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

Prall et al., 1996)



Abbildung 1: Schematische Darstellung von den Mitgliedern der CEACAM-Familie



Abbildung 2: CEACAM1-Spleißvarianten



Abbildung 3: Aminosäure-Sequenzen der kurzen und langen zytoplasmatischen Domäne von CEACAM1. Sie zeigen

mögliche Phosphorylierungsstellen für Tyrosin-Kinasen (Rot), aber auch Angriffspunkte für Serin-Kinasen

(Grün) bzw. Threonin-Kinasen (Blau)



Abbildung 4: Aktivierung und Inaktivierung der Kinasen der Src-Familie (C. Wagener, 1996: Molekulare

Onkologie)
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Tabelle 2: Herkunft der verwendeten Materialien
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Tabelle 3: Verwendete Primärantikörper

Tabelle 4: Verwendete Sekundärantikörper

Tabelle 5: Verwendete Enzyme
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Tabelle 6: Trenngel für SDS-PAGE

Tabelle 7: Sammegel für SDS-PAGE
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Abbildung 5: Auftrennung der Blutzellen im Ficoll-Gradienten
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Tabelle 8: Zusammensetzung der verwendeten Molekularsgewichtsstandard

<

Gel (Dicke: 0,5 mm) Trägerfolie

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

http://www.edv.agar.tu-muenchen.de/blm/deg/


Tabelle 9: Probe-Applikation für IPG-Streifen

Tabelle 10: Werte für die Durchführung der Isoelektrische Fokussierung
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Abbildung 7: Aufbau eines "Blotting-Sandwich" für den Semi-Dry-Blot
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Tabelle 11: Das HPLC-Protkoll für Reinigung von mAb 4D1C2 (Ø 16 mm, Höhe 50 mm) mit dem Wasch-Puffer [20 mM

Na2HPO4, 0,05% NaN3, pH 7,2] und Elutionspuffer [20 mM Na3-Citrat (C6H5Na3O7.2H2O), 0,05% NaN3, pH 4]
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Tabelle 12: HPLC-Trennung an Pro RPC HR 10 Säule® (Pharmacia) mit dem Wasch-Puffer [0,1% TFA (in d2H2O)] und

Elutionspuffer [0,1% TFA, 80% Acetonitril (in d2H2O)]
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Tabelle 13: Phosphorylierungsprotokoll für SRC-Kinase

♣ γ ]



≅ ≅

γ ] ♣

Tabelle 14: Phosphorylierungsprotokoll für PKC



Tabelle 15: Protokoll für die Immunchemische Färbung



Mitttelwert aus invadierten Zellen durch Matigel-Insert-Memran

Mittelwert aus migrierten Zellen durh Kontroll-Insert-Membran
% Invasion =

% Invasion der Test-Zellen

% Invasion der Kontroll-Zellen
% Invasionsindex =



∅

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



Spur 1: 5 µg Granulozytenextrakte (Lyse mit NP-40 als Detergens)

Spur 2: 5 µg Granulozytenextrakte (Lyse mit NP-40 als Detergens und 2 mM Ca2+)

Spur 3: 5 µg Granulozytenextrakte (NP-40-Lysat nach Perchlorsäure-Extraktion)

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

Abbildung 9: 7,5% SDS-PAGE der Granulozytenextrakte mit anschließender Coomassie-Färbung 

(hier in Graustufen dargestellt)



Spur 1: 5 µg Granulozytenextrakte (Lyse mit NP-40 als Detergens)

Spur 2: 5 µg Granulozytenextrakte (Lyse mit NP-40 als Detergens und 2 mM Ca2+)

Spur 3: 5 µg Granulozytenextrakte (NP-40-Lysat nach Perchlorsäure-Extraktion)

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

Detektion: α-CEACAM1 mAb (4D1C2) 0,5µg /1000 µl, Ziege anti-Maus-POD 1:5000

Abbildung 10: 7,5%-SDS-PAGE der Granulozytenextrakte mit anschließendem Transfer des Gels auf NC-

Membran und Immunfärbung mit CEACAM1 mAb 4D1C2



α

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

Coomassiefärbung (hier in Graustufen dargestellt)
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Abbildung 12: Die zweidimensionale Gelelektrophorese ( 2D-GE ) der Granulozytenextrakten mit anschließendem

Transfer des Gels auf  NC-Membran und Immunfärbung mit mAb 4D1C2 (a); Maus IgG als Kontrolle (b), Detektion:

CEACAM1-mAb (4D1C2) bzw. Maus IgG 0,5 µg / 1000 µl , Ziege anti-Maus-POD 1:5000



Abbildung 13: Aufreinigung von mAb T.84.1 über rekombinantes Protein A



Probe: 2000 ml Granulozytenextrakt

Säule: semipräparative Affinitätschromatographie mit mAb T.84.1-BrCN-Sepharose CL4B als Matrix

(150 mm ∅ / 700 ml)

Waschpuffer (A): PBS, pH 7,4, 0,05 % NaN3

Eluent (B): 0,2 M Glycin, pH 3, 0,05 % NaN3

Flowrate: 10 ml / min

Detection: 280 nm

Elution: Stufengradient

Abbildung 14 von aus Granulozyten präpariertem 



Abbildung 15: Aufreinigung von aus Granulozyten präpariertem CEACAM1 über eine analytische T.84.1 Säule: 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 Antikörper war T.84.1. Es wurden

jeweils ca. 2 µg Elutionsfraktionen aufgetragen.



Abbildung 16: Aufreinigung von angereichertem CEACAM1 über Gel Size-Chromatographie „GSC” (I); Silberfärbung der

erhaltenen Elutionsfraktionen (II); sowie deren immunchemischen Färbung mittels T.84.1 (III).



Abbildung 17: DNA-Gelelektrophorese der CEACAM1cyt Klone und Mutanten nach einem Bam HI / Hind III -

Restriktionsverdau. 1% TAE-Agarosegel. Es wurde jeweils der komplette Ansatz (10 µl) aufgetragen.

A: 1 Kbp-Leiter

B: 100 bp-Leiter

C: BamHI / HindIII-Verdau der Y488F CEACAM1cyt

D: Y488FCEACAM1cyt

E: BamHI / HindIII-Verdau der Y515F CEACAM1cyt

F: Y515F CEACAM1cyt

G: BamHI / HindIII-Verdau der Y515F,Y488F CEACAM1cyt

H: Y515F,Y488FCEACAM1cyt

I: BamHI / HindIII-Verdau der CEACAM1cyt

J: CEACAM1cyt



Abbildung 18: Protein-Teilsequenz der CEACAM1cyt und deren Mutanten



Abbildung 19: Vergleich der verschiedenen Lysemethoden

17,5% SDS-PAGE der verschiedenen lysierten rekombinanten CEACAM1cyt mit anschließendem Transfer des Gels auf

NC-Membran und Immunfärbung mit mAb α-Histidin mAb 1 µg/1000 µl PBS, Ziege anti Maus POD 1:5000

Spur 1: 10 µg Bakterin-Lysate (Denaturierte Lyse mit Urea, RT, 1 Std)

Spur 2: 10 µg Bakterin-Lysate (Lyse mit Natriumborat, 4°C, ÜN)

Spur 3: 10 µg Bakterin-Lysate (Lyse mit Na-Phosphat, 100°C, 10 min)

Spur 4: 10 µg Bakterin-Lysate (Lyse mit Na-Phosphat, Ultraschall, 5 min)



Tabelle 17: Das HPLC-Protokoll für die Reinigung von rekombinant exprimiertem CEACAM1cyt mit dem Waschpuffer (50

mM Na2HPO4, 300 mM NaCl, pH 6) und Elutionspuffer (50 mM Na2HPO4, 300 mM NaCl, pH 3). Die erhaltenen

Elutionsfraktionen, gekennzeichnet im Chromatogramm mit CEACAM1cyt, wurden anschließend per 17,5% SDS-PAGE

und Silberfärbung untersucht.

Probe: 50 ml natives Lysat von  CEACAM1cyt

Säule: Ni - NTA (Qiagen), 16 mm ∅ / 10 ml

Waschpuffer (A): 50 mM Na2HPO4, 300 mM NaCl, pH 6

Eluent (B): 50 mM Na2HPO4, 300 mM NaCl, pH 3

Detektion: 280 nm

Elution: Linearer Gradient

Abbildung 20: Aufreinigung von rekombinant exprimierter zytoplasmatischen Domäne von CEACAM1



Probe: 50 ml natives Lysat von Y488F CEACAM1cyt

Säule: Ni - NTA (Qiagen), 16 mm∅ / 10 ml

Waschpuffer (A): 50 mM Na2HPO4, 300 mM NaCl, pH 6

Eluent (B): 50 mM Na2HPO4, 300 mM NaCl, pH 3

Detektion: 280 nm

Elution: Linearer Gradient

Abbildung 21: Aufreinigung von rekombinant exprimierter und mutierter zytoplasmatischen Domäne von CEACAM1

(Y488F CEACAM1cyt).



Probe: 50 ml natives Lysat von Y515F CEACAM1cyt

Säule: Ni - NTA (Qiagen), 16 mm∅ / 10 ml

Waschpuffer (A): 50 mM Na2HPO4, 300 mM NaCl, pH 6

Eluent (B): 50 mM Na2HPO4, 300 mM NaCl, pH 3

Detektion: 280 nm

Elution: Linearer Gradient

Abbildung 22: Aufreinigung von rekombinant exprimierter und mutierter zytoplasmatischen Domäne von CEACAM1

(Y515F CEACAM1cyt)



Probe: 50 ml natives Lysat von rekombinant exprimierter und doppelmutierter Y488F,Y515F
 CEACAM1cyt

Säule: Ni - NTA (Qiagen), 16 mm∅ / 10 ml

Waschpuffer (A): 50 mM Na2HPO4, 300 mM NaCl, pH 6

Eluent (B): 50 mM Na2HPO4, 300 mM NaCl, pH 3

Detektion: 280 nm

Elution: Linearer Gradient

Abbildung 23: Aufreinigung von rekombinant exprimierter und doppelmutierter zytoplasmatischen Domäne von CEACAM1

(Y488F,Y515F CEACAM1cyt)



Spur a: 1 µg Y488F,Y515F CEACAM1cyt

Spur b: 0,5µg Y488F CEACAM1cyt

Spur c: 2µg WT CEACAM1cyt

Spur d: 0,5µg Y515F CEACAM1cyt

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

mit Silber gefärbt.

Abbildung 24: 17,5%-SDS-PAGE mit anschließender Silberfärbung.



Probe: CEACAM1cyt Norm: 864.5

Base: 864.5 RIC: 311200

Inten: 29810 Mode: ESI + VE + HMR BSCAN (EXP) UP PRO

Com1: 0.9 Peak: 1000.00 mmU

Biomass: 9497.2

MH+ Monoisotopic Mass  = 9861.7518 amU

Isolelectric Point (pI) = 5,5

MH+ Average Mass  = 9867.8046 amU

Elemental Composition =C426H653N130O138S3

Abbildung 25: ESI - Spektrum von ca.10 µg Proteolysegemisch der über Metall-Chelat-Affinitätschromatographie (Ni-NTA)
aufgereinigten rekombinant exprimierten zytoplasmatischen Domäne von CEACAM1 (CEACAM1cyt). Das Spektrum wurde
in 1% TFA / Glycerin (1:1) aufgenommen.



Abbildung 26: SDS-PAGE (17,5%), Autoradiographie des in-vitro tyrosinphosphorylierten CEACAM1cyt und die

entsprechenden Mutanten



Abbildung 27: 17,5% SDS-PAGE der in-vitro tyrosinphosphorylierten CEACAM1cyt mit anschließendem Transfer des Gels

auf NC-Membran und Immunfärbung mit mAb PY20 und Maus IgG als Kontrolle. Detektion: α-Phosphotyrosin mAb

(PY20) und Maus IgG 1:1000, Ziege anti-Maus-POD 1:5000



Abbildung 28: Interaktion zwischen in-vitro tyrosinphosphoryliertem CEACAM1cyt und Granulozytenextrakten

(Chromatogram I), CEACAM1cyt und Granulozytenextrakten (Chromatogram II), Granulozytenextrakten und Ni-NTA Matrix

(Chromatogram III) als Kontrolle



Spur a: Interaktion zwischen CEACAM1cyt-p und Proteinen aus Granulozyten

Spur b: Interaktion zwischen CEACAM1cyt und Proteinen aus Granulozyten

Spur c: Interaktion zwischen Ni-NTA-Matrix und Proteinen aus Granulozyten (Kontrolle)

Abbildung 29: SDS-PAGE (7,5%), Silberfärbung der Elutionspeaks von Chromatogrammen I,II,III in der Abb. 28
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Spur a: Interaktion zwischen CEACAM1cyt-p und Proteinen aus Granulozyten

Spur b: Interaktion zwischen CEACAM1cyt 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 I,II,III in Abbildung 27 mit anschließendem

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

Maus-POD 1:5000

α
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Westernblot der CEACAM1-Immunpräzipitate mittels mAb Integrin β3 bzw. mAb Paxillin.

A:  Spur 1: Granulozytenextrakte wurde einer Immunpräzipitation mit mAb Integrin β3 bzw. mit nicht immunem IgG1-Maus unterworfen.

Spur 2: HT29-Zell-Lysat wurde einer Immunpräzipitation mit mAb Integrin β3 bzw. mit nicht immunem IgG1-Maus unterworfen.

B:  Spur 1: Granulozytenextrakte wurde einer Immunpräzipitation mit mAb Paxillin bzw. mit nicht immunem IgG1-Maus unterworfen.

Spur 2: HT29-Zell-Lysat wurde einer Immunpräzipitation mit mAb Paxillin bzw. mit nicht immunem IgG1-Maus unterworfen.

Detektion: mAb CEACAM1 (4D1C2), 1:1000, Ziege anti Maus POD 1:5000

Abbildung 31: Kopräzipitation von CEACAM1 mit Integrin β3 bzw. mit Paxillin aus Granulozyten-Lysat bzw. HT29-

Zell-Lysat.
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Westernblot der Integrin β3- bzw. Paxillin-Immunpräzipitate.mittels α-CEACAM-Antikörper (12-140-4)

A und B: Spur 1: Granulozytenextrakte wurde einer Immunpräzipitation mit α-CEACAM-Antikörper (12-140-4) bzw. mit nicht immunem

IgG1-Maus unterworfen.

A und B: Spur 2: HT29-Zell-Lysat wurde einer Immunpräzipitation mit α-CEACAM-Antikörper (12-140-4) bzw. mit nicht immunem IgG1-

Maus unterworfen.

Detektion: A) mAb Integrin β3, B) mAb Paxillin, 1:1000, Ziege anti Maus POD 1:5000

Abbildung 32: Kopräzipitation von Integrin β3 und  Paxillin und mit CEACAM1 aus Granulozyten-Lysat bzw. HT29-

Zell-Lysat
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Spur 1: Präzipitation der CEACAM1cyt-p bzw CEACAM1cyt-pp mit mAb Paxillin.

Spur 2: Präzipitation der Y515F CEACAM1cyt-p mit mAb Paxillin.

Spur 3: zeigt,daß Y488F CEACAM1cyt-p mit mAb Paxillin sehr schwach präzipitiert wird.

Spur 4: zeigt, daß die nicht phosphorylierte CEACAM1cyt mit mAb Paxillin nicht präzipitiert wird (Kontrolle).

Abbildung 33: Autoradiographie. Kopräzipitation von in-vitro phosphoryliertem CEACAM1cyt-p und der Mutante

Y488FCEACAM1cyt-p sowie Y515F CEACAM1cyt-p mittels immobilisiertem mAb Paxillin (17,5% SDS-PAGE der Präzipitate

mit anschließender Autoradiographie). Die radioktiv markierten tyrosinphosphorylierten zytoplas-matischen Domänen von

CEACAM1 wurden nach der Aufreinigung über Ni-NTA-Matrix mit Granulozyten-extrakten für zwei Stunden bei 4°C

inkubiert und anschließend einer Immunpräzipitation mit mAb Paxillin unterworfen.

β

β



Spur 1: Präzipitation der CEACAM1cyt-p bzw. CEACAM1cyt-pp mit mAb Integrin β3.

Spur 2: Präzipitation der Y515F CEACAM1cyt-p mit mAb Integrin β3.

Spur 3: zeigt,daß Y488F CEACAM1cyt-p mit mAb Integrin β3 nicht präzipitiert wird.

Spur 4: zeigt, daß die nicht phosphorylierte CEACAM1cyt mit mAb Integrin β3 nicht präzipitiert wird (Kontrolle).

Abbildung 34: Autoradiographie. Kopräzipitation von in-vitro Tyrosin phosphoryliertem CEACAM1cyt-p und der Mutante

Y488F CEACAM1cyt-p sowie Y515F CEACAM1cyt-p mittels immobilisiertem mAb Integrin β3. 17,5% SDS-PAGE der

Präzipitate mit anschließender Autoradiographie. Die radioktiv markierten tyrosinphosphorylierten zytoplasmatischen

Domänen von CEACAM1 wurden nach der Aufreinigung über Ni-NTA-Matrix mit Granulozytenextrakten für zwei Stunden

bei 4°C inkubiert und anschließend einer Immunpräzipitation mit mAb Integrin β3 unterworfen.
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Abbildung 35: Immunfluorenszenz des TRITC markierten 4D1C2 zum Lokalizieren von CEACAM1 (A in Kombination mit

phasenkontrast Blau) und FITC markierte mAb Paxillin (B) bei HT29-Zellen. Die Doppel-Fluoreszenz-Markierung wurde

mit TRITC (für Detektion der mAb CEACAM1, Rot) und FITC (für Detektion der mAb Paxillin, Grün) gezeigt (C). Bei den

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





Doppel-Fluoreszenz-Markierung der HUVEC-Zellen (Abbildung 36, A1-A4) mit TRITC( für die Detektion von mAb CEACAM1, Rot) und

mit FITC (für die Detektion von mAb Paxillin,Grün)

A1: transluzenter Kanal

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

A3: Immunfluoreszenz von Paxillin-Färbung (grüner Kanal, b/w Modus)

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

B) :(1 und 2) Doppel-Fluoreszenz-Markierung (RGB-Overlay) mit TRITC (für die Detektion von mAb CEACAM1, Rot) und mit FITC (für

die Detektion von mAb Paxillin,Grün) 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
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Abbildung 37: Immunofluorenszenz des TRITC markierten mAb 4D1C2 zur Markierung von CEACAM1(A) und des FITC-

markierten mAb Integrin β3 (B) auf Granulozyten. Die Doppel-Fluoreszenz-Markierung wurde mit TRITC (für die Detektion

der CEACAM1, Rot) und FITC (für die Detektion der Integrin β3 mAb, Grün) gezeigt (C). Bei den HT29-Zellen wurde die

Immunreaktivität (4D1C2, D,mAb Integrin β3, E) und Doppel-Fluorescence Färbung (F) gezeigt.
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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 (für Detektion von

mAb 4D1C2, Rot) und FITC (für Detektion von mAb Paxillin, Grün) gezeigt (C). Immunfluoreszens von TRITC markiertem

mAb 4D1C2 zur Lokalisation von CEACAM1 (D) und von FITC markierten mAb Integrin β3 (E) in HUVEC-Zellen. Die

Doppel- Fluoreszenz-Markierung wurde mit TRITC (für die Detektion von mAb 4D1C2, Rot) und FITC (für die Detektion

von mAb Integrin β3, Grün) gezeigt (F).
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Abbildung 39: Kolokalisation von CEACAM1 und Integrin β3 im Endometrium. Immunofluoreszenz-Färbung des

Endometriums mittels TRITC markiertem mAb 4D1C2 (A) und FITC markiertem mAb Integrin β3 (B). Die Doppel-

Fluoreszenz-Markierung wurde in (C) gezeigt.

β

β

β
β

β β

β



Abbildung 40: Koexpression und Kolokalisation von CEACAM1 und Integrin β3 am fetal-maternalen-Übergang.
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Abbildung 41: Immunfluoreszenz Färbung von primären Melanomen mittels TRITC markierten mAb 4D1C2 (C, Rot) und

FITC markierten mAb Integrin β3 (D, grün). Die simultane Detektion von Integrin β3 und CEACAM1 zeigt die heterogene

Kolokalisation der beiden Signale (gelb) im Zentrum vom primären Melanomen (A) und die konzentrierte Kolokalisation an

der invadierdenden Tumorzapfen (B, E, und F).



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

Abbildung 43: Quantitifizierung der Zell-Invasion von gefärbten CHO-, stabilen CHO-CEACAM1-Transfektanten-Zellen

durch visuelle Auszählung.



Abbildung 44: Quantifizierung der Zell-Invasion von gefärbten CEACAM1-positiven Zellen 
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Abbildung 45: Schematische Darstellung der ECM und den entsprechenden Partnern (Horwitz, A.F., 1998)
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Abbildung 46: Modellvorstellung für die Interaktion von CEACAM1 mit Integrin β3. und Paxillin
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