)

Waschpuffer (A): PBS, pH 7,4, 0,05 % NaN4

Eluent (B): 0,2 M Glycin, pH 3, 0,05 % NaN3
Flowrate: 10 ml/ min

Detection: 280 nm

Elution: Stufengradient

Abbildung 14: Aufreinigung von aus Granulozyten prapariertem CEACAM1 Uber eine semipraparative T.84.1 Saule
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Abbildung 15: Aufreinigung von aus Granulozyten prapariertem CEACAML Uber eine analytische T.84.1 S&ule: links das
Chromatogramm, die einzelnen Fraktionen wurden mit a-g gekennzeichnet, rechts oben die 7,5% SDS-PAGE, mit den

enstprechenden Fraktionen, rechts unten der korrespondierende Blot, detektierender Antikdrper war T.84.1. Es wurden
jeweils ca. 2 ug Elutionsfraktionen aufgetragen.

Abbildung 15 =zeigt die affinititschromatographische Aufreinigung von CEACAMI1 aus
Granulozytenextrakten. Die erhaltenen Fraktionen, die mit a-g gekennzeichnet wurden,
wurden einer 7,5% SDS-PAGE mit anschlieRender Westernblot-Analyse unterworfen. Die
SDS-PAGE rechts oben sowie der korrespondierende Blot zeigen, daR hauptsichlich
CEACAM1 sowie CEACAMOG bei pH 3 eluiert wird. Der Antikorper T.84.1 erkennt aufer
CEACAM1 auch CEACAM3 sowie CEACAMOG.

Fir die weitere Reinigung von CEACAM1 wurde eine Gel Size-Chromatographie (GSC) als

zweiter Schritt eingesetzt.
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Abbildung 16: Aufreinigung von angereichertem CEACAML (iber Gel Size-Chromatographie ,GSC” (1); Silberfarbung der

erhaltenen Elutionsfraktionen (l1); sowie deren immunchemischen Farbung mittels T.84.1 (ll1).

Abbildung 16 zeigt die Gel Size-Chromatographie der angereicherten CEACAMI1 aus

Granulozytenextrakten. Die erhaltenen Fraktionen, die mit a-c gekennzeichnet wurden,

wurden einer 7,5% SDS-PAGE mit anschlieiender Westernblot-Analyse unterworfen. Die SDS-

PAGE rechts oben sowie der korrespondierende Blot rechts unten zeigen, daf mittels Gel

Size-Chromatographie die erwiinschte Reinheit von ca. 90% erreicht wurde.
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5.1.3  Charakterisierung der rekombinant exprimierten zytoplasmatischen Domine von CEACAM1

Als Ausgangspunkt fur die Aufreinigungsversuche lag die ¢DNA der zytoplasmatischen
Domidne von CEACAM1 und deren Mutanten im einem pQE-Vektor (pQE31) kloniert in dem
kompe-tenten SG 13009 Bakterien vor. Durch die DNA-Sequenzierung wurden die Sequenz

der Klone verifiziert.

&# B C D E F G H I I

=— CEACAM1 20

Abbildung 17: DNA-Gelelektrophorese der CEACAM1.y: Klone und Mutanten nach einem Bam HI / Hind III -
Restriktionsverdau. 1% TAE-Agarosegel. Es wurde jeweils der komplette Ansatz (10 pl) aufgetragen.

A: 1 Kbp-Leiter

B: 100 bp-Leiter

C: BamHI / Hindlll-Verdau der Y488F CEACAM1.y,

D: Y488FCEACAM1y
E: BamHI / Hindlll-Verdau der Y515F CEACAM1cy

F: Y515F CEACAM1cyt
G: BamHI / HindlllI-Verdau der Y515F,Y488F CEACAM1.y

H: Y515F,Y488FCEACAM1
I: BamHI / Hindlll-Verdau der CEACAM1y
J: CEACAM1cy

Abbildung 17 zeigt die erwartete Bande des Bam HI / Hind IlI-Restriktionsverdaues der

eingesetzten Klone. Die exakte Fragmentlinge des Inserts betrug 250 bp.
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Abbildung 18: Protein-Teilsequenz der CEACAM1y und deren Mutanten

Abbildung 18 zeigt die Protein-Teilsequenz der CEACAM1 _, sowie CEACAMI_-Mutanten,
wobei Uber eine ,site-directed“-Mutagenese-Technik die Tyrosinreste Y488 und Y515 gegen

Phenylanalin ausgetauscht wurden

5.2 Herstellung und Aufreinigung von CEACAM1 ., und deren Mutanten

Angesichts des OxHis-Tag am N-terminalen Ende der zytoplasmatischen Domine von
CEACAMI1 erfolgte die Aufreinigung tiber eine Metall-Chelat-Affinititschromatographie. Der

erste Schritt war notwendigerweise die Expression in groffem Mafistab.
5.2.1 Expression von rekombinanten CEACAM1,,, und Konstrukten in E. Coli

Bei der Expression wurde entsprechend des Protokolls (Large Scale Culture) von Qiagen
gearbeitet. Nach der Expression wurden die Bakterien abzentrifugiert und das Feuchtgewicht
bestimmt. Die Untersuchung auf die Expressionsart des Proteins ergab durch Abschitzung
auf SDS-PAGE eine deutlich hohere Konzentration im zytoplasmatischen Anteil als im
periplasmatischen Teil. Danach richteten sich die verwendeten Lysemethoden. Es wurden
vier verschiedene Lysemethoden miteinander verglichen. Jeweils 1000 ml Kulturansitze, das
entsprach ca. 2 g Feuchtgewicht, wurden lysiert. Die unterschiedliche Qualitit der Lysate

wurde mittels SDS-PAGE und Westenblot untersucht (Abbildung 19).
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Abbildung 19: Vergleich der verschiedenen Lysemethoden

17,5% SDS-PAGE der verschiedenen lysierten rekombinanten CEACAM1.,: mit anschlieRendem Transfer des Gels auf
NC-Membran und Immunfarbung mit mAb a-Histidin mAb 1 pg/1000 pl PBS, Ziege anti Maus POD 1:5000

Spur 1: 10 ug Bakterin-Lysate (Denaturierte Lyse mit Urea, RT, 1 Std)
Spur 2: 10 pg Bakterin-Lysate (Lyse mit Natriumborat, 4°C, UN)

Spur 3: 10 pg Bakterin-Lysate (Lyse mit Na-Phosphat, 100°C, 10 min)
Spur 4: 10 pg Bakterin-Lysate (Lyse mit Na-Phosphat, Ultraschall, 5 min)

Abbildung 19 zeigt, daf die Effizienz der Temperaturlyse (Spur 3) verglichen mit anderen
Lysemethoden am besten ist. Es schien dabei zum einen die absolute Konzentration der
zytoplasmatischen Domidne am hochsten, zum anderen aber auch die Menge der

,verunreinigenden” Proteine geringer zu sein.

5.2.2 Aufreinigung

Die Aufreinigung erfolgte tber eine Metall-Chelat-Affinititschromatographie. Unter den
komerziell erhiltlichen Metall-Chelat-Affinitdtsmatrices erwies sich die Ni-NTA (Qiagen) fur
die Aufreinigung rekombinanten CEACAMI_, als beste. Unter den Elutionsmoglichkeiten
wurde ebenfalls experimentell die pH-Elution als die effizienteste festgestellt. Die
Abbildungen 20, 21, 22, und 23 zeigen typische HPLC-Chromatogramme der Liufe. Es

wurden Gradienten der folgenden Laufmittel angewendet:
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Zeit (min) % Waschpuffer % Elutionspuffer Flufdrate (ml/min)
0,01 100 0 0,5
100 100 0 0,5
190 0 100 0,5
240 0 100 0,5
241 100 0 0,5
260 100 0 0,5

Tabelle 17: Das HPLC-Protokoll fur die Reinigung von rekombinant exprimiertem CEACAM1.,: mit dem Waschpuffer (50
mM NazHPO4, 300 mM NaCl, pH 6) und Elutionspuffer (50 mM Na;HPO4, 300 mM NaCl, pH 3). Die erhaltenen

Elutionsfraktionen, gekennzeichnet im Chromatogramm mit CEACAML1.y:, wurden anschlieRend per 17,5% SDS-PAGE

und Silberfarbung untersucht.

Im folgenden werden die HPLC- Chromatogramme fir die Aufreinigung von CEACAMI1
und Y488F Y515F CEACAM1

Y488F CEACAM1

cyt?

Y515F CEACAM1

cyt

SDS-PAGE-Analyse der Elutionsfraktionen gezeigt.

5221 Aufreinigung von CEACAMI
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Elution mittels pH-Gradient
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Probe:

Saule:
Waschpuffer (A):
Eluent (B):
Detektion:

Elution:

50 ml natives Lysat von CEACAM1.y
Ni - NTA (Qiagen), 16 mm O/ 10 ml
50 mM NayHPO,4, 300 mM NaCl, pH 6
50 mM NayHPO,4, 300 mM NaCl, pH 3
280 nm
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Abbildung 20: Aufreinigung von rekombinant exprimierter zytoplasmatischen Doméane von CEACAM1
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Im Chromatogramm (Abbildung 20) zeigte sich ein homogener Peak bei der Retentionszeit
von 230 min, der in der SDS-PAGE eine starke Bande mit apparentem Molekulargewicht von

13 kDa liefert (Abbildung 24).

5.2.2.3 Aufreinigung von Y48SF CEACAM1,,,, Elution millels pH-Gradient
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Probe: 50 ml natives Lysat von Y488F CEACAM1.y
Saule: Ni - NTA (Qiagen), 16 mm{ / 10 ml

Waschpuffer (A): 50 mM NasHPO4, 300 mM NaCl, pH 6

Eluent (B): 50 mM NayHPOy4, 300 mM NacCl, pH 3
Detektion: 280 nm
Elution: Linearer Gradient

Abbildung 21: Aufreinigung von rekombinant exprimierter und mutierter zytoplasmatischen Doméane von CEACAM1
(Y488F CEACAM1y).

Bei der Aufreinigung von Y488F CEACAMI1,,, wurde trotz der annihernd gleichen Menge an
eingesetzten Gesamtprotein relativ. zu CEACAMI  -Aufreinigung eine geringere Ausbeute

erzielt, die Reinheit war hingegen bei ca. 95% (Abschitzung auf SDS-PAGE).
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Elution:

50 mM NayHPOy4, 300 mM NacCl, pH 6
50 mM NayHPOy4, 300 mM NacCl, pH 3

280 nm
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Abbildung 22: Aufreinigung von rekombinant exprimierter und mutierter zytoplasmatischen Doméane von CEACAM1
(Y515F CEACAM1y)

Bei der Aufreinigung von Y515F CEACAMI1

eyt

wurde eine dhnlich geringe Ausbeute wie bei

Y488F CEACAMI -Aufreinigung erzielt. Die SDS-PAGE des erhaltenen Elutionspeaks

lieferte eine einzelne Bande in der Hohe der zytoplasmatischen Domine.
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5.2.2.4 Aufreinigung von Y48SF,Y515F CEACAM]I,,, , Elution mittels pH-Gradient

0,35 7 i 100
- - 1
E : -
n,an -
£ - 20
0,25
3 . -
E ki 3
— E = 3
'-:_: n.20 ;. E- 60 z
. 1 3 5
d 0,18 =] = L =
nu A 1 r ] 1 a
g E I i [ - an =
E 51_: .
[ T g ¥ b E oo
| 1
£ I
0,05 = [ M - zo
-L_-" Foh E
E \L R‘M. . j'll h—._q__ J\ AT
o,08 3 ___'f- —— e —
e ¢ 1) o
] 1 | T I T | T | T I T | 1 1 [ il L I L R |
I a0 40 &0 &0 100 120 140 LED 180 200 23 iqQ
Recention Tiwe [mind
Probe: 50 ml natives Lysat von rekombinant exprimierter und doppelmutierter Y488F,Y515F
CEACAM1.y:
Saule: Ni - NTA (Qiagen), 16 mm{ / 10 ml

Waschpuffer (A): 50 mM NayHPO4, 300 mM NaCl, pH 6

Eluent (B): 50 mM NayHPO,4, 300 mM NaCl, pH 3
Detektion: 280 nm
Elution: Linearer Gradient

Abbildung 23: Aufreinigung von rekombinant exprimierter und doppelmutierter zytoplasmatischen Doméane von CEACAM1
(Y488F,Y515F CEACAM1.y)

Bei der Aufreinigung von doppeltmutierter zytoplasmatischer Domine von CEACAM1 wurde
die annihernd gleiche Ausbeute wie bei der Aufreinigung von CEACAMI_, erzielt. Es
fand sich in der SDS-PAGE eine einzelne Bande in Hohe von ca. 13 kDa.

5.2.3 SDS PAGE und Silberfarbung der aufgereinigten CEACAM1.,,, und den entsprechenden
Mutanten

Abbildung 24 zeigt die Silberfirbung von erhaltenen Elutionsfraktionen der Aufreinigungs-
chromatogramme (Abbildungen 20, 21, 22 und 23). Pro Spur wurden jeweils 0,5-1 ng der
aufkonzentrierten Proteine aufgetragen.
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Spura: 1 pug Y488F,Y515F CEACAML.y,
Spur b:  0,5pug Y488F CEACAM1y
Spurc:  2ug WT CEACAM1y

Spurd: 0,5ug Y515F CEACAM1.y

Je 0,5-2 pg der erhaltenen gekennzeichneten Elutionsfraktionen aus den Chromatogrammen wurden elektrophoretisch aufgetrennt und

mit Silber gefarbt.
Abbildung 24: 17,5%-SDS-PAGE mit anschlieRender Silberfarbung.

Das apparente Molekulargewicht der CEACAM1cyt betrug ca. 13000 Da. Das sind etwa 3600
Da. mehr, als das theoretisch berechnete Molekulargewicht. Das ist wahrscheinlich bedingt
durch das Vorhandensein von Tyrosin- sowie Histidinreste, die das Laufverhalten bei der
SDS-PAGE beeinflussen. Bei der Aufreinigung der rekombinant exprimierten zytoplas-
matischen Dominen von CEACAMI1 konnte mittels Metal-Chelat-Affinitdtschromatographie
eine Reinheit von tiber 90% erzielt werden. Die N-Terminale Sequenzierung (Edman-Abbau)

der aufgereingten CEACAM1 , -Domine stimmte mit der Proteinsequenz der CEACAMI

Uberein.

Das exakte Molekulargewicht des rekombinant hergestellten CEACAMI1 , wurde mittels

Elektronen-Spray Massenspektrometrie ermittelt.
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Abbildung 25: ESI - Spektrum von ca.10 pg Proteolysegemisch der Giber Metall-Chelat-Affinitdtschromatographie (Ni-NTA)
aufgereinigten rekombinant exprimierten zytoplasmatischen Doméne von CEACAM1 (CEACAML.y:). Das Spektrum wurde
in 1% TFA / Glycerin (1:1) aufgenommen.

54



Abbildung 25 zeigt das ESI-Spektrum von ca.10 pg Proteolysegemisch nach Endoprotease
Glu-C  Abbau. Es wurden ca 10 pg CEACAMI_ mit 1 pg Protease Glu-C
(1 pg / pb in 25 mM Ammoniumcarbonat-Puffer bei 25°C umgesetzt. Nach 18 stiindiger

Inkubation wurde die Probe lyophilisiert und in 1% TFA / Glycerin aufgenommen,.
53 Funktionsuntersuchungen mit CEACAM1

Um zu zeigen, dad die Tyrosinreste fiir die Funktion von CEACAMI1 . eine Rolle spielen

cyt
kodnnten und schliesslich tber eine Tyrosinphosphorylierung (P-Tyr) assozierte Proteine zu
finden sind, wurde CEACAMI

lierungsstatus des nativen CEACAM1 nicht exakt definiert ist, wurden entsprechende Ansitze

mit Src-Kinase phosphoryliert. Da  der Tyrosinphosphory-

t

diesbeziiglich nicht durchgefihrt.
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Abbildung 26: SDS-PAGE (17,5%), Autoradiographie des in-vitro tyrosinphosphorylierten CEACAM1.y: und die
entsprechenden Mutanten

Abbildung 26 zeigt die zweifach-tyrosinphosphorylierte CEACAM1,, und die einfach-
tyrosinphosphorylierte Y488F CEACAM1_, und Y515F CEACAMI . Im Falle Y488F Y515F

t

CEACAM1_, wo die beiden Tyrosinreste gegen Phenylalanin ausgetauscht wurden, ist

eindeutig kein Signal zu erkennen.
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Abbildung 27: 17,5% SDS-PAGE der in-vitro tyrosinphosphorylierten CEACAM1.,: mit anschlieBendem Transfer des Gels
auf NC-Membran und Immunfarbung mit mAb PY20 und Maus IgG als Kontrolle. Detektion: a-Phosphotyrosin mAb
(PY20) und Maus IgG 1:1000, Ziege anti-Maus-POD 1:5000

Abbildung 27 zeigt die Immunreaktivitit von kalt-tyrosinphosphoryliertem CEACAM1 ;. Das
in-vitro tyrosinphosphoryliertes  CEACAM1_, wurde Utber eine PTSO1  Phosphotyrosin-
Affinitdtschromatographie” aufgereinigt und bei -70°C gelagert.

5.4 Protein-Wechselwirkungsstudien

Auf der Suche nach assoziierten Proteinen wurden die aufgereinigte und die in-vitro

tyrosinphosphorylierte CEACAM1_, an Ni-NTA Matrix immobilisiert und anschlieBend mit

Granulozytenextrakten inkubiert. Die transient assoziierten Proteine mit CEACAMI1_, bzw.

cyt
CEACAM1,, , wurden tber kompetitive Salze mit daruffolgendem pH-Gradienten eluiert. Die
chromatographischen Untersuchungen in diesem Zusammenhang zeigten unterschied-

liche Chromatogrammprofile an.
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Abbildung 28: Interaktion zwischen in-vitro tyrosinphosphoryliertem CEACAM1.y: und Granulozytenextrakten
(Chromatogram 1), CEACAM1.y: und Granulozytenextrakten (Chromatogram II), Granulozytenextrakten und Ni-NTA Matrix

(Chromatogram Ill) als Kontrolle

Abbildung 29 zeigt die Aufreinigung der CEACAMI _-assoziierten Proteine —aus
Granulozyten. Die Elutionsfraktionen wurden einer SDS-PAGE mit anschlielender
Silbernitrat-Farbung unterworfen. Fir diesen Zweck wurden zunichst die phosphorylierte
CEACAM1,, , bzw. CEACAMI, an Ni-NTA-Matrix gekoppelt und anschliefend mit
Granulozytenextrakt in Wechselwirkung gebracht. Die Spur (a) zeigt die assoziierte Proteinen
mit CEACAM1,, ; die Spur (b) zeigt die assoziierte Proteinen mit CEACAM1 ,; die Spur (¢)
zeigt die Interaktion zwischen Ni-NTA-Matrix und Proteinen aus Granulozyten (Kontrolle).
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Spur a: Interaktion zwischen CEACAML,., und Proteinen aus Granulozyten
Spur b: Interaktion zwischen CEACAML1.,; und Proteinen aus Granulozyten
Spur c: Interaktion zwischen Ni-NTA-Matrix und Proteinen aus Granulozyten (Kontrolle)
Abbildung 29: SDS-PAGE (7,5%), Silberfarbung der Elutionspeaks von Chromatogrammen 111,11l in der Abb. 28

Die SDS-PAGE der Elutionspeaks von CEACAMI_, , und Granulozytenextrakten wies auf
spezifische Bandenmuster hin. Die Edman-Abbau-Sequenzierung der Bande bei Molekular-
gewicht 215 kDa stimmte mit Talin und die Bande bei ca.120 kDa mit Vinculin und die
Bande bei 95 kDa mit Integrin B, tiberein.

N-Terminale Sequenz von Talin: VALSLKISIGNVVKT
N-Terminale Sequenz von Vinculin: PVFHTRTIEXILEPV
N-Terminale Sequenz von Integrin [3;: MRARQRPRPIWVSVLAIGAL

Die Sequenzierung der Bande bei ca. 68 kDa war wegen einer N-terminalen Blockierung
nicht moglich.

Angesichts der transienten Interaktion zwischen CEACAM1 , und den Zytoskelett-Proteinen
wurde mittels einer Reihe kommerzieller Antikorper (wie z.B. PTB1B, PTB1C, SYK, ZAP70,
Paxillin) gegen Zytoskelett-Antigene die Identitit der 68kDa Bande untersucht.

Abbildung 30 zeigt die assoziierten Proteine nach Wechselwirkung mit CEACAMI
bzw.CEACAMI ,, die einer Immunfirbung mit mAb Paxillin unterworfen wurden. Die
Bande bei 68 kDa weist auf das Antigen Paxillin hin, das nur mit CEACAMI1,, |
wechselwirkt.
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Spur a: Interaktion zwischen CEACAM1.,., und Proteinen aus Granulozyten
Spur b: Interaktion zwischen CEACAM1,, und Proteinen aus Granulozyten
Spur c: Interaktion zwischen Ni-NTA-Matrix und Proteinen aus Granulozyten (Kontrolle)
Abbildung 30: 7,5% SDS-PAGE der Elutionspeaks der Chromatogramme 11,11l in Abbildung 27 mit anschlieBendem

Transfer des Gels auf NC-Membran und Immunfarbung mit mAb Paxillin. Detektion: a-Paxillin mAb 1:500, Ziege anti-

Maus-POD 1:5000

Um die erhaltenen Daten zu prizisieren bzw. die Kandidaten, die direkt miteinander
interagieren, ausfindig zu machen, wurden Immunprizipitationen durchgefiihrt (siehe
4.5.4.4).

Die Granulozytenextrakte wurden mit den monoklonalen Antikorpern a-CEACAM1 (12-140-
4), a-Talin, a-Integrin B,, a-Vinculin, a-Paxillin, und Protein G/A inkubiert. Die Auf-
trennung der koprizipitierten Antigene erfolgte Gber SDS-PAGE. Hierbei konnte festgestellt
werden, daff mittels CEACAM-mAb 12-140-4 die Antigene Paxillin sowie Integrin B, sich
prizipitieren liessen. Zudem wurde CEACAMI1 jeweils mit Paxillin und Integrin [,

koprazipitiert.
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Westernblot der CEACAM1-Immunpréazipitate mittels mAb Integrin 33 bzw. mAb Paxillin.

A: Spur 1: Granulozytenextrakte wurde einer Immunprazipitation mit mAb Integrin 33 bzw. mit nicht immunem IgG;-Maus unterworfen.
Spur 2: HT29-Zell-Lysat wurde einer Immunprazipitation mit mAb Integrin ; bzw. mit nicht immunem IgG;-Maus unterworfen.

B: Spur 1: Granulozytenextrakte wurde einer Immunpréazipitation mit mAb Paxillin bzw. mit nicht immunem IgG;-Maus unterworfen.
Spur 2: HT29-Zell-Lysat wurde einer Immunprazipitation mit mAb Paxillin bzw. mit nicht immunem IgG;-Maus unterworfen.

Detektion: mAb CEACAML (4D1C2), 1:1000, Ziege anti Maus POD 1:5000

Abbildung 31: Koprazipitation von CEACAM1 mit Integrin s bzw. mit Paxillin aus Granulozyten-Lysat bzw. HT29-
Zell-Lysat.

Abbildung 31 zeigt die Interaktion von CEACAMI1 mit Paxillin bzw. mit Integrin B,. D

ie

genannten Zell-Lysate wurden einer Immunprizipitation mit mAb Integrin B, bzw. mit mAb

Paxillin und als Kontrolle mit nicht-immunem-IgG,-Maus unterworfen. Anschliefend wurden

die Proteine per SDS-PAGE getrennt und auf NC-Membran geblottet. Der Blot wurde mit -

CEACAM1 Antikérper (4D1C2) immungefirbt. Die Banden bei 160 kDa bzw. 120 kDa weisen

auf das Antigen CEACAMI1 in Granulozyten bzw. HT29-Zellen hin. Das unter-schiedliche

apparente Molekulargewicht von CEACAM1 ist wahrscheinlich durch die Modifikationsart

(Glykosidierung) bedingt.

60



P reEACAMY wlgl, Maus a-CEACAM1 elg, Maus

KN

Infagrin fi, —* - - — 55 kD

Pawilin - § £3 kD
Blust: at-Inbegrin Bets , w-Faxilin
Zellan | | |

3 i i 3 1o
& & #*EP & & 8 e &

l§§° 2 éﬁ
o o o o
Westernblot der Integrin (Bs- bzw. Paxillin-Immunprazipitate.mittels a-CEACAM-Antikdrper (12-140-4)

A und B: Spur 1: Granulozytenextrakte wurde einer Immunprazipitation mit a-CEACAM-Antikorper (12-140-4) bzw. mit nicht immunem
19G1-Maus unterworfen.

A und B: Spur 2: HT29-Zell-Lysat wurde einer Immunpréazipitation mit a-CEACAM-Antikorper (12-140-4) bzw. mit nicht immunem 1gG;-
Maus unterworfen.

Detektion: A) mAb Integrin 35, B) mAb Paxillin, 1:1000, Ziege anti Maus POD 1:5000

Abbildung 32: Koprazipitation von Integrin s und Paxillin und mit CEACAM1 aus Granulozyten-Lysat bzw. HT29-
Zell-Lysat

Abbildung 32 zeigt die Interaktion von Integrin B, bzw. Paxillin mit CEACAMI. Die
genannten Zell-Lysate wurden einer Immunprizipitation mit a-CEACAM-Antikorper (12-140-
4) und als Kontrolle mit nicht-immunem-IgG,-Maus unterworfen. Anschlieffend wurden die
Proteine per SDS-PAGE getrennt und auf NC-Membran geblottet. Der Blot (A) wurde mit
mAb Integrin B, und der Blot B mit mAb Paxillin immungefirbt. Die Bande bei 95 kDa bzw.
08 kDa weisen auf die Antigene Integrin B, bzw. Paxillin in Granulozyten bzw. HT29-Zellen
hin.

5.4.1 Die Assoziation von CEACAM1 mit Integrin 3, bzw. Paxillin erfordert die Phosphorilierung
von Tyr-488-Rest der CEACAM1,,

Die lange zytoplasmatische Domidne von CEACAM1 ist wegen ihrer Funktion als
Tumorsuppressor wichtig (Hsieh, J.T. et al., 1995; Luo, W. et al., 1997; lzzi, L.et al., 1999,
Kunath, T.et al., 1995). Um die strukturelle Basis fur die Interaktion zwischen CEACAM1 und
Integrin B, bzw. Paxillin niher zu untersuchen, wurden die Immunprizipitation-
experimente unter Anwendung von in-vitro tyrosinphosphoryliertem, radioaktiv markiertem
CEACAM1,, und deren Mutanten in Wechselwirkung mit den Granulozytenextrakten
durchgefihrt.
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Spur 1: Prazipitation der CEACAM1y.., bzw CEACAM1 1.0 mit mAb Paxillin.
Spur 2: Préazipitation der Y515F CEACAM1 .., mit mAb Paxillin.
Spur 3: zeigt,dal Y488F CEACAM1.., mit mAb Paxillin sehr schwach préazipitiert wird.

Spur 4: zeigt, daf3 die nicht phosphorylierte CEACAM1.,; mit mAb Paxillin nicht préazipitiert wird (Kontrolle).

Abbildung 33: Autoradiographie. Kopréazipitation von in-vitro phosphoryliertem CEACAM1.ytp, und der Mutante
Y488FCEACAM1y1.p sowie Y515F CEACAM1gyt., mittels immobilisiertem mAb Paxillin (17,5% SDS-PAGE der Prazipitate
mit anschlieRender Autoradiographie). Die radioktiv markierten tyrosinphosphorylierten zytoplas-matischen Doméanen von
CEACAM1 wurden nach der Aufreinigung Uber Ni-NTA-Matrix mit Granulozyten-extrakten fur zwei Stunden bei 4°C

inkubiert und anschlieBend einer Immunprazipitation mit mAb Paxillin unterworfen.

Somit konnte festgestellt werden, daR das Tyrosin an Position 488 fiir die Assoziation von
CEACAM1 mit Paxillin erforderlich ist. Unter gleichen Versuchsbedingungen wurde eine
entsprechende Immunprizipitation mit mAb Integrin [, durchgefihrt. Es wurde ebenfalls die
essentielle Rolle des Tyrosin 488 fiir die Assoziation von Integrin B, mit CEACAM1 beobachtet
(Abbildung 34) .
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Spur 1: Prazipitation der CEACAM1y:., bzw. CEACAM1¢yi.pp mit mAD Integrin 3.
Spur 2: Prazipitation der Y515F CEACAM1y:., mit mADb Integrin 3.
Spur 3: zeigt,dal Y488F CEACAM1., mit mADb Integrin (35 nicht prézipitiert wird.

Spur 4: zeigt, daf? die nicht phosphorylierte CEACAML1.,: mit mAb Integrin 3 nicht prazipitiert wird (Kontrolle).

Abbildung 34: Autoradiographie. Kopréazipitation von in-vitro Tyrosin phosphoryliertem CEACAM1 ¢y, und der Mutante
Y488F CEACAM1cytp SOwWie Y515F CEACAM1yp mittels immobilisiertem mADb Integrin Bs. 17,5% SDS-PAGE der
Prazipitate mit anschlie3ender Autoradiographie. Die radioktiv markierten tyrosinphosphorylierten zytoplasmatischen
Domaéanen von CEACAM1 wurden nach der Aufreinigung Uber Ni-NTA-Matrix mit Granulozytenextrakten fir zwei Stunden
bei 4°C inkubiert und anschlieRend einer Immunpréazipitation mit mAb Integrin B3 unterworfen.

55 Konfokale Laser Scanning Mikroskopie (CLSM)

Die Uberpriifung der Kolokalisation der in wvitro gefundenen oben genannten Antigene,
Integrin B,, Talin, Vinculin, Paxillin mit CEACAM1 in Zellkulturen der Kolonkarzinom-zellinie
HT29, HUVEC und in Granulozytenpriparaten sollte Klarheit dartber geben (unter semi-i#n-
vivo Bedingungen) welche Antigene unmittelbar mit CEACAM1 kolokalisiert sind.

Die Konfokale Laser Scanning Mikroskopie (CLSM) wurde angewandt, um dieses Vorhaben
zu untersuchen. Die Assoziation wurde mit den Antikorpern gegen die oben genannten
Antigene sowie mit den mAb 4D1C2 und T.84.1, die CEACAM1 erkennen, getestet. Um die
unspezifische Kreuzreaktion zwischen dem ersten und zweiten Primidrantikorper bei der
Einfach-bzw. Doppelimmunfirbung zu verhindern, wurde der Primirantikorper mit einem
Ziege anti Maus F(ab)-Fragment blockiert.

Grundsitzlich wurden bei der Doppelmarkierung sowie der Einzelmarkierung die
Primdrantikorper 4D1C2 und T.84.1 mit TRITC (Rot) detektiert. Alle anderen Antikorper,
d.h. die Integrine, Paxillin, Talin und Vinculin wurden mit einem FITC (Griin) markierten
Antikorper detektiert.
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55.1 Koexpression und Kolokalisation von CEACAM1 und Paxillin auf Granulozyten und
HT29-Zellen

Mittels CLSM wurde zunichst die zellulire Verteilung und die relative Intensitit der
Fluoreszenz auf HT29 Zellen qualitativ untersucht. Die Immunfluoreszenz von TRITC-
markiertem mAb 4D1C2, wurde fir die Lokalisation von CEACAM1 verwendet (Abbildung 35-
A) und von FITC-markiertem mAb Paxillin (Abbildung 35-B) zeigen ein starkes membran-
assoziiertes granuldres Muster fir CEACAMI1 (Abbildung 35-A) mit einer diffusen
Paxillinfarbung (Abbildung 35-B). Unter Anwendung der Doppel-Fluoreszenz Markierung mit
TRITC (fur die Detektion von mAb CEACAMI1, Rot) und FITC fir die Detektion von mAb
Paxillin (Grtin) konnte die Kolokalisation von CEACAM1 mit Paxillin (Abbildung 35-C) als
gelbe Fluoreszenz gesehen werden, Bei den Granulozyten zeigen manche Zellen eine polare
Verteilung von CEACAMI1(Abbildung 35-D). Die Doppel-Fluoreszenz Markierung zeigt die
Assoziation von CEACAM1 mit Paxillin (Abbildung 35-F). Das Muster der Paxillin-Firbung bei
Granulozyten scheint weder membran-assoziiert noch polar zu sein (Abbildung 35-E).

HT28-Zallen

Gramulozyien

Abbildung 35: Immunfluorenszenz des TRITC markierten 4D1C2 zum Lokalizieren von CEACAML (A in Kombination mit
phasenkontrast Blau) und FITC markierte mAb Paxillin (B) bei HT29-Zellen. Die Doppel-Fluoreszenz-Markierung wurde

mit TRITC (fur Detektion der mAb CEACAM1, Rot) und FITC (fiir Detektion der mAb Paxillin, Griin) gezeigt (C). Bei den

Granulozyten wurde die Immunreaktivitat (4D1C2, D, mAb Paxillin, E) und Doppel-Fluoreszenz-Farbung (F) gezeigt.

Bei kultivierten HUVEC-Zellen, die eine runde oder gestreckte Morphologie aufweisen
(Abbildung 36-A1) wurde eine hoch polare Expression von den beiden Molekiilen
CEACAM1 (Abbildung 36-A2) und Paxillin (Abbildung 36-A3) sowie eine starke
Kolokalisation (Abbildung 36-A4) beobachtet. Diese polarisierte Koexpression und

Kolokalisation ist bei den runden sowie gestreckten Zellen zu sehen (Abbildung 36-A4).
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Wenn die HUVEC-Zellen konfluent gewachsen sind, ist die Paxillin-Verteilung einheitlicher
als CEACAM1 (Abbildung 36-B1). Die genaue polare Kolokalisation von CEACAMI1 mit
Paxillin auf der Plasma-Membran ist in Abbildung 36-B1 zu sehen. Offenbar sind diese
Kolokalisationsareale nicht auf der Seite der Zell-Zell-Kontakte konzentriert, wihrend bei
nicht konfluenten Zellen die Kolokalisation von CEACAM1 mit Paxillin auf der Seite der
beriihrenden Areale ist. Dieses sogenannte | Touching” der Zelle lisst sich in Abbildung 36-
B2 erkennen. CEACAMI1 ist interessanterweise bei manchen konfluenten Zellen nicht mit
Paxillin kolokalisiert Abbildung 36-B1 (mit dem Pfeil gezeichnet). Hier scheint sich CEACAM1
an der Spitze der sich hervorstreckenden Pseudopodia in einer speziellen subzelluliren

reticuldren Struktur zu organisieren (Abbildung 36-B3).
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Doppel-Fluoreszenz-Markierung der HUVEC-Zellen (Abbildung 36, A1-A4) mit TRITC( fur die Detektion von mAb CEACAM1, Rot) und
mit FITC (fur die Detektion von mAb Paxillin,Griin)

A1l: transluzenter Kanal

A2: Immunfluoreszenz von CEACAM1-Farbung (roter Kanal, b/w Modus)

A3: Immunfluoreszenz von Paxillin-Farbung (griiner Kanal, b/w Modus)

A4: Doppel-Fluoreszenz-Farbung (RGB-Overlay) zeigt eine klare Kolokalisation von beiden Signalen.

B) :(1 und 2) Doppel-Fluoreszenz-Markierung (RGB-Overlay) mit TRITC (fur die Detektion von mAb CEACAM1, Rot) und mit FITC (fur
die Detektion von mAb Paxillin,Griin) der konfluenten HUVEC-Zellen. Die Pfeile zeigen Arealen wo vorwiegend CEACAM1 exprimiert ist

(Rot).(3) Detail (Zoom=3) der Doppel-Fluoreszenz markierten konfluenten HUVEC-Zellen (RGB-Overlay) mit vorwiegender CEACAM1-
Expression

Abbildung 36: Koexpression und Kolokalisation von CEACAM1 mit Paxillin auf HUVEC-Zellen

5.5.2 Koexpression und Kolokalisation von CEACAM1 und Integrin (3, auf Granulozyten und HT29-
Zellen

Um die in-vivo Assoziation von CEACAMI1 und Integrin B, zu untersuchen, wurden
Granulozyten sowie die Kolonkarziniom-Zellinie HT29 mittels Konfokaler Laser Scanning
Mikroskopie (CLSM) untersucht. Die zellulire Verteilung und die relative Fluoreszenz-
intesitdt der Zellen wurden somit festgestellt. Die Immunfluoreszenz von TRITC markiertem
mAb 4D1C2 (Abbildung 37 A-Rot) und von FITC markiertem mAb Integrin (3, (Abbildung
37 B-Grin) zeigen ein starkes Membran assoziiertes granulidres Muster der CEACAM1 und
Integrin (3, Molekile. Mit einer Doppel-Fluoreszenz-Markierung wurde die Kolokalisation
von CEACAMI und Integrin B, als gelbe Fluoreszenz angezeigt (Abbildung 37-C).
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Die Kolonkarziniom Zellinie HT29 wurde dementsprechend untersucht. Die Immunreaktivitit
von mAb CEACAMI (4D1C2) (Abbildung 37 D-Rot) und mAb Integrin (B, (Abbildung 37 E-
Grun) wurden lokalisiert. Die korrespondierende Doppel-Fluoreszenz-Markierung zeigt die
Assoziation von CEACAM1 mit Integrin (3, in HT29 Zellen (Abbildung 37 F).

Granulozyten

HT29-Zellen

Abbildung 37: Immunofluorenszenz des TRITC markierten mAb 4D1C2 zur Markierung von CEACAM1(A) und des FITC-
markierten mAb Integrin B3 (B) auf Granulozyten. Die Doppel-Fluoreszenz-Markierung wurde mit TRITC (fur die Detektion

der CEACAM1, Rot) und FITC (fur die Detektion der Integrin Bz mAb, Griin) gezeigt (C). Bei den HT29-Zellen wurde die
Immunreaktivitat (4D1C2, D,mAb Integrin 3, E) und Doppel-Fluorescence Farbung (F) gezeigt.

5.5.2.1 Koexpression und Kolokalisation von CEACAMI und Integrin B; bzw CEACAMI1 und Paxillin
auf HUVEC-Zellen

Die HUVEC Zellen wurden ebenfalls mittels CLSM untersucht. Die Immunreaktivitit von mAb
CEACAM1 (4D1C2) (Abbildung 38 A-Rot) und von mAb Paxillin (Abbildung 38 B-Griin)
wurden lokalisiert. Mit einer Doppel-Fluoreszenz-Markierung wurde die Kolokalisation von
CEACAM1 und Paxillin als gelbe Fluoreszenz angezeigt (Abbildung 38 C).

Die Immunfluoreszenz von TRITC markiertem mAb 4D1C2 (Abbildung 38 D-Rot) und von
FITC markiertem mAb Integrin (8, (Abbildung 38 E-Griin) zeigen die starke Expression der
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jeweiligen Molekiile. Die korrespondierende Doppel-Fluoreszenz-Markierung zeigt die
Assoziation von CEACAMI mit Integrin 3, in HUVEC-Zellen (Abbildung 38 F).

Paxillin

Integrin B,

Abbildung 38: Immunofluoreszenz des TRITC markierten mAb 4D1C2 zur Markierung von CEACAM1 (A) und FITC
markierten mAb Paxillin (B) in HUVEC-Zellen. Die Doppel-Fluoreszenz-Markierung wurde mit TRITC (flir Detektion von
mAb 4D1C2, Rot) und FITC (fur Detektion von mAb Paxillin, Griin) gezeigt (C). Immunfluoreszens von TRITC markiertem
mAb 4D1C2 zur Lokalisation von CEACAM1 (D) und von FITC markierten mAb Integrin B3 (E) in HUVEC-Zellen. Die
Doppel- Fluoreszenz-Markierung wurde mit TRITC (fir die Detektion von mAb 4D1C2, Rot) und FITC (fur die Detektion
von mAb Integrin Bs, Griin) gezeigt (F).

5.5.3 Koexpression und Kolokalisation von CEACAM1 mit Integrin (3, im Endometrium und
Placenta-Strukturen

Die Westernblot-Analyse von Proteinextrakten der isolierten und kultivierten Epithelzellen
des Endometriums mit mAb 4D1C2 wies auf die Expression von CEACAM1 hin (Bamberger et
al., 1998, Bamberger et al., 2000).

Um die Expression und Kolokalisation von CEACAMI und Integrin B, im Endometrium der
Schwangerschaft zu untersuchen, wurde die Doppel-Fluoreszenz Mikroskopie mit Fluor-
chrom TRITC fir die Lokalisation von CEACAM1 und FITC-Markierung fur die Integrin [3;-
Expression angewandt. Die Kolokalisation von CEACAM1 und Integrin [, ist auf den apikalen

Epithelzellen der Endometriumdriisen zu sehen (Abbildung 39-C).
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Abbildung 39: Kolokalisation von CEACAM1 und Integrin 33 im Endometrium. Immunofluoreszenz-Farbung des
Endometriums mittels TRITC markiertem mAb 4D1C2 (A) und FITC markiertem mAb Integrin 3 (B). Die Doppel-

Fluoreszenz-Markierung wurde in (C) gezeigt.

Wegen der spezifischen CEACAMI-Expression in extravilldsen Trophoblasten (Bamberger,
A-M. et al., 2000) und der Integrin B,-Expression in humanem Endometrium im sogenannten
Imlantationsfenster (Damsky, CH. et al., 1996 und Damsky, CH. et al., 1998), wurde die
Expression von CEACAMI1 & Integrin B, im Bereich des fetal-maternalen-Uberganges
untersucht. Representative Ergebnisse von Doppel-Fluoreszenz-CLSM der zwei verschiedenen
Implantationsstellen werden in Abbildung 40 gezeigt. Da bei den beiden Implantationsseiten
die Integrin B,-positiven Zellen (Abbildung 40 B und E) noch in Kontakt miteinander stehen,
ist keine Expression von Integrin B, an der Invasionsfront (IF), sondern eher an der
Ubergangszone (TZ) des proliferativen zum extravillésen Trophoblasten zu sehen. Auf dieser
Ubergangszone wurde die starke Koexpression sowie Kolokalisation von CEACAM1 und
Integrin (3, beobachtet. Im Gegensatz zu Integrin B, wird CEACAM1 an der Invasionsfront, wo
die Zellen isoliert voneinander in Kontakt mit Decidua-Komponenten stehen, exprimiert. An
der Invasionsfront (Abbildung 40 C und F) sind die Zellen CEACAMI positiv aber Integrin (3,

negativ.
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Abbildung 40: Koexpression und Kolokalisation von CEACAM1 und Integrin B3 am fetal-maternalen-Ubergang.

Abbildung 40 zeigt die Immunfluoreszenz Firbung von zwei Implantationsstellen des ersten
Trimenon mittels TRITC markierten mAb 4D1C2 (A und D, Rot) und FITC markierten mAb
Integrin B, (B und E, griin). Die simultane Detektion von Integrin 3, und CEACAM1 zeigte die
Kolokalisation der beiden Signale (C und F, gelb) an der Ubergangszone (TZ) von
proliferativen zum invasiven Trophoblasten, wobei keine Koexpression oder Kolokalisation
an der villbsen Verankerung (AV) oder der Decidua (D) zu beobachten ist. Es ist besonders
die breite Expression von CEACAMI1 an den intermediir Trophoblasten (IT) und der

Invasionsfront (IF) zu erkennen.
5.5.3.1 Koexpression und Kolokalisation von CEACAM1I mit Integrin B in primdren Melanomen.

Da Integrin B, eine fihrende Rolle bei der Invasion und Metastasierung von malignen
Melanomen spielt (Hsu, MY. et al., 1998 und Natali, PG. et al., 1997) und CEACAMI1 mit der
Metastasierung von Melanomen korreliert ist (Thies, A. et al., 2002), wurde die CEACAMI1-
/Integrin B,-Expression an Gewebeschnitten von primiren Melanomen untersucht.

Abbildung 41 zeigt die representativen Resultate der CEACAM1- und Integrin B,-Expression in
CEACAMI-positiven primidren Melanomen. Im Zentrum von primidren Melanomen ist eine
heterogene CEACAM1/IntegrinB,-Kolokalisation zu sehen (Abbildung 41-A). Die horizontalen
(Abbildung 41-B) sowie longitudinalen Gewebeschnitte (Abbildung 41 C-E) zeigen dagegen
eine konzentrierte Kolokalisation der CEACAMI1-Integrin B,-Komplexe an der Tumor-Stroma
Grenzfliche wvon invadierenden Tumorzapfen. Interessanterweise wurde eine starke

Koexpression und Kolokalisation an der Invasionsfront beobachtet (Abbildung 41-E).
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Abbildung 41: Immunfluoreszenz Farbung von priméaren Melanomen mittels TRITC markierten mAb 4D1C2 (C, Rot) und

FITC markierten mAb Integrin B3 (D, griin). Die simultane Detektion von Integrin 33 und CEACAML1 zeigt die heterogene

Kolokalisation der beiden Signale (gelb) im Zentrum vom priméaren Melanomen (A) und die konzentrierte Kolokalisation an
der invadierdenden Tumorzapfen (B, E, und F).

5.5.4 Untersuchung des Invasionsverhaltens von CEACAM1 positiven Zellinien

Die Invasion durch extrazellulire Matrix (ECM) ist ein kritischer Schritt in der Tumor-
Metastasierung, daher wurde als Pilotversuch das Invasionsverhalten von stabilen CHO-
CEACAMI1-Transfektanten sowie CEACAMI1 positiven Zellen (G361) in einer Invasions-
Kammer untersucht, wobei als Negativ-Kontrolle die CHO-Zellen bzw. CEACAM1 negative
Zellen (MV,) eingesetzt wurden,

Abbildung 42 zeigt eine Ansicht der invadierten Zellen durch die mit Matrigel beschichtete
Membran, Die Membran wurde nach dem Assay mit Diff-Quick (DADE Behring, Mannheim)
gefdrbt. Es ist eindeutig zu sehen, daR die stabile CHO-CEACAM1-Zellinie das Matrigel stirker
als CHO-Zellinie durchwandert.
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CHO-CEACART

Abbildung 42 :Makroskopische Ansicht von Zell-Invasion durch die Matrigel-Invasionskammer

Abbildung 43 zeigt die Auswertung der Invasion oder der Migration von stabilen CHO-
CEACAMI1-, versus CHO-Zellinien. Es ist zu erkennen, daf$ die CHO-CEACAMI1-Zellen (a) in
der Lage sind um ca. 60% mehr als CHO-Zellen (b) Matrigel zu durchwandern. Dieser Effekt
konnte mittels mAb CEACAM (12-140-4) sukzessive reduziert werden, wihrend die Kontrolle
(Maus IgG) keine Wirkung auf Invasion von CHO-CEACAMI1-Zellen hat.
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Abbildung 43: Quantitifizierung der Zell-Invasion von gefarbten CHO-, stabilen CHO-CEACAM1-Transfektanten-Zellen
durch visuelle Auszéhlung.

Abbildung 44 zeigt, daR sowohl CEACAMI-positiven Zellen (G361) als auch die CEACAM1-
negativen Zellen (MV3) annihernd gleich Matrigel durchwandern, wobei dieser Effekt nur im
Falle von CEACAM1 positiven Zellen (G361) mittels mAb CEACAM (12-140-4) zu inhibieren
ist.
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Abbildung 44: Quantifizierung der Zell-Invasion von gefarbten CEACAM1-positiven Zellen G361 (a) und CEACAM1-
negativen Zellen MV3 (b) durch visuelle Auszahlung

73



6 DISKUSSION

Der Schwerpunkt dieser Arbeit — die Isolierung und Identifizierung weiterer CEACAM1 -
assoziierter Proteine — setzte die quantitative Aufreinigung und Charakterisierung von
CEACAMI1 voraus. Das native CEACAM1 sollte dazu dienen, assoziierte Zielmolekile zu
isolieren. Nach der Isolation folgte die Charakterisierung der gefundenen Ziele und
schlierlich die Identifikation.

Die wesentlichen Schwierigkeiten bei der Isolierung und Aufarbeitung CEACAMI, -
assoziierter Proteine bestehen in der Lokalisation und/oder der Detektierbarkeit sowie der
Aufklirung der Bindungsart der interagierenden Molekiile.

Die Charakterisierung der assoziierten Molekiile erfolgte nach der Isolierung aus
Granulozyten und den sich anschliefenden sidulenchromatographischen Reinigungsschritten
durch Methoden, bei denen die Polypeptide identifiziertt werden konnten. Fur die
analytischen Untersuchungen wurde die Prdparation von Granulozyten tber einen Ficoll-
Gradienten durchgefiihrt. Somit konnte einen groier Teil von Kontaminationen, herrihrend
von Plasma-, Lymphozyten- und/oder Erythrozytenresten, entfernt werden. Fir die Isolierung
von CEACAM1 im semi-prdparativen Stil war der TFicoll-Gradient wegen des grofien
Zeitaufwands nicht empfehlenswert. Da CEACAM1 tber die transmembrandse Domidne in der
Membran verankert ist, wurde die Lyse Methode mit NP-40 als Detergens in An-, bzw.
Abwesenheit von 2 mM Ca® durchgefihrt. Um heterophile Wechselwirkungen zu
untersuchen, wurde Ca™ eingesetzt. So konnte die Interaktion der zytoplasmatischen
Domidne von CEACAM3, aber nicht der von CEACAMI, mit dem Calprotectin-Komplex
unabhingig vom Phosphorylierungsstatus festgestellt werden (Streichert, T. et al., 2001).

Die Charakterisierung von nativem CEACAM1 aus Granulozyten stand im Vordergrund. Die
Aufklirung des Tyrosinphosphorylierungsstatus des nativen CEACAM1 war trotz der
Blockierung von Phosphatasen in Anwesenheit von Pervanadat nicht moglich. Als mégliche
Grunde dafiir kommen sterische Hindernisse wie z.B. Glykosydierung oder der schnelle
Abbau von Phosphatgruppen in Frage. Dartber hinaus war es nicht moglich, die
Inhomogenitdt beziiglich der langen oder kurzen zytoplasmatischen Domidne von nativen
CEACAMI1 zu definieren.

Im Rahmen der CEACAMI1-Charakterisierung ist es aber zum ersten Mal gelungen den
isoelektrischen Punkt vom CEACAMI1 experimentell festzulegen. Das Vorhandensein von
zwei isoelektrischen Punkten (pI=3,5 und pI=5,7) weist auf mogliche Spleivarianten
"CEACAM1 mit der langen oder der kurzen zytoplasmatischen Domine" oder auch
unterschiedliche Modifikationen "Phosphorylierung und/oder Glykosylierung" hin.

Bei der Aufreinigung von CEACAMI1 aus Granulozyten wurde der Granulozxtenextrakt einer
Perchlorsdure-Extraktion unterzogen. Unter diese Bedingungen wurde die urspriingliche
CEACAMI1-Menge um etwa 50% reduziert. Obwohl CEACAMI1 mit dem spezifischen
CEACAMI-Antikorper (4D1C2 oder T.84.1) in einer relativ kleinen Menge Granulozyten-
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extrakt (1-5 pg) stark zu detektieren ist, ist die entsprechende Bande mit Coomassie-, oder
Silberfarbung nicht sichtbar. Das hat eventuell folgende Erklirung: Der in zwei verschiedenen
Farben (Rot und Blau) auftretende Coomassie Brilliant Blue G-250-Farbstoff kann nicht an
das Glykopeptid mit intakten Zuckerketten binden, d.h. eine Verschiebung des
Absorptionsmaximums von 465 nm nach 595 nm ist nicht mefbar, weil der Zugang des
Farbstoffs zum Peptid durch den Kohlenhydratmantel des Glykokonjugates verhindert wurde.
Auch im Falle Silberfarbung wird die Bindung des Farbstoffs an das Peptid erschwert. Es ist
aber bemerkenswert, dass wenn das aufgereinigte CEACAM1 mit den genannten
Farbetechniken gefirbt wird, die CEACAMI-Banden sichtbar werden, was auf ein
denaturiertes bzw. besser zugingliches CEACAM1-Molekil hinweist.

Fir die Anreicherung von CEACAM1 wurde auf ibliche Aufreinigungsschritte wie z.B.
Anionen-, oder Kationenaustauschchromatographie (Mono Q oder Mono S) wegen der
Verfiigharkeit des CEACAM-mADb T.84.1 verzichtet. Der mAb T.84.1 erkennt aufSer CEACAM1
zwei weitere Mitglieder der CEACAM-Familie, ndmlich CEACAM3 und CEACAMO6. Die
Aufreinigung von T.84.1 (Hybridomzellkulturiberstand) erfolgte Giber rekombinantes Protein
A. Bei dieser Aufreinigung wurden neben der IgG-Fraktion auch die 1gG,, ,-Fraktion eluiert,
wobei die IgG-Fraktion eine bessere Effizienz fir die Affinititschromatographie zeigte. Der
monoklonale Antikérper 4D1C2, der in Granulozyten nur CEACAM1 erkennt, erwies sich als
ungeeignet fir den Zweck der Affinitats-chromatographie.

Durch die auf das Molekiil zugeschnittene Affinititschromatographie mittels Antikorper T.84.1
konnte auer CEACAM1 auch CEACAM3 und CEACAMG angereichert werden,

Durch die Affinititschromatographie mit dem Target-Antikorper T.84.1 wurde zwar die
Anreicherung von CEACAM1 erreicht, aber fiir eine hohe Reinheit waren weitere Aufreini-
gungsschritte wie Reversed Phase-, oder Gelsizechromatographie notwendig,

Obwohl mittels RP-Chromatographie (RPC) zum grofien Teil die niedermolekularen Antigene,
die sich als unspezifisch koeluierte Proteine bei der Affinitidtschromatographie herausstellten,
getrennt wurden, war die RP-Chromatographie wegen der hohen Verluste beim Umpuffern
der Elutionsfraktionen nicht die Methode der Wahl,

Die Gel Size-Chromatographie (GSC) ist zwar relativ zur RPC geschen zeitaufwendig, wurde
aber angesichts der Ausbeute und der Reinheitsqualitit gewihlt. Dadurch konnte eine
Reinheit von etwa 90% erreicht werden.

Die native Aufreinigung des Glykoproteins CEACAM1 wurde entsprechend der erzielten

experimentellen Fakten folgendermafien gewdhlt:

e Membran-Lyse (NP-40) der Granulozyten (ohne Ficoll-Gradient)
e Perchlorsiure-Extraktion

e Affinititschromatographie mit T.84.1 als Target-Antikorper

e Gel Size-Chromatographie
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Die Affinitidtschromatographie auf Basis des Antikdrpers T.84.1 erschien auf den ersten Blick
als gutes Instrument fir die Suche nach assoziierten Proteinen von CEACAMI1. Da aber
dessen Interaktionsspektrum d.h. vier extrazellulire Dominen, diverse unbekannte Zucker-
Modifikationen sowie Wechselwirkungen tiber tertidre Strukturen die Suche beinahe
aussichtslos erschienen liessen, wurde dieser Ansatz nicht weiter verfolgt..

Weitere etablierte und moderne Methoden (wie zB. c¢DNA-Expressionsbibliotheken mit
radioaktiv markierten CEACAMI_ -konstrukten, Two-Hybrid-System (Hefe), ES-MS, NMR)
fihren aufgrund der Groe und Mikroheterogenitit der Molekiile und je nach dem

cyt

Reinheitsgrad noch zusitzlich vorliegenden hoher- oder niedermolekularen Verunreinigungen
nicht zur gewtinschten Identifizierung der assoziierte Partner.

Die massenspektroskopischen Mefverfahren wie z.B. ES-MS, MALDI-TOF sind nicht fiir den
vorliegenden Fall geeignet, weil es nicht auszuschliefen ist, das mehrere Spaltprodukte in
der Fraktion vorkommen und daher eine Inhomogenitidt der Proben verursachen; schlieflich
mufdte die Mikroheterogenitit beztiglich der O-, bzw. N-Glykan-Einheiten vom Targetmolekiil
nimlich CEACAM1 betrachtet werden. Des weiteren besteht die Heterogenitit beziglich des
Glykosylierungsgrades des CEACAMI1-Molekils, der weitgehend unbekannt ist. Dartber
hinaus fihrt das Substanzmengenproblem der zu untersuchenden Proben zu erheblichen
Schwierigkeiten.

Das eindimensionale 'H-NMR (nuclear magnetic resonance) liefert aufgrund tiberlappender
Signale nur den Uberblick tber die chemische Verschiebung der Protonen. Um die
interagierenden Molekiile bzw. Komplexe identifizieren zu koénnen, ist die Ermittlung der
Sekundirstruktur notwendig. Die zweidimensionale HH-COSY (correlation spectroscopy)
oder HH-NOESY (nuclear overhauser spectroskopy) leisten zwar einen Beitrag zur
Identifizierung der Sekundirstruktur der Peptide, sind aber nicht ausreichend zur Aufklirung
der rdumlichen Anordnung der in der Sequenz nebeneinander liegenden Aminosiuren und
der benachbarten Modifikationen geeignet. Erst wenn mit Hilfe solcher Experimente die
Sekundirstruktur sowie die Torsionswinkel ermittelt wurden und wenn die tertidren NOE-
Effekte, d.h. Kern-Overhauser-Effekte, in der Sequenz weit entfernt liegender Protonen
aufgekliart wurden (2D-NOESY, 2D isotopmarkiertes NOESY), ist es moglich die
dreidimensionale Struktur der Peptide aufzukldren. Die dreidimensionale NMR-Spektroskopie
geloster Proteine neben der Rontgenstrukturuntersuchung kristallisierter Proteine ist zwar
eine exzellente und enorm leistungsfihige Methode zur Aufklirung der Raumstruktur von
Proteinen, weist aber auch praktischen Einschrinkungen auf. Andere Ursachen kénnten aber
ebenso die Messbarkeit erschweren oder verhindern: so sollte das Protein in millimolaren
Konzentrationen léslich sein, nicht zu Aggregationen neigen und bis zu 40°C stabil bleiben.
Nach diesen Ausfihrungen konnte von einem erhohten Schwierigkeitsgrad bei der
Aufklirung von Proteinen wie im vorliegenden Fall ausgegangen werden.

Die erwihnten Schwierigkeiten bei der Charakterisierung und Aufklirung der interagierenden

Molekiile fihrten zu der spezifischen Zielsetzung: die zytoplasmatische Domine von
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CEACAM1 als Probemolekil einzusetzen, um assoziierte Partner zu isolieren und zu
charakterisieren.
Bekannt ist, daf8 CEACAM1 mit der Tyrosinkinase SRC assoziiert. Diese Assoziation beruht auf
einer direkten Bindung der Src-Kinase an die zytoplasmatische CEACAM1 Domine. Die Src-
Kinase bindet dabei tber eine einzelne Domine, die Src-SH2-Domidne (SH2: Src homology
module 2). Die Aktivitit der Src-Kinase wird tber die intermolekulare Bindung der SH2-
Domine an CEACAMI , positiv reguliert (Briimmer, J. et al., 1995).
Somit kam bei dieser Arbeit die Metall-Chelat-Affinitdtschromatographie fir die Anreicherung
von Proteinen, die spezifisch mit tyrosinphosphorylierten CEACAMI1,_, assoziieren, zum
Einsatz. Dieser Ansatz beruht prinzipiell auf der Anreicherung CEACAMI  -assoziierter
Proteine iber die rekombinant exprimierte, in-vitro tyrosin-phosphorylierte CEACAMI -
Domine. Die Methode basiert auf der Affinitidt von Proteinen (und anderen Biomolekiilen) zu
Metallionen, die durch Komplexierung an einem chelierenden Liganden der stationiren
Phase immobilisiert wurden. Dieser Ligand ist Iminodiessigsiure. Die koordinativen
Bindungen des Chelatbildners zum Metallion sind wesentlich stirker als die von Proteinen;
daher ist es im allgemeinen moglich, die gebundenen Proteine zu desorbieren, ohne daf sie
mit dem Metallion verunreinigt sind. Die Affinitit zu komplexierten Metallionen ist von
Protein zu Protein unterschiedlich ausgeprigt und erlaubt daher ihre Fraktionierung. Sie
hingt von der Anzahl und der riumlichen Anordnung bestimmter Aminosiduren, die an der
Proteinoberflichen zuginglich sind. Diese Amino-sduren fungieren als Elektronen-Donor
(Lewis-Basen); ihr basischer Charakter, der ftir Bindungsstirke ausschlaggebend ist, variiert:
His > Tmp > Cys >  Tyr
In Homologie zu CEACAM1 it auch die deduzierte Aminisiure-Sequenz von CEACAM3
erkennen, dal das Molekiil modular angelegt ist. Dabei besteht CEACAM?3 aus einem kurzen
Leader-Peptid, einer IgV-artigen Domine, einer transmembranir angelegten Domine und
einem zytoplasmatischen Anteil (Thompson et al., 1991). Die Untersuchung der CEACAM3_
zeigen ebenfalls Phosphorylierungsstellen fiir Tyrosin-Kinasen, aber auch Angriffspunkte fur
Serin-/Threonin-Kinasen. Daher wurden als Kontrolle bzw. interner Standard parallel serin-
/threoninphosphorylierte und unphosphorylierte CEACAM1 ,-Dominen sowie unphosphory-
lierte bzw. differentiell phosphorylierte CEACAM3_ -Dominen verwendet.
Bei diesem methodischen Ansatz (Metall-Chelat-Affinitdtschromatographie) ist man in der
Lage, die transiente Wechselwirkung zwischen Bindungspartnern ohne Anderung und/oder
Beeinflussung der rdumlichen Anordnung von Proteinen zu untersuchen, was z.B. bei der
Kreuz-Vernetzung der Fall ist. Trotzdem miissen negative Aspekte dieser Methode wie z.B.
die schwache Korrelierbarkeit zu physiologischen d.h. in vivo-Wechselwirkungen, die

Sdulengeometrie und daraus resultierende Laufverhalten der Molekile und die unter-
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schiedliche Nettoladung der Molekile unter verschiedenen Elutionsbedingungen bertick-
sichtigt werden.

Nichtsdestotrotz lieferte dieser Ansatz deutliche Hinweise, die mit Folgeuntersuchungen
konkretisiert werden konnten.

Die Tyrosinreste (Tyr-488 und Tyr 515) der langen Form der zytoplasmatischen Domine von
CEACAMI liegen in Sequenzmotiven, die einem "Immunoreceptor Tyrosin-based Activation
Motif" [ITAM] oder Immunoreceptor Tyrosin-based Inhibition Motif"[ ITIM] dhneln. Somit war
es moglich das Interaktionsspektrum {Uber diese Tyrosinreste im Hinblick des
Phosphorylierungszustandes tiber die SRC-Kinase niher zu betrachten. Als Ausgangspunkt fir
die Aufreinigung lagen CEACAM1 _-DNA und deren Mutanten im pQE31-Vektor kloniert in
kompetenten SG 13009 Bakterien vor. Entsprechend den experimentellen Fakten wurde die
native Lyse gewdhlt. Die denaturiende Lyse mit 8 M Harnstoff storte die folgenden
Untersuchungen und die Lyse mit Ultraschall lieferte ebenfalls stérende Abbauprodukte. Die
Aufreinigung erfolgte tber abfallenden pH-Gradienten: dadurch werden die Elektronen-
gebenden Gruppen an der Protein-Oberfliche allmidhlich protoniert; die Anzahl der
koordinativen Bindungen sinkt kontinuierlich, bis das Protein schlieRlich desorbiert. Das
geschieht typischerweise reproduzierbar bei einem bestimmten, charakteristischen pH-Wert.
Ein Gradient bis pH 3 lost praktisch jedes Protein von der stationiren Phase.

Bei der Aufreinigung von CEACAM1
derselben  Aufreinigungsmatrix  (Ni-NTA) und identischen  Siulengeometrien und

o und den Konstrukten konnten trotz der Anwendung
Laufprogrammen keine identischen Retentionszeiten erzielt werden. Das wire durch die
Wirkung der Tyrosinreste zu erklidren, so daff die Nettoladung sich innerhalb der Siule von
Fall zu Fall unterscheidet. Nach mehreren Aufreinigungsschritten  konnte ausreichend
CEACAMI1_, und dessen Mutanten mit einer Reinheit von tiber 90% erhalten werden.

Das apparente Molekulargewicht (ca. 13000 Da) von CEACAMI_, stimmte mit dem
theoretisch berechneten Molekurgewicht (9867,8 Da) nicht iiberein. Mittels ES-MS konnte ein
Molekurgewicht von 9867,8 Da festgestellt werden. Dieser Sachverhalt ist wahrscheinlich
durch das Vorhandensein von Tyrosin-, sowie Histidinresten bedingt, die das Laufverhalten
bei der SDS-PAGE beeinflussen. Mit SRC-Kinase konnte CEACAM1 , und die entsprechenden
Konstrukte mit Ausnahme von Y488F, Y515F CEACAM1 , phosphoryliert werden. Fiir die in-
vitro Bindungsstudien wurde die Phosphorylierung mit nicht radioaktiven ATP durchgefiihrt
und mittels Westernblot (mAb PY20) getestet. Nach intensiven Aufreinigungsschritten sowohl
fuir CEACAMI1, als auch fir die phosphorylierte Domine (CEACAMI,,
Phosphotyrosin-Affinititschromatographie  und  stindigen  Effizienttests  bei  den

) tiber eine

Kopplungsschritten der Konstrukte an die Ni-NTA-Matrix sollten die optimalen
Interaktionsbedingungen  festgestellt werden, was entsprechend viel Zeit und
Ausgangsmaterial in Anspruch nahm. Hierbei konnte ein Richtwert von 1:5 (CEACAMI1_, :

Granulozytenlysat) festgestellt werden. Die Wahl der Kontrolle war ebenfalls von grofier

Bedeutung. Auer der Ni-NTA-Matrix ohne angekoppelte Konstrukte wurde die
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zytoplasmatische Domine von CEACAMS3, die ebenfalls zwei mit SRC phosphorylierbare
Tyrosinreste aufweist, als interner Standard verwendet.

Die Phosphorylierung der Tyrosinreste (Y488 und Y515) der zytoplasmatischen Domine von
CEACAMI1 diente bei der Detektion der assoziierten Molekiile als eine empfindliche Sonde:
nach der sdulenchromatographischen Fraktionierung an Ni-NTA, zeigte der Test (SDS-PAGE)
an, in welcher der erhaltenen Fraktionen sich das zu isolierende Molekil befand: die
Fraktionen, die den intensivsten Nachweis zeigten, wurden den sich jeweils anschliefenden
Aufreinigungsschritten unterzogen. Eine weitere Schwierigkeit ergab sich aus den niedrigen
Substanzmengen, was u.a. die Edman-Abbau-Sequenzierung erschwerte.

Mit dieser Methode konnte reproduzierbar eine Reihe von Proteinen gereinigt werden, die

spezifisch mit der tyrosinphosphorylierten CEACAM1_ -Domine assoziiert waren und nicht

cyt

mit der phosphorylierten oder unphosphorylierten CEACAM3_ -Domine oder der Siulen-

cyt
matrix interagieren. Y
Mit der tyrosinphosphorylierten CEACAM1 _ -Domine ergab sich ein deutliches Bandenmuster
mit den abgeschitzten Molekulargewichten von 215, 120, 95 und 68 kDa. Nach SDS-PAGE
konnten drei der entsprechenden Proteine nach Transfer auf PVDF-Membran sequenziert
werden (AG. Richter, Hamburg). Ein Vergleich der gewonnenen Peptidsequenzen mit den in
SwissProt gespeicherten Proteinsequenzen konnten die Banden eindeutig als Talin (215 kDa-
Bande), Vinculin (120 kDa-Bande) und Integrin B, (95 kDa-Banden) identifiziert werden.
Weiterfiihrende Untersuchungen mit monoklonalen Antikdrpern im Immunoblot konnten die
aufgereinigte Bande bei 68 kDa als Paxillin identifizieren.

Streichert et al. (2001) fanden unter dhnlichen experimentellen Ansitze mit der
zytoplasmatischen Domine von CEACAM3 unabhingig vom Phosphorylierungszustand
Peptide bei 8, 14 und 30 kDa. Es handelte sich dabei um den Calprotectin-Komplex (8 und
14 kDa) sowie CEACAM3 (30 kDa). Die Tatsache, dafs in den Ansitzen mit der

phosphorylierten und unphosphorylierten CEACAM3_ -Domine trotz dhnlicher Sequenz zu

cyt
CEACAMI1,, ginzlich unterschiedliche assoziierte Pryoteine gefunden wurden, weist auf
unterschiedliche Funktionen der beiden Molektle hin.

Die in-vitro Bindungsstudie zeigte die Wechselwirkung von der zytoplasmatischen Domine
von CEACAM1 mit einigen Zytoskelettproteinen. Dies war zwar ein konkreter Hinweis flr die
Beteiligung der erwihnten Proteine in einem Komplex, aber nicht ausreichend genug. Daher
war die Bestdtigung der erzielten Daten durch weitere Verfahren notwendig. Mittels
Immunprdzipitation wurde die Bildung der Immunkomplexe untersucht. Diesbeziglich
wurde die Assoziation von CEACAMI1 mit Paxillin, Integrin, Vinculin und Talin aus
Granulozytenextrakt sowie HT-29-, oder HUVEC-Lysaten durch Koimmunoprizipitations-
versuche  untersucht. Hierbei wurden entsprechende Lysate mit den monoklonalen
Antikdrpern gegen Paxillin, Integrin, Vinculin oder Talin und Protein G Plus/Protein A
Agarose inkubiert. Die Immunprizipitate wurden einer SDS-PAGE mit anschliefendem
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Westernblot und der Immunfirbung mit spezifischen CEACAM1 mAb (4D1C2), der keine
Kreuzreaktion mit anderen Mitgliedern der CEACAM-Familie eingeht, unterzogen.

In Immunprizipitationsuntersuchungen konnte gezeigt werden, daff mit mADb Integrin [,
sowie mAb Paxillin das CEACAM1 zu prizipitieren ist, wihrend IgG, Maus (Kontrolle) dieses
Ergebnis nicht liefert. Das weist auf eine spezifische Wechselwirkung zwischen CEACAMI,
Integrin 3, und Paxillin hin.

In weiteren Immunprizipitationsuntersuchungen konnte nur fiir Paxillin und Integrin [3,-
nicht aber fir Vinculin und Talin - gezeigt werden, dafl diese mit CEACAMI1-spezifischen
Antikorpern aus Granulozyten-, sowie HT29-Extrakten koprizipitiert werden. Mit mAb gegen
Vinculin war CEACAM1 nur schwach koprizipitierbar. Das Talin zeigte keine direkte
Wechselwirkung mit CEACAMI.

Auf dieser Stufe der Untersuchung war dieser Befund ein Hinweis darauf, daf Talin und
Vinculin als assoziierte Partner fir Integrin in Betracht kommen konnten. Da mit dem
CEACAM-mAb sowohl Paxillin als auch Integrin B, koprizipitiert wurden, ist es sehr
wahrscheinlich, daf sowohl Vinculin als auch Talin indirekt - Gber Paxillin bzw. Integrin 3, -
mit CEACAM1 assoziiert sind. Da auch Actin in dem Paxillinprizipitat nachweisbar war, 14t
es sich vermuten, dafd die kurzlich beschriebene indirekte Interaktion von CEACAMI1 und
dem Actin-Zytoskelett durch Paxillin vermittelt werden konnte (Sadekova, S. et al., 2000).

Die lange zytoplasmatische Domidne von CEACAMI ist essentiell fir ihre Funktion als
Tumorsuppressor (Hsieh, J:T et al., 1995, Luo, W. et al., 1997, 1zzi, L. et al., 1999, Kunath, T.
et al., 1995). Die Tyrosinreste (Tyr-488 und Tyr 515) der langen Form von zytoplasmatischer
Domidne von CEACAMI liegen in Sequenzmotiven, die einem "Immunoreceptor Tyrosin-
based Activation Motif" [ITAM] oder Immunoreceptor Tyrosin-based Inhibition Motif"[ITIM]
dhneln. Die Tyrosinreste in  klassischen ITAM-Motiv werden  schnell — durch
Proteintyrosinkinasen der SRC-Familie phosphoryliert und fungieren somit als Andockstelle
fir SH2-Domidnen von Proteintyrosinkinasen der Syk-Familie. Da sowohl Paxillin als auch
Integrin B, aus Granulozytenextrakt durch die tyrosinphosphorylierte zytoplasmatische
Domine von CEACAM1 aufgereinigt wurden, wurde vermutet, daR erstens die
zytoplasmatische Domidne von CEACAMI fir diese Interaktion ausreichend und zweitens die
Phosphorylierung des einen oder der beiden Tyrosinreste dafir erforderlich ist. Fir die
Bestitigung dieser Vermutung und Aufklirung derer strukturellen Basis wurden die
rekombinant exprimierten und in-vitro tyrosinphosphorylierten CEACAM1 _ -Konstrukte fur
die Immunkomplex-studien eingesetzt.

Durch die Verwendung von rekombinanten CEACAMI1_-Mutanten fiir die Koprazipita-
tionsversuche, bei denen jeweils einer oder beide Tyrosinreste ausgetauscht wurden, konnte
weiter gezeigt, daf der phosphorylierte Tyrosinrest 488 in CEACAM1 , fir die Bindung an
Paxillin sowie Integrin 3, essentiell ist. Diese Befunde weisen darauf hin, daf die Interaktion
von Paxillin sowie Integrin B, mit dem nativen CEACAM1 tuber die zytoplasmatische Domiine
von CEACAM1 erfolgt und der Tyrosinrest 488 aber nicht Tyr-515 fir diese
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Assoziation erforderlich ist. 1zzi et al. (1999) erwihnen, das der wachstumshemmende Effekt
von CEACAM1 in der Kolonkarzinom-Zellinie CT51 von dem Tyr-488 abhingig ist.

Fir weitere #n-vivo Untersuchungen der Assoziation von CEACAMI1 mit Paxillin sowie
Integrin B, auf Granulozyten, HT29-, und HUVEC-Zellen wurde die Konfokale Laser Scanning
Mikroskopie (CLSM) eingesetzt. So wurde die zellulire und die relative Fluoreszenzsintensitit
der Zellen festgestellt. Die Immunfluoreszenz von TRITC-markiertem mAb 4D1C2 (Rot)
wurde fur die Lokalisation von CEACAM1 und von FITC-markiertem mAb Paxillin bzw. mAb
Integrin B, fiir die Lokalisation von Paxillin bzw. Integrin B, verwendet.

Somit konnte mittels (CLMS) auf Granulozyten und der koloepithelialen Karzinomzellinie
HT29 eine Koexpression und Kolokalisation von CEACAMI1 mit Paxillin - nicht aber mit
Vinculin oder Talin - an der Zellmembran bestitigt werden. Dabei konnte ein starkes
membranassoziiertes granulidres Muster fir CEACAM1 und eine diffuse Paxillinfirbung
beobachtet werden. Dartiber hinaus ergaben CLSM-Untersuchungen an endothlialen Zellen
(HUVEC) eine hochpolare fast 100%ige Kolokalisation von CEACAM1 und Paxillin in
Endothelzellen. Die Dynamik dieser polaren Kolokalisation vor, wihrend und nach der
Konfluenz der Zellen lift eine funktionelle Rolle dieser CEACAMI-Paxillin Interaktion
wihrend der Angiogenese vermuten (Ebrahimnejad, A. et al. 2000).

Paxillin enthidlt multiple Bindungsstellen fiir Proteine wie z.B. FAK und Vinculin. Es dient als
ein regulatorisches Multiadapterprotein, das die verschiedenen Regulator-, und
Gerlstproteine in einem Signaltransduktionskomplex rekrutiert, Paxillin bindet die ECM-
Liganden an das Aktin-Zytoskelett und ist daher fir den Erhalt der Zellmorphologie, Motilitit,
Zellteilung, Zell-Zell-Kontakt sowie Zell-ECM-Kontakten wichtig (Brown, M.C. et al., 1996 &
Turner, C.E. et al., 1998).

Hauck, C.R. et al. (1998) berichten tber den Zusammenhang von CEACAM1 und eine
Neuordnung des Aktin-Zytoskeletts in Opa-vermittelter Bindung und Internalisierung auf
Granulozyten. Sadekova, S. et al. (2000) haben ebenfalls die indirekte Assoziation von
CEACAMI1 und Aktin in Abhidngigkeit der langen zytoplasmatischen Domine von CEACAM1
festgestellt. Es ist daher wahrscheinlich, dafd Paxillin als ein Multiadaptor-Protein fur die
Bindung von CEACAM1 an das Aktin-Zytoskelett zustindig ist.

Die Koexpression und Kolokalisation von CEACAMI mit Integrin 8, auf Granulozyten und
der kolonepithelialen Karzinomzellinie HT29 wurde ebenfalls mittels CLSM untersucht. Es
konnte ein starkes Membran-assoziiertes granulires Muster der jeweiligen Molekiile
beobachtet werden., Bei HUVEC-Zellen wurde ebenfalls die Kolokalisation von CEACAM1 mit
Integrin (3, bzw. Paxillin nachgewiesen.

Die Untersuchungen der CEACAMI-Expression im Endometrium (Bamberger, A.M. et al.,
1998, Bamberger, A.M. et al., 2000) ergaben den Nachweis einer spezifischen CEACAMI1
Expression auf dem invasiven Trophoblasten wihrend der Plazentaentwicklung. Da fur
Integrin o, B, eine wichtige Funktion in der Invasion der maternalen Decidua durch die
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fetalen Trophoblasten im ersten Trimenon nachgewiesen ist, wurden fetale

Implantationsstellen mittels CLSM untersucht. Auch hier zeigte sich jeweils eine eindeutige
Kolokalisation von CEACAM1 und Integrin [, an der Invasionsfront der fetalen
Trophoblasten. Diese Ergebnisse lassen eine funktionelle Rolle der CEACAMI- Integrin (3,
Komplexe in der Fetusimplantation vermuten (Brimmer, J. et al., 2001).

In weiterflihrenden CLSM-Untersuchungen an Gewebeschnitten von CEACAMI1-positiven
primdren Melanomen zeigte sich eine konzentrierte Kolokalisation der CEACAM1- Integrin [,
-Komplexe an der Tumor-Stroma Grenzfliche von invadierenden Tumorzapfen. Fir die
funktionelle Relevanz der beschriebenen CEACAMI- Integrin B,-Assoziation in der Invasion
und Metastasierung von Melanomen spricht auch die Beobachtung, daf die CEACAM1- und
a,fB,- Expression eindeutig mit der Metastasierung der Primirtumoren korreliert ist (Thies, A.
et al., 2002).

Ferner ergibt die Zusammenschau der CLSM-Befunde an Zellen und Geweben folgende
Befunde:

In konfluenten epithelialen Zellen (HT29) ist CEACAM1 sowohl mit Paxillin als auch Integrin
B, vorwiegend in Arealen des Zell-Zellkontaktes kolokalisiert. Diese Kolokalisationen lassen
sich nur teilweise - mittels Vinculinfirbung - Fokalkontakten zuordnen. FEine erhohte
Zelldichte fiihrt bei diesen Zellen moglicherweise tiber eine Kontaktinhibition zu einer
verminderten Koexpression und Kolokalisation.

In migrierenden bzw. invadierenden Zellen (Melanom, invasiver Trophoblast) kolokalisiert
CEACAMI1 fast ausschlieflich mit Integrin B,, Obwohl die Aufklirung des exakten
molekularen Mechanismus dieser Interaktion (direkt versus indirekt) weitere Untersuchungen
erfordert, wird in der vorliegender Arbeit die Hypothese formuliert, das der Komplex aus
CEACAMI und Integrin (3, die Zellmigration fordert. Fir Integrin 3, wurden als Vermittler bei
der Zellmigration wihrend Angiogenese (Petitclerc, E. et al., 1999) und Tumorinvasion
(Natali, PG. et al., 1997, Brooks, PC. et al., 1995) weitergehende Untersuchungen durch-
gefiihrt. Beziglich der moglichen Rolle von CEACAM1 bei der Zellmigration oder dem
JZellspreading® ist dagegen weniger bekannt. Es wird allgemein postuliert (Obrink, B. et al.,
1997), das CEACAM1 zur Kontaktinhibition der Zellprolieferation beitrdgt und die Beweise
dafiir lieferten Singer BB. et al., (2000). CEACAM1 wurde nicht nur in epithelialen Geweben
sondern auch in migrierenden Zellen wie z.B. aktivierten T-Zellen (Méller, M. et al., 1996)
und Endothel-Zellen (Ergtin, S. et al.,, 2000, Sawa, H. et al., 1994) gefunden. Im Gegensatz zu
Epithel-Zellen steigert CEACAM1 die Proliferation in aktivierten T-Zellen (Kammerer, R. et al.,
1998) und in Endothel-Zellen (Ergtin, S. et al., 2000). Das weist auf spezifische Funktion von
CEACAM1 hin.

Um die Invasion bzw. die Migration unter dem Einflu§ vom CEACAMI1 zu untersuchen und
dariberhinaus die CLSM-Befunde (Melanom, invasiver Trophoblast) in einem Invasions-
Assay zu testen, wurden im Rahmen einer Reihe von Vorversuchen das Invasions bzw.
Migrationsverhalten von  CEACAMI-positiven  Zellen  (stabiler  Transfektant CHO-
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CEACAM1 und die Zellinie G361) sowie CEACAM1-negative Zellen (CHO- und die Zellinie
MV3) untersucht. Hierbei konnte festgestellt werden, daR CEACAM1-exprimierende Zellen in
der Lage sind, das Matrigel viel stirker zu durchwandern als Zellen die nicht CEACAMI1
exprimieren. Es ist wichtig zu erwihnen, daR dieses Invasionsverhalten durch CEACAM-mAb
(12140-4) sowie CEACAMI1-mAb (4D1C2) dosisabhidngig sukzessiv reduzierbar ist, wihrend
die Kontrolle (Maus IgG) keine Wirkung auf die Invasion und / oder Migration der Zellen
hat.

Die Existenz vielzelliger Organismen hingt davon ab, ob deren Zellen aneinander bzw. an
einem einbettenden Fullmaterial haften. Die Adhidsion ist nicht nur fir den Zusammenhalt
der Gewebe oder Zellen samt der extrazelluliren Matrix zustindig, sondern auch fir die
Steuerung von Prozessen wie zB. wihrend der Embryonalgenese fiir eine korrekte
Entwicklung von Geweben und Organen und im ausgebildeten Organismus dann beispiels-
weise fur die Blutgerinnung, Wundheilung und Infektionsbekdmpfung. Eine Reihe von
Krankheiten und insbesondere das maligne Wachstum hingt unmittelbar von dieser
Prozesssteuerung ab. Trotz dieser zentralen Rolle in biologischen Abliufen ist die Adhision
fir die Zellen und der exakte Mechanismus wie diese so vielfiltigen Effekte zustande
kommen, noch nicht ausreichend verstanden. Erst vor etwa 20 Jahren wurden einige der
extrazelluliren Matrixmolekiile isoliert, an denen Zellen haften. Bestimmte Membran-
molektle ,Integrine” spielen bei der Adhision selbst und bei vielen damit zusammen-
hingenden Phinomenen eine wichtige Rolle (Horwitz, A.F., 1998).

Die Abbildung (Abbildung 45) gibt am Beispiel der Integrine eine Idee wieder, wie komplex
diese Regulationsvorginge sein konnen.

Uber die Fokalkontakte, an denen aufer den Integrinen viele andere Molekiile beteiligt sind,
wird ein hochgeordneter Komplex gebildet. Mit der Formierung von Fokalkontakten ordnet
sich das innere Gerlst in einer Weise, daff die Zelle ihre runde, undifferenzierte Gestalt
verliert und ihre Form verindert. Hierbei werden intrazellulire Signalkaskaden aktiviert. Die
extrazelluliren Faktoren, die Zellwachstum und die Differenzierung regulieren, binden oft an
Zelloberflichenrezeptoren. Die Signale werden anschlieRend zum Nukleus transduziert, wo
sie spezifische Transkriptionsfaktoren aktivieren, die die entsprechende Gentranskription
hervorrufen.
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Abbildung 45: Schematische Darstellung der ECM und den entsprechenden Partnern (Horwitz, A.F., 1998)

Es sind eine Reihe linearer Signaltransduktionskaskaden bekannt und sie kommunizieren oft
miteinander. Aber wo und wie sie sich treffen und ob das Ergebnis dieser Kommunikation
ein verstdrktes Signal (,Synergy“) oder ein reduziertes Signal (,Antagonism®) ist, ist noch nicht
eindeutig klar.

Der Befund, daft CEACAM1 in-vitro und in-vivo mit der Tyrosinkinase Src assoziiert, war ein
konkreter Hinweis auf die Signalfunktion von CEACAMI1 (Brimmer, J. et al, 1995). Die
Assoziation von Src und CEACAM1 beruht auf einer direkten Bindung der Src-Kinase an die
zytoplasmatische CEACAM1 Domine, da mit der rekombinant exprimierten und in-vitro
phosphorylierten zytoplasmatischen Domidne ebenfalls Src-Kinase koprizipitiert wird. Die
Src-Kinase bindet tiber eine einzelne Domine, die Src-SH2-Domine (SH2: Sr¢ homology
module 2). Die Aktivitdt der Src-Kinase wird dabei tiber die intermolekulare Bindung der
SH2-Domdne an CEACAMI
nicht ausschlieRende Weisen aktiviert werden: Zum einen konnte eine Protein-Tyrosin-

positiv reguliert. So konnte die Src-Kinase auf zweierlei sich

Phosphatase mit der Src-Kinase interagieren, indem sie das C-terminale Tyrosin
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dephosphoryliert  und  somit zu  einer  Konformationsinderung und  einer
Autophosphorylierung fiihrt, einem Ereignis, das fiir die Aktivierung wichtig ist [Caron et al.,
1992]. Zum anderen konnten zwischen Protein-Tyrosin-Kinasen selbst Wechselwirkungen
bestehen, die zu einer Phosphorylierung der Autophosphosphorylierungsstelle in der trans-
Position und somit wiederum zu Konformationsinderungen fihren [Boerner et al., 1995].

Die vorliegende Arbeit liefert in-vitro und #n-vivo Daten fiir die Assoziation von CEACAM1
mit Integrin B, und Paxillin. Aufgrund der bekannten und den in dieser Arbeit gesammelten
Daten wire folgendes Modell vorstellbar:

intagrin - o Ligand

- CEACAMI

| ]
cand?

Fakalkor sl . Mincuiin

— \

-CEACAMI,

| —

Y\
¢ T

4 e

Abbildung 46: Modellvorstellung fur die Interaktion von CEACAM1 mit Integrin Bs. und Paxillin

Da die Assoziation von CEACAM1 mit Integrin B, und Paxillin tber die zytoplasmatische
Domidne von CEACAMI1 erfolgt und auflerdem die Phosphorylierung des Tyr-488 dafiir
erforderlich  ist, konnte man von einem Inside-Out-Signaling sprechen. Eine
Dephosphorylierung von CEACAM1 durch SHP 1/SHP 2 wirde wahrscheinlich einen
Gleichgewichtszustand herstellen.

Die Aktivierung der Integrine bzw. CEACAM1 durch z.B. einen Ligand wirde die
Autophosphorylierung der Tyrosin-Reste der Proteine hervorrufen. Die phosphorylierten
Reste dienen als Substrat fiir die Mobilisierung einer aktiven Signalkaskade. Das unmittelbare

Resultat der Aktivierung des Protein-gekoppelten Enzyms ist die Aktivierung der
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Kinasekaskade, die die Amplifikation der Signale somit zuldsst. In jedem Fall ist das
Endresultat der Kinasekaskade die modifizierte Transkription bestimmter Gene im Nukleus.
Die Adhisionsrezeptoren sind wegen ihrer Fihigkeit zur Kopplung der ,Outside-in“ bzw.
JInside-Out“-Signale fur die Aktivierung der intra-, bzw. interzelluliren Signalkaskade
notwendig. Fokale Adhisionen bestehen aus heterodimeren, transmembrandsen Matrix-
proteinen, bekannt als Integrine. Diese interagieren Uber ihre zytoplasmatischen Domidnen
mit einem Komplex von intrazelluldren Proteinen und dem Aktin-Zytoskelett. Auerdem gibt
es multiple Regulator-Proteine, wie z.B. Kinasen und Phosphatasen, die auf dieser Seite
konzentriert sind und zur effizienten Transduktion von extrazelluldren Signalen dienen. Diese
Signale fithren zur Modulation von Adhdsion und Genexpression.

Trotz der vielen Bemithungen auf dem Gebiet der Signaltransduktion bleiben die
elementaren Fragen - ob die individuellen Signalwege eine einheitliche oder redundante
Anderung in Genexpressionsmuster induzieren, ob Signalwege, die eine nukleare Antwort
auslosen, bevor sie den Nukleus erreichen, an einem bestimmten Punkt konvergieren oder
als Alternative jeder Signalweg ein einheitliches Signal sendet - véllig offen. Die vorhandenen
Modelle bzw. Befunde beschreiben lediglich eine Momentaufnahme des jeweiligen
Zustandes.

Nichtsdestotrotz erscheint die molekulare Charakterisierung der nachgewiesenen CEACAM1-
Src, CEACAM1-Paxillin und CEACAM1-Integrin B, Assoziation notwendig. Dartiber hinaus ist
es wichtig unter dem Einfluf der erwihnten Assoziationen die Zellmorphologie und
Interaktionen mit der extrazelluliren Matrix zu untersuchen und vor allem das Invasions-

verhalten unter diesen Aspekten priziser zu verfolgen.
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8 ZUSAMMENFASSUNG

Eine essenticlle Funktion des humanen CelllCAM-Homologs CEACAM1 in diversen
zellbiologischen Prozessen (z.B. epitheliale Lumenbildung, Carcinogenese, Bindung und
Internalisierung mikrobieller Pathogene, Angiogenese) ist nachgewiesen. Es wurde gezeigt,
dafl CEACAMI mit Paxillin (Ebrahimnejad, A. et al., 2000) und Integrin (3, (Brimmer, J. et
al., 2001) tiber die zytoplasmatische CEACAM1-Domiine assoziiert.

In -vivo konnten diese Interaktionen in verschiedenen Zellsystemen (Blut-, Epithel-,
Endothelzellen) gesichert werden und dartiber hinaus an Gewebeschnitten eine hochspe-
zifische Kolokalisation von CEACAM1 und Integrin [, in der Invasionsfront fetaler

Trophoblasten sowie der Tumor / Stroma-Grenzfliche primirer Melanome gezeigt werden.

Zusammenfassend wurde aus unseren Befunden die Arbeitshypothese entwickelt, dafd
CEACAMI- iiber eine direkte Assoziation - die Funktion von Integrin B, moduliert. Uber den
transmembrandsen Signaltransfer und die subzellulire Organisation des Zytoskeletts kénnte
damit CEACAM1 morphogenetische Effekte vermitteln. Diese konnte ein integratives Prinzip
fir alle bisher bekannten CEACAMI1-Funktionen (angiogenetische Wirkung, epithelialer
Morphoregulator, ~ Tumorsupressor,  Effektor  einer OPA-vermittelten  Transzytose,

Fetusimplantation) darstellen.

Die Interaktionen von CEACAMI1 mit zwei essentiellen Proteinen fokaler Adhidsionsstellen
(Paxillin und Integrin [,) sowie der Nachweis einer Bindung und Aktivierung von
Tyrosinkinasen der Src-Familie bzw. von Phosphatasen sollten die strukturellen Grundlagen
sein fur die verschiedenen postulierten Funktionen von CEACAMI1 in der Zelladhision,
Tumorentstehung und -progression, Angiogenese, Signaltransduktion und Opa vermittelten

Internalisierung von Bakterien.
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