ERGEBNISSE - CEACAM1-Expression auf angiogenetisch-aktivem Gefal3endothel der Ratte

Ergebnisse

CEACAM1 wird in vivo auf angiogenetisch-aktivem GefaRendothel der Ratte

exprimiert

Eine Reihe von Zelloberflachenrezeptoren auf Endothelzellen wird nur unter angiogene-
tischen Bedingungen exprimiert, wiahrend sich die Expression anderer Zelloberflichenpro-
teine nicht, oder kaum, dndert. In fritheren Arbeiten unserer und anderer Arbeitsgruppen wur-
de CEACAMI1 als Oberflichenmarker von Blutgefillen verschiedener Organe und Gewebe in
adulten, und sich entwickelnden, Ratten beschrieben. Eine Expression von CEACAMI in
angiogenetisch aktiven Geweben der Ratte wurde bis zu diesem Zeitpunkt jedoch noch nicht
untersucht oder beschrieben. Um eine mogliche CEACAMI1-Expression unter angiogenen
Bedingungen zu detektieren, wurden Tumor-tragende Ratten, denen das transplantierte
Morris-Hepatom-7777 im Oberschenkel heranwéchst, untersucht. Kirschgrof3e Tumore
wurden nach Perfusion entnommen und in kleinere Gewebestlicke zerteilt. Stark nekrotisches
Gewebe wurde entfernt und die resultierenden Priparate fiir die Immunfluoreszenz vorberei-
tet. An Hand von 20 pum dicken Cryo-Schnitten des Hepatomgewebes konnte die CEACAM1-
Expression analysiert werden. Blutgefile wurden durch die spezifische Reaktion des
Lycopersicon Esculentum (Tomato-) Lektins mit glykosylierten Oberflichenstrukturen auf
Endothelzellen sichtbar gemacht (Abb. 8A, obere Reihe). Indirekte Immunfluoreszenz zeigt
eine starke CEACAMI1-Expression auf Gefdlendothel des Hepatomgewebes. Grofle Gefille
mit mehr als 40 pm Durchmesser, aber auch kleinere Gefdfle und Kapillaren mit Durch-
messern kleiner als 10 pm, konnten deutlich mit dem anti-CEACAMI1 spezifischen monoklo-
nalen Antikorper Be9.2 angeférbt werden (Abb. 8A, untere Reihe). Durch konfokale Laser-
Scanning-Mikroskopie konnte die CEACAMI1-Expression vereinzelt auch auf Ausspros-
sungen von Endothelzellen aus bestehenden Endothelzellverbidnden (Abb. 8B, weiller Pfeil)
detektiert werden. Solche Aussprossungen von existierenden GefaBlen werden nur in angioge-
netisch aktiven Geweben gefunden. Ob es sich hierbei um einen einzigen langen Zellfortsatz
(Protrusion oder Lamaellipodium) oder um einen Zell-Zell-Kontakt zwischen Endothelzellen
handelt, konnte jedoch an Hand der vorliegenden Gewebeschnitte nicht geklart werden. Die
Expression von CEACAMI ist im untersuchten Morris-Hepatom-7777 jedoch nicht allein auf
das Gefillendothel beschrinkt, sondern konnte auch auf Zellen des Hepatoms selbst detektiert
werden. CEACAM1
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Abb. 8: CEACAMI1-Expression auf angiogenetisch aktiven Blutgefiafien in vivo-Darstellung im
Morris-Hepatom-7777. Darstellung der CEACAM1-Expression in 20 um dicken Gefrierschnitten
von frisch isoliertem Morris-Hepatom-7777 in der indirekten Immunfluoreszenz. (A) Doppelfarbung
von nicht permeabilisierten Gewebeschnitten: rot - AlexaFluor594-gekoppeltes Lycopersicon Escu-
lentum (Tomato-) Lectin; griin - CEACAM1-Fiarbung (mAb Be9.2 und Cy2-gekoppelte anti-Maus se-
kundér-Antikorper). Originalvergroflerung x 400, x 600 (mittlere Aufnahmen). (B) Darstellung der
CEACAMI1-Expression wie in (A) in der konfokalen Laser-Scanning-Mikroskopie (Pinhole 20, Ori-
ginalvergroBerung x 600). Der Pfeil deutet auf eine CEACAM1-positive Aussprossung aus einer vor-
handenen Kapillare.

im Morris-Hepatom-7777 ist membranstdndig, zeigt jedoch keine polare Verteilung, wie sie
in normalen Hepatozyten (apikal, gallekanalikuldr gelegen) zu finden ist. Frithere Arbeiten
unserer und anderer Arbeitsgruppen beschrieben das vorliegende Morris-Hepatom-7777, wie
auch andere untersuchte Hepatome der Ratte, urspriinglich als CEACAMI1-negativ. Aus die-
sen Befunden wurde damals abgeleitet, dass CEACAMI ein Transfomations-sensitiver Ober-
flichenmarker der Leber ist, dessen Expression frith wihrend der Tumorentstehung verloren
geht. Die oben beschriebenen Ergebnisse zeigen jedoch, dass es durchaus zu einer
Re4expression von CEACAMI1 im Tumorgewebe kommen kann. Deren Mechanismus und
Auswirkungen sind jedoch nicht Ziel dieser Arbeit. Im Folgenden soll vielmehr das
CEACAMI1, exprimiert auf Endothelzellen, biochemisch charakterisiert und hinsichtlich

angiogenetischer Prozesse in vitro funktionell untersucht werden.
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ERGEBNISSE — Generierung und Charakterisierung einer endothelialen Zelllinie, RBE-Zellen

Generierung einer endothelialen Zelllinie: Rat-Brain-Endothelial (RBE)-Cells

Expression von CEACAM1 im adulten Gehirn der Ratte und in Zelltypen des
Gehirns

Um die CEACAMI-Expression auf Gefdflendothel funktionell zu charakterisieren, wurde zu-
nichst ein geeignetes Spenderorgan zur Generierung von priméren Endothelzellen aus der
Ratte gesucht. Sawa et al. untersuchten 1994 die CEACAMI1-Expression in Geweben der
Ratte und, im Speziellen, des sich entwickelnden Rattengehirns (Sawa et al., 1994). Diese Ar-
beiten zeigten, dass die CEACAMI1-Expression im Gehirn auf das GefaBBendothel beschrankt
ist; Neurone, Astrozyten und Oligodendrozyten zeigten dagegen keine Immunreaktion mit
CEACAMI-spezifischen Antikdrpern. Diese Ergebnisse konnten im Rahmen dieser Arbeit
bestitigt und auf adulte Tiere ausgeweitet werden. Immunhistochemische Untersuchungen
von Gehirnschnitten adulter ménnlicher Wistar-Ratten mit dem mAb Be9.2 zeigten eine
CEACAMI-Expression auf GefédBBendothelien der Hirnhaut als auch auf Kapillaren anderer
Gehirnbereiche (Abb. 9).

A Abb. 9: Immunhistochemische Darstellung der
CEACAMI1-Expression im Gefiflendothel des
Rattenhirns. 5 pm dicke Gefrierschnitte von
frisch préparierten Rattengehirnen wurden auf
Glasobjekttragern fixiert und BSA-blockiert. En-
dogene Alkalische-Phosphatase wurde mit Leva-
misole inhibiert. Zur Darstellung der CEACAM1-
Expression wurden die Schnitte mit dem mAb
Be9.2 und anschlieBend mit Alkalischer Phospha-
tase-konjugierten sekundar-Antikérpern inkubiert.
Das rote Prizipitat zeigt die indirekte Farbung von
CEACAMI-Molekiilen auf GefaBendothel der
Hirnhaut. (A) GefdBle der Hirnhaut, (B) Gefal3e in
inneren Gehirnstrukturen. Eingefiigte Abbildung
oben links: negativ Kontrolle (keine Farbung) mit
anti-Rabbit Isotyp-IgGs und sekundiren AP-kon-
jugiertem Antikorpern. OriginalvergréBerung x10.

In Zusammenarbeit mit der AG Kettenmann, MDC-Berlin, konnten ferner weitere Zelltypen
des adulten Rattengehirns an Hand primédrer Zellkulturen von Oligodendrozyten, Astrozyten
sowie von Mikroglia durch RT-PCR auf CEACAM1-mRNA Produktion untersucht werden.
Wiéhrend im adulten Hirngewebe sowohl die lange (CEACAMI1-long) als auch die kurze
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(CEACAMI1-short) Isoform detektiert werden konnten, waren Oligodendrozyten (nicht
dargestellt) und Astrozyten fiir beide Isoformen negativ. Dagegen waren nicht aktivierte
Mikroglia positiv fiir beide Isoformen (Abb. 10). Des Weiteren konnte mit dem Primerpaar
R/L eine zusétzliche Bande bei 500 Bp in mRNA-Préiparationen aus dem adulten Gehirn und
in Mikroglia nachgewiesen werden. Bei dieser CEACAMI1-Isoform handelt es sich wahr-
scheinlich um eine 16sliche Variante des CEACAMI1, die bereits in den Ratten-Zelllinien
MTC (Rattenbrust Adenokarzinom) und PC12-Zellen (Pheochromozytom) gefunden und be-
schrieben wurde (Budt et al., 2002b). Auf eine genauere strukturelle Untersuchung dieser

Isoform wurde im Rahmen der vorliegenden Doktorarbeit jedoch verzichtet.

oligo dT | random
M12341234M1234 12341234

IEC-6 Astrozyten Gehirn Mikroglia

Abb. 10: Nachweis von CEACAMI1-Isoformen im Rattenhirn und Mikroglia durch RT-PCR.
Aus frisch isolierten Rattengehirn bzw. Astrozyten und Mikroglia in 7 Tage alter Primérkultur und
epithelialen Zellen (IEC-6, positiv Kontrolle) wurde RNA prépariert und mit oligo-dT- (Mikroglia
auch random-) Erststrangprimer in cDNA umgeschrieben. Nachweis von CEACAMI1-Isoformen nach
Amplifikation durch PCR, Gelelektrophorese und Ethidiumbromidfarbung: M-Marker, 1-GAPDH, 2-
CEACAM1-spezifische Primerkombination R/L, 3-CEACAMI1-long spezifische Primerkombination
L/9, 4-CEACAM1-short spezifische Primerkombination R/22.

Generierung und Charakterisierung von primaren Ratten-Endothelzellen

In Zusammenarbeit mit der Gruppe von Bjoérn Obrink (Karolinska Instituet, Stockholm,
Sweden) wurden nach einer Methode von J. Folkman (Folkman et al., 1979) primire
Endothelzellen aus leptomeningealen Blutgefialen des adulten Rattengehirns erzeugt, die im
Folgenden in unserer Arbeitsgruppe charakterisiert wurden. Die generierten Zellen, rat-brain-
endothelial cells, RBE-Zellen, zeigten ein homogenes Erscheinungsbild und eine
pflastersteinartige Morphologie, typisch fiir primére Endothelzellen in Kultur (Abb. 11A). Die
Zell-Population wuchs im Monolayer und zeigte eine Kontakt-vermittelte Inhibition der

Proliferation nach Erreichen der Konfluenz.
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Endothelzellen exprimieren Zelltyp-spezifische Proteine, sog. Markerproteine. Dazu gehoren
das Vaskuldre-Endotheliale Cadherin (VE-Cadherin, CD144), das Pléttchen-Endothel-
spezifische Zell-Zell-Adhdsionsmolekiil (PECAM, CD31) sowie das fiir Entziindungsreak-
tionen wichtige E-Selektin (CD62E, ELAM). Die Expression dieser Markermolekiile in den
erzeugten RBE-Zellen wurde im Western-Blot oder in der Durchflusszytometrie (FACS)
iiberpriift. RBE-Zellen, nicht aber epitheliale IEC-6-Zellen aus dem Ratten-Diinndarm, expri-
mieren VE-Cadherin und PECAM-1, wie im Western-Blot gezeigt (Abb. 11B).

SR  VE-Cadherin

PECAM

VE-Cadherin T ogFll ~

Abb. 11: Charakterisierung von RBE-Zellen nach Isolation und Passagieren in Zellkultur. (A)
Phasenkontrastaufnahme von RBE-Zellen nach Erreichen der Konfluenz. (B) Expression von Endo-
thel-spezifischen Markerproteinen im Western-Blot. Nachweis von VE-Cadherin und PECAM-1 in
Zelllysaten. Je Spur wurden 50 pg Gesamtprotein von (1) IEC-6-Zellen (negativ Kontrolle) und (2)
RBE-Zellen geladen. (C) Darstellung der Lokalisation von VE-Cadherin an Zell-Zell-Kontakten in
konfluenten RBE-Zellen durch indirekte Immunfluoreszenz. (D) Induktion und Nachweis der Expres-
sion von E-Selektin auf RBE-Zellen nach Inkubation mit 10 pg/ml TNF-a (20 h). Unbehandelte
(gepunktete Linie) und TNF-o-behandelte RBE-Zellen (durchgezogene Linie) wurden mit anti-E-
Selektin- oder mit IgG-Isotyp-Antikdrpern (grau schattierter Bereich) inkubiert und nach Farbung mit
FITC-konjugierten sekundér-Antikorpern in der Durchflusszytometrie analysiert.

Indirekte Immunfluoreszenz-Untersuchungen an konfluenten RBE-Zellen zeigten ferner eine
fiir VE-Cadherin typische Lokalisation an Zell-Zell-Kontaktregionen (Abb. 11C). Die Expres-
sion von CD62E konnte dagegen nur nach Aktivierung der RBE-Zellen mit dem Entziin-
dungsmediator Tumor-Nekrose-Faktor-alpha (TNF-a,, 10 ng/ml, 20 h) auf der Oberfliche
nachgewiesen werden (Abb. 11D). Diese Regulation durch TNF-a ist charakteristisch fiir
Endothelzellen in der Zellkultur und ein wichtiges Indiz fiir die endotheliale Identitédt der
RBE-Zellen. Diese Befunde zeigen weiterhin, dass die generierten Zellen biologisch funk-

tionell und Endothel-spezifisch auf externe Stimuli reagieren konnen.
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RBE-Zellen exprimieren endogen kein CEACAM1

Des Weiteren wurde die Expression von CEACAMI in RBE-Zellen iiberpriift. Obwohl das
Gefilendothel des Rattenhirns eine starke CEACAM1-Expression in vivo in immunhistoche-
mischen Untersuchungen zeigte, konnte die CEACAM1-Expression in den generierten RBE-
Zellen weder durch RT-PCR auf mRNA, noch durch Western-Blot und FACS-Analyse auf
Protein-Ebene nachgewiesen werden (Abb. 12A-C).

Zellzahl
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Abb. 12: RBE-Zellen exprimieren kein CEACAMI. (A) RBE-Zellen in Kultur zeigen keine CEA-
CAMI1-Expression auf der Oberflache. Nach dem Ablosen wurden RBE-Zellen mit CEACAM1-spezi-
fischen monoklonalen Antikorpern (Be9.2) (durchgezogene Linie) oder Isotyp-Kontrollantikdrpern
(grau schattierter Bereich) inkubiert, mit FITC-markierten sekundér-Antikorpern gefarbt und in der
Durchflusszytometrie analysiert. (B) In Zellkulturiiberstinden von RBE-Zellen sind keine abgeschil-
ferten oder sekretierten 16slichen CEACAMI1-Isoformen detektierbar. 5 ml Zellkulturiibersténde von
RBE-Zellen, MTC-Zellen oder IEC-6-Zellen wurden mit polyklonalem anit-CEACAMI1-Serum/Pro-
tein-A-Sepharose immunprézipitiert und anschlieBend im Western-Blot mit dem mAb Be9.2 auf CEA-
CAMI1-Anwesenheit im Prizipitat hin untersucht. (C) RBE-Zellen enthalten keine CEACAM1-spezi-
fischen Transkripte. In RBE-Zellen (RBE-Zellen) konnten keine mRNAs fiir CEACAM1-Isoformen
durch RT-PCR nachgewiesen werden, wihrend Vektor-CEACAMI1-cDNA (Kontrollen, positiv Kon-
trollen) fiir die Primerkombinationen R/L, R/9 (CEACAMI1-long) und R/22 (CEACAM1-short) eine
Reaktion zeigte.

Ein identisches Ergebnis, der nicht mehr vorhandenen CEACAM1-Expression nach Generie-
ren von primiren Endothelzellen der Ratte nach der Methode von J. Folkman, wurde ebenfalls
nach erneutem Erzeugen von Ratten-Endothelzellen des Gehirns und nach Gewinnung von
Endothelzellen aus anderen Geweben der Ratte, wie Pankreas und Fettgewebe, erhalten (nicht

gezeigt). Der Verlust der CEACAMI1-Expression in der Zellkultur scheint daher ein
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verbreitetes Phidnomen primirer Endothelzellen der Ratte zu sein, da es nicht allein in den

oben charakterisierten RBE-Zellen beobachtet wurde.

Transfektion der RBE-Zellen und Transfektionsanalyse

Um die Funktion der CEACAM1-Expression auf Endothelzellen zu studieren, wurden die er-
zeugten CEACAM1-negativen RBE-Zellen mit cDNA sowohl fiir die lange CEACAMI1-
Isoform, als auch fiir die kurze Isoform transfiziert. CEACAMI1-exprimierende Zellen wurden
nach Selektion durch limitierte Verdiinnung kloniert. Fiir spatere Kontrollexperimente wurden
RBE-Zellen zusitzlich mit leerem Expressionsvektor (pRC/CMV) transfiziert und selektiert.
Die so entstandenen Zelllinien wurden RBE/Vektor, RBE/CEACAM1-long (Transfektanten
mit der cDNA fiir die lange CEACAMI-Isoform) bzw. RBE/CEACAMI-short
(Transfektanten mit der cDNA fiir die kurze CEACAM 1-Isoform) benannt.

Die Expression von CEACAMI1 in RBE-Zellen wurde nach Klonieren genauer untersucht.
Beide Isoformen werden in den Zellen exprimiert und konnten im Western-Blot detektiert
werden (Abb. 13A). In der SDS-Gelelektrophorese und im Immunblot erscheinen sie bei
einem scheinbaren Molekulargewicht von ca. 120 k (lange Isoform) und ca. 110 k (kurze Iso-
form). Dieses Molekulargewicht von CEACAMI, exprimiert auf Endothelzellen, dhnelt dem
fiir andere Gewebe- und Zelltypen der Ratte beschriebenen zwischen 105 und 130 kD. Das
Molekulargewicht von CEACAMI kann, je nach Zelltyp, auf Grund der starken, oft hetero-
genen Glykosylierung stark schwanken (der Proteinanteil betrdgt theoretisch nur 48 kD).
FACS-Analysen der selektierten Klone zeigten, dass beide Isoformen auf die Oberfliche von
RBE-Zellen gelangen (Abb. 13B). Die Oberflichenexpression konnte ebenfalls durch indi-
rekte Immunfluoreszenz von nicht permeabilisierten Transfektanten bestétigt werden. Dabei
zeigten beide Isoformen eine eher zufillige Verteilung von CEACAM1-Molekiilen auf der
Oberfldache (Abb. 13C), wenn die Zellen vereinzelt wuchsen. RT-PCR-Analysen zeigten fer-
ner eine [soformen-spezifische Expression von CEACAM1-long und CEACAM1-short in den
jeweiligen Transfektanten (Abb. 13D). Da losliche Isoformen des CEACAMI1 von Ergiin et
al. als pro-angiogenetisch beschrieben wurden (Ergiin et al., 2000), wurden Zellkulturiiber-
stinde von 4 Tage alten Kulturen abgenommen und auf 16sliche Isoformen hin untersucht.
Nach Immunprézipitation mit polyklonalem anti-CEACAM1-Serum konnte im Zellkultur-
iiberstand von RBE/CEACAM1-Zellen jedoch weder proteolytisch abgespaltenes, noch sekre-
tiertes CEACAMI1 durch Immunblot detektiert werden (gezeigt fiir CEACAMI1-long, Abb.
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13E). Epitheliale Mammakarzinom (MTC)-Zellen, die 16sliches CEACAMI1-4C1 sekretieren,

zeigten dagegen ein deutlich positives Signal.
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Abb. 13: CEACAMI1-Expression in RBE-Zellen nach Transfektion und Klonierung. Darstellung
der CEACAMI1-long- und CEACAMI1-short (Oberfldchen)-Expression mit dem monoklonalen Anti-
korper Be9.2 (A) im Western-Blot in Zelllysaten von RBE/Vektor (RBE/V)- oder RBE/CEACAMI1
(RBE/CC1) -long- bzw. -short-Transfektanten, (B) in der Durchflusszytometrie (grau schattierter Be-
reich RBE/Vektor, dicke Linie RBE/CEACAM1-long, diinne Linie CEACAMI1-short) -gefdrbt mit
FITC-gekoppelten anti-Maus sekundér-Antikorpern, (C) oder in der indirekten Immunfluoreszenz von
RBE/CEACAMI1-short (CC1-short) oder RBE/CEACAM1-long (CCl-long) nach Féarbung mit Cy2-
gekoppelten anti-Maus sekundir-Antikorpern. (D) Nachweis der Isoform-spezifischen Expression
nach Transfektion mit CEACAMI1-long (L)- bzw. CEACAM1-short (S)- Expressionsvektoren oder
RBE/Leervektor-transfizierten Zellen (V) in der RT-PCR mit CEACAM1-long (L/9) und CEACAMI1-
short (L/22) detektierenden Primerkombinationen. (E) Western-Blot zum Nachweis membran-
stindiger CEACAMI-Isoformen in Zelllysaten (unten) oder von loslichen Isoformen nach Immunpra-
zipitation aus Zellkulturiiberstinden (oben) von RBE/CEACAMI1-long (RBE/CC1-L)- und RBE/Vek-
tor (RBE/V)-Transfektanten bzw. MTC-Zellen.

Transmembrandres CEACAM1 beeinflusst in Abh&nqgigkeit von der extrazellu-

laren Matrix die Morphologie und Migration von RBE-Zellen

CEACAM1-Expression fordert die in vitro-Angiogenese auf Matrigel

Matrigel ist ein Gel-artiges Gemisch aus extrazelluliren Matrixproteinen wie Lamininen,
Kollagenen, Nidogen und Proteoglykanen und einer Anzahl von anhaftenden Wachstums-

faktoren. Matrigel polymerisiert bei 37°C und stellt in diesem Zustand eine Art kiinstliche
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Basalmembran dar. Endothelzellen und Epithelzellen verschiedener Gewebe vermdgen sich
selbst zu netzartigen Strukturen zu organisieren, wenn sie auf diese Matrix aufgebracht wer-
den. Fiir Endothelzellen ist diese Selbstorganisation eine wichtige Voraussetzung flir angioge-
netische Prozesse, wenn die Zellen sich vom bestehenden Gefél3endothel abldsen, die darun-
terliegende Basalmembran penetrieren und sich zu neuen GefaBen anordnen. Die ausgebilde-
ten netzartigen Strukturen konnen sich in der Zellkultur vereinzelt durch Lumenformung
zwischen zwei Zellen, oder innerhalb einer Zelle, zu sog. 'tubes' oder 'tube-like structures'

(Rohren) weiterentwickeln.
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Abb. 14: Die Ausbildung von netzartigen Strukturen auf Matrigel wird von CEACAMI positiv
beeinflusst. (A) Einzelzellsuspensionen von 3 x 10* RBE/wt-Zellen, RBE/Vektor-, RBE-CEACAM -
long- oder -short-Transfektanten wurden auf mit Matrigel beschichteten 96well-Platten ausplattiert
und kultiviert. Zu gegebenen Zeitpunkten (7 und 21 h) nach dem Ausplattieren wurde das Fortschrei-
ten der Netzwerkausbildung durch Fotografieren im Phasenkontrast dokumentiert (Originalvergrof3e-
rung x10). (B) Quantifizierung der Netzwerkausbildung von RBE/wt-Zellen, RBE/Vektor- und
RBE/CEACAMI1-long-Transfektanten. Hierzu wurden die Léngen der kettenartigen Zellverbdnde
zwischen Zellclustern zu den Zeitpunkten 7 und 22 h vermessen und zu den Ergebnissen von
RBE/wt-Zellen in Relation gesetzt. (Mittelwerte + Standardabweichung von drei unabhéngigen
Versuchen in doppelter Ausfithrung, *=p <0,01.)

Lumenformation wurde jedoch weder bei RBE-Zellen noch bei einer als Kontrollzelllinie fun-
gierenden Ratten-Diinndarmepithel-Zelllinie (IEC-6) im Phasenkontrast beobachtet und im
Folgenden nicht weiter untersucht. RBE-Zellen, auf polymerisiertem Matrigel ausplattiert, ad-
hidrierten auf der Matrix und spreiteten. Nach ca. 3 h begannen sie, sich zu formieren. Die
Zellen zeigten dabei eine langgestreckte Morphologie und einige Zellen begannen sich mit

Nachbarzellen zu kleinen, miteinander verbundenen Zellstringen zu organisieren. Zu diesem
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Zeitpunkt konnte kein Einfluss der CEACAM1-Expression beobachtet werden. 7 h nach dem
Ausplattieren zeigten sowohl wt-RBE-Zellen als auch Vektor- und CEACAMI-
Transfektanten eine netzartige Struktur, mit zahlreichen Zellansammlungen, die untereinander
mit Zellstrangen verbunden sind. CEACAM1-exprimierende Zellen zeigten dabei eine mehr
gestreckte, langgezogenere Morphologie und erreichten zu diesem Zeitpunkt ein fortgeschrit-
teneres Netzwerk als wt-RBE-Zellen und Vektor-Transfektanten (Abb. 14A), das charakte-
risiert war durch groflere zusammenhingende Matrigelbereiche ohne Zellen und ldngeren
Zellstrangen zwischen Ansammlungen. Nach 21 h Inkubation zeigten nur noch RBE/CEA-
CAM 1 -Transfektanten ein Netzwerk, wéihrend die Strukturen von wt- und Vektor-transfizier-
ten Zellen zu dieser Zeit bereits zusammengebrochen war und in groen Zellaggregaten auf
der Matrigeloberflache resultierte (Abb. 14A). Die netzartigen Strukturen der CEACAM1-ex-
primierenden Zellen waren dagegen bis zu 36 h stabil, zeigten danach jedoch, dhnlich den wt-
und Vektor-Zellen, einen Zusammenbruch der Netzstruktur. Das Vermogen der Zellen, sich
selbst zu organisieren, nahm, unabhéngig von der CEACAMI1-Expression, mit fortschrei-
tender Passagierung der Zellen ab und zeigte aulerdem Schwankungen in Abhingigkeit von
der verwendeten Batch-Nr. sowie vom Hersteller des Matrigels. IEC-6-Zellen zeigten eben-
falls eine Abnahme der Selbstorganisation mit fortschreitenden Passagieren, die gebildeten
Strukturen blieben aber ldnger als fiir RBE-Zellen beobachtet, iiber mehrere Tage hinaus sta-
bil. Weder RBE/CEACAM 1-Transfektanten noch die endogen CEACAM1-exprimierenden
IEC-6-Zellen zeigten eine detektierbare Beeinflussung der Reorganisation auf Matrigel nach
Zugabe des CEACAMI-spezifischen, die homophile Adhésion blockierendem mAb Be9.2
(10 pg/ml, nicht gezeigt).

Erhdhte Migration nach Monolayer-Verletzung

Um zu kldren, ob die Zunahme der Selbstorganisation von CEACAM1-exprimierenden
Zellen bei der Differenzierung auf Matrigel in Zusammenhang mit einer erhdhten
Wanderungsgeschwindigkeit (der sog. Zell-Migration) der CEACAM 1-transfizierten RBE-
Zellen steht, wurde die Beweglichkeit der Zellen in Monolayer-Riickbildungsversuchen nach
Verletzung gemessen. Dazu wurden RBE-Zellen in identischer Anzahl ausplattiert und fiir

drei Tage kultiviert.
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Abb. 15: Die Zellmigration wird nach Verletzung von konfluenten Monolayern durch die CEACAMI1-
Expression erhoht. (A) RBE/wt-Zellen, RBE/Vektor- oder CEACAM-1-long- und -short-
Transfektanten wurden in gleicher Anzahl ausplattiert und bis zum Erreichen der Konfluenz kultiviert.
Monolayer wurden durch Abkratzen von Zellen mit einer Pippettenspitze verletzt (Zeitpunkt t=0) und
weiterkultiviert. 18 h nach Verletzung wurde die Migration der Zellen in den zuvor zellfreien Bereich
durch Fotografieren im Phasenkontrast dokumentiert (OriginalvergroBBerung x 25). Vom Zellverband
abgeloste, als Einzelzellen migrierende Zellen sind durch Pfeilspitzen in CEACAMI-long und -short
transfizierten Zellen (nach 18 h) markiert. (B) Quantifizierung der Zellmigration. Die Weite der
zellfreien Areale wurde zum Zeitpunkt t=0 und t=18 h vermessen, und der relative "Wundverschluf3",
die Monolayer-Riickbildung, in Relation zu RBE/wt-Zellen bestimmt. (Mittelwerte =+
Standardabweichung, n = 8 mit unterschiedlichen Weiten zum Zeitpunkt t = 0, *= p < 0,01). (C)
Nachweis der unveridnderten Expression von VE-Cadherin und PECAM-1 nach CEACAMI-
Transfektion am Beispiel von (1) RBE/wt- und (2) RBE/CEACAMI-long-Zellen im Immunblot.
Gezeigt ist ein Western-Blot von Zellen gleicher Zelldichte.

Zu diesem Zeitpunkt bildeten alle untersuchten Zelllinien einen homogenen, dichten
Zellrasen, den sog. Monolayer (Stadium der Konfluenz) mit vergleichbarer Zellzahl (Coulter-
Counter, nicht gezeigt). Zu diesem Zeitpunkt wurden die Monolayer durch Abschaben
verletzt und abgeloste Zellen durch einmaliges Waschen entfernt. Die Geschwindigkeit des
Zuwachsens dieser frisch erzeugten "Wunde" wurde durch fotografieren markierter Bereiche

dokumentiert (Abb. 15A). 18 h nach Verletzung zeigten beide CEACAM1-Transfektanten
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eine erhohte Zellmigration gegeniiber wt- und Vektor-transfizierten RBE-Zellen. Dies
resultierte in einer fast vollstindigen (91% CEACAMI-long und 86% CEACAMI-short)
Bedeckung des zuvor zellfreien Bereichs, wihrend wt- (67%) und Vektor-Kontrollzellen
(63%) die entstandenen Wunden nur zu zwei Drittel verschlieBen konnten. Interessanter Wei-
se zeigten wt- und Vektor-Zellen ein anderes Bewegungsmuster als CEACAMI-
Transfektanten. Wahrend wt- und Vektorzellen wihrend des Einwanderns in den verwundeten
Bereich mit ihren Nachbarzellen in engen Kontakt blieben, l6sten sich CEACAMI-
Transfektanten haufig von ihren Nachbarzellen, verlieBen den Zellverband und wanderten als

Einzelzellen in den Wundbereich ein.

Die Expression von CEACAMI1-Molekiilen auf der Oberfliche von RBE-Zellen fiihrt, unab-
hiangig von der Lange der zytoplasmatischen Domine, zu einer deutlich erhohten Wande-

rungsgeschwindigkeit von Endothelzellen in Monolayer-Riickbildungsversuchen.

Die beobachtete Einzelzell-Migration von RBE/CEACAMI-Transfektanten kann zur Zeit
nicht mechanistisch geklart werden. Es wurden keine Verdnderungen in der Expression von
proadhésiv wirkenden Zell-Zell-Adhésionsmolekiilen, wie PECAM-1 und VE-Cadherin, nach
Transfektion der RBE-Zellen mit CEACAM1-cDNA detektiert (Abb. 15C), und CEACAMI,
als homophiler Adhidsionsrezeptor, sollte eine eher gegenteilige Funktion, eine Erh6hung der

zelluldren Adhésivitit vermitteln.

Die CEACAM1-Expression beeinflusst nicht die Zell-Matrix-Adhasion

Die Adhésion, Migration und Reorganisation auf Matrigel wird durch Zell-Matrix-Anhef-
tungsproteine, den Integrinen, reguliert. Integrine sind heterodimere Rezeptoren aus einer
alpha- und einer beta-Kette. Durch verschiedenartige Kombinationen von o- und B-Ketten
entstehen Adhésionsrezeptoren mit unterschiedlicher Bindungsspezifitdt und -affinitit fiir
Proteine der extrazelluldren Matrix. Im Folgenden wurde untersucht, ob die CEACAM1-Ex-
pression auf RBE-Zellen die Anheftung von RBE-Zellen an Matrigel beeinflusst bzw., da
Matrigel eine komplexe Mischung verschiedener extrazelluldrer Matrixproteine ist, ob die
CEACAMI1-Expression die Zell-Matrix-Adhidsion auf gereinigten, kduflich erworbenen Ma-
trixproteinen verandert. Zu diesem Zweck wurden RBE-Zellen in Serum-freiem Medium auf
zuvor mit extrazelluliren Matrixproteinen beschichteten ZellkulturgefaBBen ausplattiert und
bei 37°C fiir verschiedene Zeitintervalle inkubiert. Alle untersuchten RBE-Zelllinien zeigten

dabei ein gutes Anheftungsvermdgen an Beschichtungen von verdiinntem Matrigel, Laminin-
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1 und Fibronektin. Eine etwas geringere Adhirenz wurde auf Vitronektin beobachtet und eine
nur schwache Adhésion wurde auf Kollagen I und Kollagen IV detektiert. Einen Einfluss der
CEACAMI1-Expression auf die Adhisivitdt von RBE-Zellen konnte auf keiner Matrixprotein-
Beschichtung detektiert werden. Auch die Zugabe des CEACAMI-spezifischen mAb Be9.2
zeigte keine Auswirkung auf die Zell-Matrix-Adhision von RBE/CEACAMI-Transfektanten
(Abb. 16A).
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Abb. 16: Die CEACAMI1-Expression in RBE-Zellen beeinflusst nicht die Zell-Matrix-Adhésion
und nicht die Expression von Integrin-Untereinheiten. (A) Quantifizierung der Zell-Matrix-Adhi-
sion von 3 x 10* RBE/wt-Zellen (weiBe Balken), RBE/CEACAM I-short- (RBE/CC1-short, hell graue
Balken) und RBE/CEACAMI1-long- (RBE/CCl1-long, dunkel graue Balken)-Transfektanten nach 75
min Anheftung auf Matrigel-, Fibronektin (FN)-, Laminin-1 (LN)- und Vitronektin (VN)-Beschich-
tungen. Zellen wurden PFA-fixiert, mit Kristallviolett gefarbt und bei 570 nm vermessen. (B) Die Ex-
pression der Integrin-Untereinheiten o1, o3, oV, o6 und B3 wurde in der Durchflusszytometrie von
RBE/wt (rote Linie), RBE/CEACAMI1-short (blaue Linie) und RBE/CEACAMI1-long (tiirkise Linie)
quantitativ erfasst. Schattierte Bereiche zeigen die Farbung mit unspezifischen Isotyp-Kontrollantikor-
pern. Die Expression der B1-Untereinheit wurde im Western-Blot von RBE/wt- (wt), RBE-CEA-
CAM1-short (CC1-short)- und -long (CCl-long)-Zelllysaten nachgewiesen. Ein reprisentativer Im-
munblot ist gezeigt.
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In Ubereinstimmung mit den ermittelten Zell-Matrix-Adhisionsdaten von RBE/wt-Zellen und
CEACAM 1 -Transfektanten wurden auch keine Verdnderungen im Integrin-Expressionsmus-
ter von RBE-Zellen gefunden. Western-Blot-Analysen und Durchflusszytometrie ergaben fiir
die untersuchten Integrinuntereinheiten oc1-, o3-, 06-, V-, B3- und B1-Integrin gleiche Ex-

pressionsmengen auf wt- und CEACAM 1-exprimierenden Zellen (Abb. 16B).

Veranderte Zellmorphologie wahrend der Zell-Matrix-Adh&sion

Wihrend der Adhision auf Proteinen der extrazelluldren Matrix miissen Zellen ihr Zytoskelett
neu zu organisieren, um eine moglichst grole Anheftungsfliche mit der Matrix zu bilden.
Dabei wechselt das Erscheinungsbild der Zellen von einem runden, kugeligen zu einem fla-
chen, gespreiteten Phanotyp. Obwohl die CEACAMI1-Expression in RBE-Zellen keine Aus-
wirkungen auf das Integrin-vermittelte Anheftungsvermogen hatte, zeigten sich, in Abhiangig-
keit von der verwendeten Matrix, auffillige Anderungen in der Zellmorphologie wihrend des

Spreitens.
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Abb. 17: Zellmorphologie von RBE/wt-Zellen und RBE/CEACAMI1-Transfektanten wihrend
des Anheftens an extrazellulire Matrixproteine. (A) 3 x 10* Serum-starvierte RBE/wt-Zellen, RBE/
Vektor-, RBE/CEACAMI1-long (CCl-long)- oder -short (CC1-short)-Transfektanten wurden in Se-
rum-freiem Medium auf Matrigel-, Fibronektin (FN)-, Laminin-1 (LN)- oder Vitronektin (VN)-Be-
schichtungen plattiert und fiir 75 min kultiviert. Nicht-adhérente Zellen wurden durch waschen ent-
fernt und adhérente Zellen fixiert und mit Kristallviolett gefarbt. (Originalvergroferung x 100). (B)
Quantifizierung der unterschiedlichen Zellmorphologien von RBE/wt-Zellen (weifle Balken), RBE/
Vektor-Transfektanten (hell graue Balken) und RBE/CEACAMI-long-Transfektanten auf Matrigel,
Fibronektin (FN) und Laminin-1 (LN). Zur Unterscheidung wurden Zellen mit mind. einem Zellfort-
satz ldnger als der Zellkorper mit der Gesamtheit der betrachteten Zellen in Relation gesetzt. Angabe
in % (Mittelwerte = Standardabweichung, *= p < 0,001).

RBE/wt- und RBE/Vektor-Zellen spreiteten auf Fibronektin, Matrigel, Laminin-1 und etwas
langsamer auch auf Vitronektin. Dies resultierte 75 min nach dem Ausplattieren in einer
abgeflachten, polygonalen Zellform. Eine den wt-Zellen entsprechende Zellmorphologie
wurde beobachtet, wenn RBE/CEACAM1-long oder RBE/CEACAM1-short exprimierende
Zellen auf Fibronektin spreiteten. Im Unterschied dazu zeigten die CEACAMI-
Transfektanten auf Laminin-1 und Vitronektin eine ldngliche, oft auch sternformige
Morphologie, die durch lange Zellfortsitze an der Peripherie des Zellkorpers charakterisiert
waren (Abb. 17A , Kristallviolett-Farbung). Die gleiche Morphologie wurde beobachtet,
wenn CEACAMI1-Transfektanten auf Matrigel-Beschichtungen adhérierten, was
wahrscheinlich auf den hohen Anteil an Laminin-1 in Matrigelpréparationen zuriickzufithren

1st.

Die Organisation des Aktin-Zytoskeletts wahrend der Adhé&sion

F-Aktin-Féarbungen mit Phalloidin-TRITC von PFA-fixierten, adhdrierenden RBE/wt- und

RBE/Vektor-Zellen zeigten, dass es in beiden Zelllinien, 75 min nach dem Ausplattieren, zu
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einer deutlichen Ausbildung von Aktin-Stressfasern kam (Abb. 18). Die Stressfaserbildung
war auf allen getesteten Matrixproteinen von etwa gleicher Intensitét, nur etwas abgeschwicht
auf Vitronektin, zu finden. Eine &hnlich starke Auspriagung von Aktin-Stressfasern wurde

auch bei CEACAM1-exprimierenden Zellen auf Fibronektin gefunden.

RBE/CC1-short

Abb. 18: Organisation des Aktin-Zytoskeletts von RBE-Zellen wihrend des Anheftens auf ex-
trazelluliren Matrixproteinen. 3 x 10" Serum-starvierte RBE/wt-Zellen, RBE/Vektor-, RBE/CEA-
CAM1-long-(CCl1-long) oder -short (CC1-short)-Transfektanten wurden in Serum-freiem Medium auf
Fibronektin (FN)-, Laminin-1 (LN)- oder Vitronektin (VN)-Beschichtungen plattiert und fiir 75 min
kultiviert. Nach dem Fixieren mit PFA wurde das Aktin-Zytoskelett (F-Aktin) mit Hilfe von
Phalloidin-TRITC visualisiert. (OriginalvergroBerung x 400).

Dagegen zeigten die CEACAM 1 -transfizierten Zellen wahrend der Adhésion auf Laminin-1,
Vitronektin und auch auf Matrigel (nicht gezeigt) eine geringere Tendenz zur Ausbildung von
Aktin-Stressfasern. Die wenigen, verbliebenen Stressfasern in CEACAM1-Transfektanten
zeigten einen parallelen Verlauf zu den langen Zellfortsdtzen, wiahrend nur wenige bis gar

keine Stressfasern im Zellkorper angefarbt werden konnten. In adhérierenden CEACAMI1-
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positiven Zellen war auflerdem die Farbung von kortikalem Aktin an der Spitze der langen
Zellauslaufer auffillig, was auf die Ausbildung von Lamaellipodia an den Fortsidtzen
hindeutet. Lamaellipodia wurden jedoch nicht nur an den Spitzen der Zellauslaufer gefunden,
sondern auch an anderen Stellen der Fortsidtze, was den Zellen eine verzweigte, sternformige
Morphologie verlieh. Stimulation mit dem CEACAM 1-spezifischen mAb Be9.2 hatte erneut

keine Auswirkung auf die Zellmorphologie.

Verteilung von CEACAM1 wahrend der Zell-Matrix-Adh&sion

Die Verteilung von CEACAM1-Molekiilen auf der Oberflache von adhérierenden RBE-Zel-
len wurde durch indirekte Immunfluoreszenz von nicht permeabilisierten Zellen untersucht

(Abb. 19).

RBE/
CC1-long

RBE/
CC1-short

Abb. 19: Verteilung von CEACAMI1 auf der Zelloberfliche von RBE-Zellen wihrend des An-
heftens auf extrazelluliren Matrixproteinen. 3 x 10" Serum-starvierte RBE/CEACAM 1-long (CC1-
long)- oder RBE/CEACAMI1-short (CC1-short)-Transfektanten wurden in Serum-freiem Medium auf
Fibronektin (FN)-, Laminin-1 (LN)- oder Vitronektin (VN)-Beschichtungen plattiert und fiir 75 min
kultiviert. Nach dem Fixieren mit PFA wurden die nicht permeabilisierten Zellen zur Darstellung der
CEACAMI1-Lokalisation in der indirekten Immunfluoreszenz mit mAb Be9.2 und Cy2-gekoppelten
anti-Maus sekundér-Antikorpern inkubiert. (Originalvergréferung x 400).

Dabei zeigte sich, dass CEACAMI1 wihrend der Adhidsion auf Fibronektin eine eher zufillige,
iiber die gesamte Zelloberflache verteilte Lokalisation zeigte. Im Unterschied dazu war die

Verteilung von CEACAM1-short- und CEACAM1-long-Molekiilen wéhrend der Adhésion
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auf Laminin-1, Vitronektin und Matrigel (nicht gezeigt) ungleichmifBig. CEACAMI1 zeigte
eine spezielle, punktierte Anhdufung in den Zellauslédufern, wiahrend nur wenige Molekiile auf
dem Zellkorper angefdarbt werden konnten. Zusitzlich waren die kortikalen Spitzen der
Zellfortsétze, die Lamaellipodium-artigen Bereiche, mit starker Aktinfirbung von CEACAM1
ausgespart. Dahinter jedoch akkumulierte das CEACAMI in den Zellfortsitzen.

Einfluss des Clusterns von CEACAM1-Molekiilen auf der Plasmamembran

Wiéhrend die Zugabe von anti-CEACAM1-spezifischen monoklonalen Antikérpern (Be9.2
und 5.4) wihrend der Adhédsion von RBE-Zellen keine Auswirkungen auf die Zellmorpho-
logie zeigte, fiihrte die Zugabe von CEACAM 1-spezifischen, polyklonalen Kaninchen-IgGs
dagegen zu einer deutlichen Zunahme der durchschnittlichen Zellfortsatzlinge von
CEACAMI1-positiven Zellen auf Laminin-1 um 45% (von 15+5 pm auf 22+7 um, gezeigt fiir
CEACAMI1-long, Abb. 20 und Quantifizierung in Abb. 21).

RBE/Vektor RBE/CC1-long
pAb aCC1

Kontrolle

Abb. 20: Anti-CEACAMI1-Antikorper-induzierte Anderungen des Aktin-Zytoskeletts wihrend
der Adhision auf Fibronektin und Laminin-1. 3 x 10* Serum-starvierte RBE/Vektor- oder RBE/
CEACAMI1-long (CCl-long)-Transfektanten wurden in Serum-freiem Medium mit 50 pg/ml gerei-
nigten, polyklonalen Kaninchen-anti-CEACAM1-IgGs (pAb aCC1) oder Kaninchen-Kontrollantikor-
pern (Kontrolle) auf Fibronektin (FN)-, Laminin-1 (LN)-Beschichtungen plattiert und fiir 75 min kul-
tiviert. Nach dem Fixieren mit PFA wurde das Aktin-Zytoskelett mit Hilfe von Phalloidin-TRITC
visualisiert. (Originalvergroferung x 400).

Zusitzlich konnten durch diese Antikorperstimulation kurze Fortsétze mit Lamaellipodium-

artigen kortikalem Aktin wéhrend der Adhdsion von RBE/CEACAMI1-Zellen auf Fibronektin
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induziert werden, was auch hier zu einer Zunahme der durchschnittlichen Zellauslauferlinge
fiihrte (um 100% im Fall von CEACAMI1-long, von 3+1 pum auf 6+1 um). Keine Verdnde-
rung der Zellmorphologie und damit auch keine Induktion von Zellausldufern wurden durch
die polyklonalen Antikdrper bei wt- und Vektor-Zellen beobachtet, was die CEACAMI1-Spe-

zifitit der gereinigten polyklonalen Kaninchen-IgGs beweist.
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Abb. 21: Quantifizierung der Zellfortsatzlingen von RBE-Zellen wihrend des Anheftens auf
extrazelluliren Matrixproteinen. Mit Hilfe der ZeissVision-Software wurden die Zellfortsatzldngen
von adhérierenden RBE-Zellen nach Phalloidin-TRITC-Farbung vermessen. Aufgetragen sind die
Fortsatzldngen (in pum) von adhdrierenden RBE/wt-Zellen (weile Balken), RBE/Vektor-(hell graue
Balken) und RBE/CEACAM1-long-(dunkel graue Balken) Transfektanten in Abhédngigkeit des ver-
wendeten Matrixproteins (Fibronektin, FN und Laminin-1, LN) und der Zugabe von anti-CEACAMI1-
polyklonalen Kaninchen-IgGs (aCC1 pAb), Kontroll-Kaninchen-IgGs (Isotyp-IgG) bzw. mAb Be9.2
(aCC1 mAb Be9.2) wihrend des Anheftens. (Mittelwerte + Standardabweichung von drei verschie-
denen Versuchen, *=p < 0,005, **=p <0,001).

Durch indirekte Immunfluoreszenz konnte ferner eine Beeinflussung der CEACAMI1-Ver-
teilung auf den Zellen durch Antikdrperstimulation beobachtet werden. Unabhéngig von der
verwendeten Matrix zeigten CEACAMI1-Molekiile eine clusterartige Ansammlung auf der
Oberflache nach Stimulation mit den polyklonalen Kaninchen-IgGs (Abb. 22). Wahrschein-
lich werden mehrere Epitope des CEACAMI1 von den Antikdrpern gleichzeitig erkannt, was
zu einer Vernetzung der CEACAMI1-Molekiile auf der Zelloberflache fiihrt. Waren diese in-
duzierten CEACAMI-Cluster nicht zufillig auf der Plasmamembran verteilt, sondern hauften
sie auf einer Seite der adhédrierenden RBE-Zellen, so induzierte dies besonders stark ausge-
prigte, lange Zellfortsitze. Bereiche mit besonders starken Anhdufungen von geclusterten

CEACAMI1-Molekiilen zeigten ferner eine deutliche Aussparung bei der Aussprossung von
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Zellausldufern. Dadurch kam es hdufig zu einer unsymmetrischen, konkaven Ausformung der
Zellmembran an diesen Stellen und einer von den CEACAM1-Molekiilen weggerichteten, un-

symmetrischen Verteilung kortikalen Aktins.

F-Aktin CEACAM1 F-ktin CEACAM1

F-Aktin

CEACAM1

Abb. 22: Verteilung von CEACAM]1 nach Zugabe von polyklonalen anti-CEACAM1-Antikor-
pern wihrend der Zell-Matrix-Adhision. 3 x 10" Serum-starvierte RBE/CEACAM1-long (CEA-
CAM1)-Transfektanten wurden in Serum-freiem Medium mit gereinigten, polyklonalen anti-CEA-
CAMI1-Antikérpern (50 pg/ml) auf Fibronektin (FN)-, Laminin-1 (LN)-Beschichtungen plattiert und
fiir 75 min kultiviert. Nach dem Fixieren mit PFA wurde das Aktin-Zytoskelett mit Hilfe von Phal-
loidin-TRITC visualisiert und die Lokalisation von CEACAMI1 durch Cy2-gekoppelte anti-Kaninchen
sekundar-Antikorper nachgewiesen. (A) OriginalvergroBerung x 400, (B) Zellen auf Laminin-1,
Originalvergréflerung x 600).

Die spontane, ungerichtete Zellwanderung auf Laminin-1

Aufgrund der beobachteten promigratorischen Zellmorphologie der CEACAM1-exprimie-
renden Zellen auf Laminin-1, Vitronektin und Matrigel mit zahlreichen Zellausldufern und
Lamaellipodia an den Spitzen der Auslidufer wurde die Zellwanderung von RBE-Zellen auf
Proteinen der extrazelluliren Matrix mit Hilfe von digitaler Videomikroskopie und Zeitraffer-
aufnahmen verfolgt. Dazu wurden Serum-starvierte Zellen in FCS-freiem Medium auf Lami-

nin-1- oder Fibronektin-beschichtete Zellkulturflaschen ausplattiert, fiir eine Stunde adhirie-
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ren gelassen und danach fiir weitere 8 h unter dem Mikroskop gefilmt. (Schematische Ver-

ldufe in Abb. 23).
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Abb. 23: Die willkiirliche, spontane Migration von RBE-Zellen auf Laminin-1 wird durch CEA-
CAM1-Expression erhoht. (A) 2 x 10° Serum-starvierte RBE/wt-Zellen oder RBE/CEACAMI1-long
(RBE/CEACAMI1)-Transfektanten wurden in Serum-freiem Medium in Zellkulturflaschen (25 ml)
plattiert, die nicht (Plastik), Fibronektin (FN) oder Laminin-1 (LN) beschichtet wurden. Nach einer
Anheftungsphase von 60 min wurde die anschlieBende Zellmigration durch digitale Zeitrafferaufnah-
men in 20 min Intervallen iiber eine Zeitspanne von 8 h am Mikroskop verfolgt. Gezeigt sind repra-
sentative Pfade von beobachteten Zellen eines jeweiligen Versuchs im Blickfeld der Kamera. (Origi-
nalvergroBerung x20). (B) Quantifizierung der Migrationsgeschwindigkeit anhand der zuriickgelegten
Wegstrecken (um / 8 h) von RBE/wt-(weille Balken) und RBE/CEACAMI1-long-Transfektanten
(graue Balken) mit Hilfe der AxioVision-Software. (Mittelwerte + Standardabweichung von jeweils
zwei verschiedenen Versuchen, *=p < 0,0001).

RBE/wt- und auch CEACAM 1-exprimierende Zellen zeigten unter diesen experimentellen
Bedingungen nur eine geringfiigige, spontane Beweglichkeit auf Plastik. Eine etwas hohere
Beweglichkeit konnte fiir alle Zelllinien auf Fibronektin beobachtet werden, ohne das signifi-
kante Unterschiede detektiert wurden. Auf Laminin-1 zeigten die wt-Zellen dagegen eine
deutlich erhohte Beweglichkeit, die in einer mittleren Wanderungsgeschwindigkeit von 45112
um / 8 h resultierte. CEACAM1-long- und CEACAMI-short-Transfektanten (nicht gezeigt)
auf Laminin-1 zeigten im Vergleich zu den wt-Zellen eine nochmals gesteigerte, hohe
Wanderungsgeschwindigkeit von 134137 um / 8 h Die Bewegung der Zellen war dabei unge-

richtet, willkiirlich und von zahlreichen Richtungswechseln begleitet.

Diese Studien zeigen, dass Laminin-1, als essentieller Bestandteil der extrazelluliren Matrix

und der Basalmembran von Gefaf3en, ein fiir die Migration von Endothelzellen entscheidender
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Anheftungsfaktor ist. Die promigratorischen Signale von Laminin-1-Matrices waren unab-
hiangig von der CEACAM1-Expression detektierbar, konnten jedoch durch die CEACAMI-

Expression noch deutlich gesteigert werden.

Unveranderte Zell-Proliferation / spontane Apoptoseraten auf Matrixproteinen

Die extrazelluldre Matrix steuert eine Reihe von zelluldren Funktionen. Nicht nur die Adhi-
sionsmorphologie oder die Migration werden von der Beschaffenheit und Zusammensetzung
der Matrix beeinflusst, sondern auch das Zellwachstum (Proliferation), das Uberleben bzw.
der kontrollierte Selbstmord (Apoptose) von Zellen werden durch extrazelluldre Signale regu-
liert. RBE-Zellen lassen sich auch in Serum-freiem Medium {iber mehrere Tage auf
Fibronektin kultivieren, teilen sich sogar noch mehrmals, ehe sie absterben. Wihrend
Fibronektin das Uberleben der Zellen ohne weitere Wachstumsfaktoren ermoglicht, sterben
die Zellen auf Laminin-1 bereits nach 24 h ab, wenn sie ohne Serumzugabe kultiviert werden.
Daher wurde die Proliferation und die spontane Apoptoserate von RBE-Zellen im Folgenden

unter Serum-haltigen Zellkulturbedingungen ermittelt.
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Abb. 24: Vergleich der Proliferation und Apoptoseraten von RBE-Zellen auf Proteinen der ex-
trazelluldren Matrix. (A) Quantifizierung der Zell-Proliferation von RBE/wt-Zellen (weille Balken)
und CEACAM1-long-Transfektanten (RBE/CC1-long, graue Balken) auf Fibronektin (FN)- oder La-
minin-1 (LN)-Beschichtungen durch BrdU-Einbau unter hohen (10%) oder niedrigen Konzentrationen
(1%) FCS. (Mittelwerte + Standardabweichung von jeweils zwei verschiedenen Versuchen in vier-
facher Ausfiihrung). (B) Darstellung der Apoptoseraten von RBE/wt-Zellen (weile Balken) und
RBE/CEACAMI-long-Transfektanten (RBE/CC1-long, graue Balken) nach 24 h Inkubation unter
Standardbedingungen (Plastik) oder Adhédsion auf Fibronektin (FN) bzw. Laminin-1 (LN). Hierzu
wurde die Propidiumiodid und Annexin-V-positive Zellpopulation (UR, upper right) der Gesamtheit
aller Zellen in der Durchflusszytometrie ermittelt und quantifiziert. Dargestellt ist ein reprisentatives
Ergebnis.

Unter normalen Zellkulturbedingungen (10% Serum) zeigten CEACAM 1-exprimierende Zel-

len keine verdnderte Proliferationsrate im Vergleich zu RBE/wt-Zellen. Auch auf Fibronektin
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