Ergebnisse— 1. CEACAM1-L interagiert mit Filamin A

II. CEACAMI1-L interagiert funktionell mit Filamin A

Charakterisierung des Filamin A-Yeast-Two-Hybrid-Klons

Der im Yeast-Two-Hybrid-Screen gefundene Klon #73 kodiert die 187 Carboxy-terminalen
Aminosduren des Ratten-Filamin A (Aminosduren 2460-2647). Er beinhaltet somit 59
Aminoséduren des Filamin-Repeat 23, die zweite Hinge-Region und den kompletten Filamin-
Repeat 24. Die Sequenz des Klones #73 stimmt mit der veroffentlichten Sequenz von Ratten-
Filamin iiberein (Acc.-Nr. XM _238167).

A
[ABD | Repeat 1- 15 A1 Repeat16-23 |1 24|
Ratte / Maus / Mensch

Ratte, Yeast Two-Hybrid Kion

Ratte GACCTTTCGGTTACCATTGATGGCCCCTCCAAGGTGAAGATGGATTGCCAGGAGTGCCCTGAGGGCTACCGTGTCACCTATACCCCCATG
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Ratte GATTGCAGCAAAGCAGGTAACAACATGTITGCTGGTGGGCGTGCATGGCCCAAGGACACCCTGTGAAGAGATCCTGGTGAAACACATGGGC

Maus B Y o L R R R R R O R O R R R U R U
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Ratte AAAGACAAAGGGGAATACACATTGGTGGTCAAGTGGGGTGATGAGCATATCCCAGGCAGCAGTCGCCTCTATAGTGTCTCCTACCTGCTC
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Abb. 11: Der Filamin A-Yeast-Two-Hybrid-Klon. (A) Schematische Darstellung von
Filamin A und von dem im Yeast-Two-Hybrid-Screen gefundenen C-terminalen Fragment
des Homologes aus der Ratte. (ABD = Aktin-Bindungsdoméne; H = Hinge-Region; 1 bis 24 =
Filamin-Repeats). (B) Sequenzvergleich des im Yeast-Two-Hybrid Screen gefundenen
Ratten-Filamin A-Fragmentes mit den homologen Regionen aus Maus und Mensch.
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Ergebnisse— 1. CEACAM1-L interagiert mit Filamin A

Filamin A ist hochkonserviert und die Sequenzen aus der Ratte und der Maus, aber auch des
humanen Filamin A, gleichen sich vor allem im kodierenden Bereich (Abb. 11B). Der Grad
der Konservierung auf mRNA-Ebene ist mit 96% im Vergleich Ratte/Maus (Acc.-Nr.
Q8BTMS8) und 87% im Vergleich Ratte/Human (Acc.-Nr. NP_001447) sehr hoch. Auf
Aminosiure-Ebene gleichen sich Ratte und Maus im Bereich der hier abgebildeten Sequenz

sogar zu 100%, wihrend sich Ratte und Mensch zu 93% gleichen.

Herstellung des Filamin A-GST-Fusionsproteins fiir Bindungs-Assays

Um festzustellen, ob die gefundene Interaktion zwischen der zytoplasmatischen Doméane der
langen CEACAM1-Isoform und dem C-Terminus von Filamin A direkt oder indirekt war,
wurden Affinitatsprizipitationen und Oberflaichen-Plasmon-Resonanz-basierte ("BIAcore"-)
Messungen durchgefiihrt. Hierfiir wurden gereinigtes Filamin A und CEACAMI1-L sowie
Kontrollproteine bendtigt. Die zytoplasmatische Domidne von CEACAMI-L und ein
Kontrollprotein wurden von Mario Miiller (AG Lucka, Berlin) als His-Fusionsproteine in
hochreiner Form zur Verfiigung gestellt (Abb. 12A) [Budt et al., 2002b].

Um die Reinigung des Filamin A und eine spitere Anwendung zu erleichtern, wurde die
Filamin A-cDNA des Klons #73 im richtigen Leserahmen in den Vektor pGEX4T kloniert
und als Fusionsprotein mit GST (Glutathionthiotransferase)-Tag exprimiert (Abb. 12A). Die
Klonierung sowie die verwendeten Schnittstellen sind detailliert im Material-und-Methoden-
Abschnitt aufgefiihrt. Der GST-Fusionsanteil umfasst ca. 26 kDa, der Filamin-Anteil ca. 21
kDa. Daraus ergibt sich fiir das Fusionsprotein GST-FLNa eine Grof3e von ca. 47 kDa. Fiir die

Expression wurde der E. coli-Stamm BL21-Star genutzt.

Da bei einer Expression nach dem Standardprotokoll das Fusionsprotein in Form von nicht
loslichen Einschliissen im Zellpellet verblieb, wurden zundchst die optimalen
Expressionsbedingungen ausgetestet. Die Verwendung von Detergenz im Lysepuffer erhdhte
die Ausbeute nicht (Abb. 12B), so dass bei der Reinigung darauf verzichtet wurde. Eine
Expression bei verringerter Temperatur mit verstirktem Schiitteln und kiirzerer Induktionszeit
ergab dann eine Verschiebung zu vorwiegend loslichen Fusionsproteinen. Die Reinigung
erfolgte wie im Material-und-Methoden-Abschnitt beschrieben {iber Glutathion-Sepharose-
Saulen (Abb. 12C). AuBBerdem wurde als Kontrollprotein der GST-Fusionsanteil alleine
exprimiert und gereinigt (ohne Abbildung).
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Ergebnisse— 1. CEACAM1-L interagiert mit Filamin A

A Abb. 12: Reinigung von GST-

47 kDa | GST | FLNa | FLNa. (A) Schematische
Darstellung der verwendeten

26 kDa | GST | Fusionsproteine "GST-FLNa",
"GST", "CCl1-zyto-His" und

12 kDa [His| CC1-zyto| "Kontroll-His". (B) GST-FLNa-

transfizierte E. coli wurden mit
oder ohne 1% Tween 20 im
Lysepuffer aufgebrochen und

10 kDa [His| Kontrolle|

B abzentrifugiert. Von den
Lysat Pellet Uberstéinden ("Lysat") wurden je
A 30 ug Protein/Spur aufgetragen.
V— i b— Die Pellets wurden in 100 pl
Tween 20: + ) + ) Probenpuffer aufgekocht und

davon je 10 pl aufgetragen. Blot:
anti-GST. (C) Lysate von GST-
FLNa-exprimierenden Bakterien

C Lysat Durchl. Eluat1 Eluat2 wurden iiber Glutathion-
Sepharose-Saulen gereinigt. Es
wurden 30 ug Protein/Spur der
Lysate bzw. 40 pul des Durchlaufs
und der Eluate 1 und 2

45 kDa - » Saa— , aufgetragen. Blot: anti-GST.

CEACAMI1-L und Filamin A- interagieren direkt in Affinititsprizipitationen

Zunichst wurden die beiden gereinigten Komponenten GST-FLNa und CC1-zyto-His fiir
Affinitétsprézipitationen eingesetzt. Dazu wurden GST-FLNa sowie als Kontrolle GST an
Glutathion-Sepharose gebunden. Die immobilisierten Proteine wurden dann mit CC1-zyto-
His bzw. mit His-getagtem Kontroll-Fusionsprotein inkubiert.. Der zytoplasmatische Teil von
CEACAMI1 (CCl-zyto), welcher auch im Yeast-Two-Hybrid-Assay als Koder diente, wurde
in der Affinitétsprazipitation nur durch GST-FLNa, nicht aber durch GST gebunden (Abb.
13A). Keines der beiden GST-Konstrukte hat das Kontrollprotein gebunden.

Die Affinititsprizipitation vice versa mit immobilisierten His-getagten Proteinen
durchzufiihren war nicht mdglich, da alle GST-Konstrukte Interaktionen mit der Nickel-NTA-
Matrix zeigten und gebunden wurden (ohne Abbildung). Auch eine Prainkubation der Nickel-
NTA-Sepharose mit GST zur Sittigung konnte die direkte Bindung der GST-Konstrukte nicht
ganz verhindern (ohne Abbildung).
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Ergebnisse— 1. CEACAM1-L interagiert mit Filamin A

Abb. 13: CEACAM1
A CClzyto  Kontrolle bindet Filamin A direkt.
aXpress < - CCl-zyto () Affinititsprizipitation
von CCl-zyto-His oder
Kontrolle 1 ntroll-His durch
Immobilisiert: GST GST- GST GST- |Eingesetzte gereinigte immobilisiertes GST-FLNa
FLNa FLNa | Fusions-Proteine bzw. GST. Blot: anti-
Xpress. Rechts: eingesetzte
His-Fusionsproteine.
B Lysate RBE-ong  RBE-short (B) Affinitatsprazipitation
von CEACAMI1-L und
s ) CEACAM1 CEACAMI1-S aus RBE-
Zelllysat durch
Pulldown: GST GST- GST GST- immobilisiertes GST-FLNa
FLNa FLNa bzw. GST. Blot: Be9.2

(anti-CEACAM]).

AuBerdem konnte eine Bindung von CEACAMI aus Zelllysaten durch GST-FLNa mittels
Affinitétsprézipitationen gezeigt werden. Es wurden verschieden transfizierte RBE-Zellen
(Rat Brain Endothelial cells) verwendet. RBE-Zellen sind endothelialen Ursprungs und
exprimieren zunidchst auch CEACAMI1. Diese Expression geht jedoch in der Zellkultur
wihrend der ersten Passagen verloren, so dass die Zellen mit den Konstrukten CEACAM1-L
(lange Isoform) und CEACAMI-S (kurze Isoform) transfiziert wurden [Miiller et al., 2005].
Fiir die Affinititsprazipitation wurden GST und GST-FLNa an Glutathion-Sepharose
gebunden und mit den Zelllysaten RBE-CEACAMI1-long bzw. RBE-CEACAMI-short
inkubiert. Beide CEACAM1-Isoformen wurden durch GST-FLNa, nicht aber durch GST
alleine gebunden (Abb. 13B).

Ob die Bindung an CEACAMI1-S indirekt tiber im Zelllysat vorhandene Adapterproteine, wie
z.B. Aktin, vermittelt wurde oder ob eine direkte Bindung der kurzen Isoform vorlag, ist noch

unklar.
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Ergebnisse— 1. CEACAM1-L interagiert mit Filamin A

Messung und Berechnung der Bindungskonstanten der Interaktion zwischen

CEACAMI1-L und Filamin A durch SPR-basierte Analyse

Um die in den Affinitétsprizipitationen gefundene direkte Interaktion von CEACAMI1-L und
Filamin A zu bestitigen und um eine quantitative Aussage liber die Bindung zu erhalten,
wurden Oberfldchen-Plasmon-Resonanz-(SPR-) basierte Messungen der Bindung mit einem
BIAcore-2000-Gerédt durchgefithrt. Dazu wurde die zytoplasmatische Doméine von
CEACAMI-L (CCl-zyto-His) und als Kontrolle die zytoplasmatische Domidne von o3-
Integrin (a3-zyto-His) auf einem CMS5-Chip immobilisiert. Das gereinigte o.3-zyto-His-
Fusionbsprotein wurde von Diana Mutz (Berlin, AG Danker) zur Verfligung gestellt.
Verschiedene Konzentrationen von GST-FLNa wurden appliziert und deren Bindung an die

beiden immobilisierten Proteine gemessen.

Abb. 14: Oberfliachen-

200 Plasmon-Resonanz (SPR)-
0 150 - Bindungskinetiken vom
c Filamin A—C-Terminus
T 100 (GST-FLNa) an die
2 50 - L CCl-zyto  jmmobilisierte
a3-zyto zytoplasmatische Domiine
0 , , , , ,(Kontrolle)  der langen CEACAM1
0 100 200 300 400 500 Isoform (CC1-zyto-His).
Zeit (Sekunden)

(A) Primére Sensogramme
der Echtzeit-Bindung von 168

100 7 nM GST-FLNa an die CC1-
- zyto-His beschichtete
75 GST-FLNa:  Durchflusszelle, bzw. an die
"—é 50 - }gg Em o3-zyto-His beschichtete
=) 84 nM Kontrolldurchflusszelle.

» 257 42 nM (B) Reprisentative
0- . . . . . Sensogramme der Echtzeit-
0 100 200 300 400 500 Bindung verschiedener
Zeit (Sekunden) Konzentrationen von GST-
FLNa an CCl1-zyto-His mit
C o abgezogenem Hintergrund
s (entsprechende Werte der
=, b & e Kontrollzelle). RE: Relative
o ¢ e Einheit (C) Abweichungen
2 : : : : : der Sensogramme aus (B) im
0 100 200 300 400 500 Vergleich zu den
Zeit (Sekunden) theoretischen Sensogrammen

einer 1:1 Langmuir-Bindung mit entsprechenden Molekulargewichten und Konzentrationen,
dargestellt als Chi’. Die gezeigten Abweichungen umfassen die fiir die Berechnungen der
Bindungskonstanten ko, und ko¢ verwendeten Bereiche 100 s bis 200 s und 350 s bis 500 s
auf der X-Achse.
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Ergebnisse— 1. CEACAM1-L interagiert mit Filamin A

Die priméren Sensogramme fiir die Bindung von 168 nM GST-FLNa an CC1-zyto und an die
Kontrolle sind in Abb. 14A dargestellt. Der spontane Anstieg des Signals bei Beginn der
Injektion (bei 100 s), der auch in der Kontrollzelle zu erkennen ist, ist auf den so genannten
Puffersprung zuriickzufiihren, d.h., die Inhaltsstoffe des GST-FLNa-haltigen Puffers haben
unabhéngig von einer Bindung diesen Einfluss auf die Messung. Wie nach Ende der Injektion
bei 280 s gut zu erkennen ist, war keinerlei Bindung an die Kontrollzelle mef3bar und das
Sensogramm geht auf die Null-Linie zuriick, wihrend das Sensogramm der CCl-zyto-

beschichteten Zelle eine deutliche Bindung zeigt.

In Abb. 14B sind die Sensogramme fiir die Bindungskinetik von 42, 84, 126 und 168 nM
GST-FLNa mit abgezogenem Hintergrund abgebildet. Diese Sensogramme wurden mithilfe
der BIAevaluation-Software aus den primiren Sensogrammen der Kontrollzelle und der mit
CCl-zyto beschichteten Zelle berechnet. Die Sensogramme der Kinetik zeigen eine
Konzentrations-abhdngige Bindung von GST-FLNa an CC1-zyto. Eine Séttigung der Bindung

wurde nicht erreicht.

Die Berechnung der Bindungskonstanten erwies sich als kompliziert, da die Bindung nicht
ganz der Gleichung nach Langmuir ('1') folgt. Dies bedeutet, dass das Sensogramm im
Bereich von 200 s bis 350 s nicht einer 1:1-Bindung entspricht. Die Ursache hierfiir konnte
einerseits eine zweite Bindungsstelle sein, andererseits konnte eine Multimerisierung des
Liganden, also eine Mischung verschiedener, unterschiedlich groer Komplexe, ebenfalls eine
Abweichung des Sensogramms vom 1:1-Modell zur Folge haben. GST-FLNa liegt
wahrscheinlich nicht homogen vor, da das Fusionsprotein die Dimerisierungsdoméne von
Filamin A im Repeat 24 beinhaltet und auch GST haufig Multimere bildet [Lederer und
Boger, 2005].

Benutzt man die Sensogramme nur innerhalb der Bereiche 100 s bis 200 s und 350 s bis 500 s
auf der X-Achse zur Berechnung der Bindungskonstanten, so zeigen diese Bereiche
hochsignifikante Ubereinstimmungen mit dem Langmuir-Modell einer 1:1 Bindung. Die sehr
geringen Abweichungen sind als Chi®in Abb. 14C dargestellt. Es ist zu erkennen, dass bei der
Assoziation, nicht aber in der Dissoziation, ein systematischer Fehler in der Abweichung
auftritt. Von allen in der BIAevaluation-Software vorgegebenen Bindungsmodellen kam im
ausgewihlten Bereich die 1:1-Bindung unseren Messungen am néchsten. Die Berechnungen

ergaben folgende Werte fiir die Bindung von GST-FLNa an CC1-zyto:
Kon =2,4x10° M s (Chi*=0,25)
kotr=1,6x107 s (Chi*=0,03)

Kp = 6,5x10° M (KA = 1,5x10° M)
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Ergebnisse— 1. CEACAM1-L interagiert mit Filamin A

Diese Werte liegen im Bereich von anderen Interaktionen von CEACAMI, die durch SPR-
basierte Messungen bestimmt wurden, wie z.B. die Bindung an Calmodulin und Annexin
[Edlund et al., 1996; Kirshner et al., 2003]. Auch fiir Filamin A wurden dhnliche Werte fiir
die Bindung an FAPS52 (Focal Adhesion associated Phosphoprotein 52) bestimmt [Nikki et
al., 2002].

CEACAMI1 bindet Filamin A in vivo

Um die Interaktion von CEACAMI1 und Filamin A in vivo zu bestitigen, wurden
Koimmunprézipitationen durchgefiihrt. Zelllysate von RBE-CEACAMI-L, RBE-
CEACAMI-S und RBE-Y488,515F (einer nicht mehr tyrosinphosphorylierbaren CEACAMI1 -
long-Mutante) wurden mit Protein-G-Sepharose gekoppeltem Be9.2 (anti-CEACAMI1) oder
IgG-Kontrollantikorper inkubiert. Um eine indirekte Interaktion via Aktin auszuschlieBen,

war im Lysepuffer auBerdem Cytochalasin D und DNasel enthalten.

B Ratten Leber

A RBE - RBE- RBE- RBE- 5
short long  short long FLNa .
FLNg | s s, CEACAM1 !

IP: 1gG CEACAM1

CEACAM1 . b

C HT29
IP: Beg.2 I9G FLNa‘ o ‘
CEACAM{ -
RBE- RBE- RBE- RBE-
long Y488:513F long Y488:513F IP: I9G CEACAM1
FLNa —
D Granulozyten
CEACAM! . . Flla |l = =8

IP: IgG CEACAM1

Abb. 15: Koimmunprizipitationen von Filamin A durch CEACAMI. Zelllysate von
RBE-CEACAMI-L, RBE-CEACAMI1-S und RBE-Y488,515F (A) oder Rattenleberlysat (B)
wurden mit Be9.2 oder IgG-Kontrollantikdrper préizipitiert. Blot: FLMNO1 (anti-Filamin) und
Be9.2 (anti-Ratten-CEACAM]1). Lysate von humanen HT29 Zellen (C) und von frisch
priaparierten, adhdrenten, humanen Granulozyten (D) wurden mit 4/3/17 (anti-human
CEACAMI) oder IgG-Kontrollantikdrper prézipitiert. Blot: FLMNO1 und 4/3/17.
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Ergebnisse— 1. CEACAM1-L interagiert mit Filamin A

Alle drei CEACAMI1-Konstrukte zeigten eine Koprézipitation von Filamin A, wahrend die
Filamin A-Bande in keiner der Kontrollreaktionen zu erkennen ist (Abb. 15A). Somit scheint
auch in vivo nicht nur die lange, sondern auch die kurze CEACAMI1-Isoform Filamin A zu
binden. Die Koprézipitation durch die Tyrosin-Doppelmutante beweist auBerdem, dass die
Bindung der langen Isoform tatsdchlich unabhingig von Tyrosinphosphorylierungen
stattfindet. Dies stimmt mit den Daten aus Affinitatsprazipitationen und BIAcore-Messungen
iiberein, die mit aus Bakterien gereinigten und somit wahrscheinlich nicht phosphorylierten

Proteinen durchgefiihrt wurden.

Die Koprézipitation aus Rattenleberlysat zeigt, dass die Bindung auch im endogenen Ratten-
System vorhanden ist (Abb. 15B). AuBlerdem konnte die Interaktion in endogen
exprimierenden humanen Zellen gezeigt werden. Der mit humanem CEACAMI reaktive
Antikorper 4/3/17 zeigte eine Koprézipitation von Filamin A aus der Kolonkarzinom-Zelllinie
HT29 (Abb. 15C) und aus frisch isolierten, adhirenten, humanen Granulozyten (Abb. 15D).
In allen Experimenten betrug die Menge des koprazipitierten Filamin A ca. 0,5% bis 1,5% des
gesamten Filamin A-Gehaltes. Dies stimmt mit den Daten {iber andere Interaktionspartner
(auBer F-Aktin) iiberein, welche nur eine kleine Fraktion des Filamin A binden [Marti et al.,
1997; Ohta et al., 1999].

Transfektion und Charakterisierung der M2- und A7-Melanomzellen

Um funktionelle Aspekte der CEACAMI1-FLNa-Interaktion untersuchen zu kénnen, wurde
ein gut etabliertes humanes Melanom-Zellsystem benutzt. Die M2-Zellen wurden von C.C.
Cunningham ef al. bei einem Screen nach Melanomzellen mit spontanem Verlust der
Filamin A-Expression entdeckt [Cunningham et al., 1992]. Aus M2-Zellen wurden durch
Transfektion mit Filamin A-cDNA A7-Zellen generiert. Die Reexpression von Filamin A
filhrte zu einer Erhohung der zuvor stark eingeschrinkten Migration der M2-Zellen. Beide
Zelllinien wiesen keine Expression von CEACAMI1 auf, wie durch FACS- und Western-Blot-
Analyse sowie mittels RT-PCR gezeigt wurde (Abb. 16A, B, C).

FACS-Analysen zeigten aullerdem, dass kein anderes membranverankertes Mitglied der
CEA-Proteinfamilie exprimiert wird (Abb. 16D). Weder transmembranidres CEACAM3 und
CEACAM4 noch GPI-verankertes CEACAMS5, CEACAM6, CEACAM?7 und CEACAMS
wurden detektiert. M2- und A7-Zellen wurden stabil mit humaner CEACAM1-4L-cDNA
transfiziert und zweimal subkloniert. Die resultierenden Zelllinien wurden M2-CC1 und A7-
CC1 benannt. Die fiir die weiteren Versuche verwendeten Klone zeigten eine dhnliche
Oberfldchen- und Gesamtexpression der langen CEACAMI1-Isoform, wie durch FACS-
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Ergebnisse— 1. CEACAM1-L interagiert mit Filamin A

Analyse (Abb. 16A) und Western-Blot (Abb. 16B) gezeigt wurde. Im Western-Blot migrierte
CEACAMI1-long als diffuse Bande von ungeféhr 130 kDa. Die benutzten A7-CC1-Klone und
die parentalen A7-Zellen exprimieren dhnliche Mengen Filamin A (Abb. 16B).
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= c
3 3
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Abb. 16: Charakterisierung und
CEACAMI1-L-Transfektion von
humanen M2- und A7-
Melanomzellen. M2- und A7-
Zellen wurden stabil mit humaner
CEACAMI1-4L-cDNA transfiziert
und subkloniert, wodurch die
Zelllinien M2-CC1 und A7-CCl1
entstanden. (A) FACS-Analyse
der CEACAMI-Expression von
M2-, A7-, M2-CC1- und
A7-CCl1-Zellen mit dem
Antikorper 4/3/17 (schwarze
Linien) oder mit einem
Kontrollantikérper (graue Flache).
(B) Western-Blot von M2-, A7-,
M2-CC1-und A7-CCl1-
Zelllysaten. Blot: Kaninchen-anti-
human-CEA (CEACAMI-
kreuzreaktiv) und FLMNO1 (anti-
Filamin A). (C) RT-PCR-Analyse
von M2-, A7-, M2-CC1-und
A7-CCl1-Zellen mit human-
CEACAMI1-spezifischen Primern.
7 (D) FACS-Analyse von M2- und
A7-Zellen mit dem polyklonalen
Kaninchen-anti-human-CEA-
Antikorper (pAb; erkennt
CEACAMI, 5 und 6) bzw. den
monoklonalen Antikdrpern 13H10
(CEACAMS6), 80H3 (CEACAMS)
und Coll (CEACAMS3 und 5).

(E) Spontane Apoptose und
Proliferation von A7-, M2-CCl1-
und A7-CC1-Zellen relativ zu
M2-Wildtypzellen. Die spontane
Apoptose wurde durch FACS-
Analyse von Propidiumiodid- und
AnnexinV-gefarbten Zellen.
bestimmt

Die Proliferation wurde in einem auf BrdU-Einbau basierenden System gemessen. Gezeigt
sind jeweils Durchnittswerte von drei Parallelansitzen eines typischen Experimentes und ihre

Standardabweichung (n=3).
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M2-, A7-, M2-CC1- und A7-CCl-Zellen zeigten in einem auf BrdU-Inkorporation
basierendem Assay keine Unterschiede in der Proliferation. Auch in der spontanen Apoptose,
die durch Annexin-V- und Propidiumiodid-Farbung untersucht wurde, gab es keine
signifikanten Unterschiede (Abb. 16E).

Die Interaktion von CEACAMI1 und Filamin A in den kotransfizierten A7-CC1-Zellen wurde
durch Koimmunprézipitationen von Filamin A durch den CEACAM-reaktiven Antikorper
4/3/17 bestitigt (Abb. 17A). Zudem zeigten konfokale Aufnahmen von CEACAMI-
Filamin A-Doppelimmunfluoreszenzen eine deutliche Kolokalisation von beiden Proteinen an
Zell-Zell-Kontaktbereichen in nicht konfluent wachsenden A7-CC1-Zellen (Abb. 17B).
Wurde den Zellen erlaubt fiir eine Stunde auf Laminin-1 zu adhérieren, kolokalisierten die

Proteine in distinkten Bereichen der dorsalen Plasmamembran von Einzelzellen (Abb. 17C).

A FiaminaAl | Abb. 17: CEACAMI1 und
: . Filamin A interagieren und
CEACAM1 S~ kolokalisieren in A7-CC1-Zellen.
P: 1gG CC1 (A) Koimmunprizipitation. Lysate

von A7-CC1-Zellen wurden mit
Protein-G-Sepharose gekoppeltem
4/3/17 oder IgG-Kontrollantikorper
inkubiert. Blot: FLMNOI (anti-
Filamin) und 4/3/17 (anti-human
CEACAMI). (n=4)

(B,C) Konfokale Aufnahmen von
indirekten Immunfluoreszenzen
von A7-CC1-Zellen geférbt mit
FLMNOI1 (Filamin A, griin) und
4/3/17 (CEACAMI, rot). Werden
die Filamin-Farbung und die
CEACAMI1-Firbung
iibereinandergelegt, erscheinen
Kolokalisationen von CEACAM1
und Filamin A gelb (Overlay). Vor
dem Fixieren wurden die Zellen
entweder 24 h nicht konfluent auf
Zellkultur-behandelten
Plastikobjekttragern wachsen
gelassen (B) oder sie durften 1 h
auf Laminin-1 behandelten
Plastikobjekttragern adhérieren (C).

Z-scan (n=3)

Filamin A CEACAM1 Overlay

Filamin A CEACAM1
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Ergebnisse— 1. CEACAM1-L interagiert mit Filamin A

Die Expression von CEACAM1-L und Filamin A beeinflusst Invasion und Migration

Um die Invasion einzelner Zellen zu testen, wurden so genannte chemotaktische Transwell-
Invasions-Assays durchgefiihrt. Diese basieren, wie schematisch in Abb. 18A gezeigt, auf
einem Zwei-Kammer Kultur-System, bei dem die beiden Kammern durch eine pordse, innen

mit einer kiinstlichen extrazelluldren Matrix beschichteten Membran getrennt sind.

A

Serum-freies 10 - *3
Medium c
S 87
g *3
ECM- > 6 -
Gel 0 O = *4
+ + @ 4-
+ 1 o
M2-konditioniertes ‘; 2 -
Medium 0 -

M2 A7 M2- A7-
CC1 CcC1

Abb. 18: Transwell-Invasions-Assays. (A) Schematische Darstellung eines Transwell-
Invasions-Assays. Einzelheiten sind dem Text zu entnehmen. (B) Relative Invasion von A7-,
M2-CC1- und A7-CC1-Zellen im Vergleich zu M2-Wildtypzellen in BD-Biocoat-Matrigel-
Invasions-Assays. Die Durchschnittswerte von drei (jeweils dreifach durchgefiihrten)
Versuchen und deren Standardabweichung sind gezeigt. Berechnungen nach dem Student's t-
Test ergaben: (*1) p<0,006 im Vergleich zu M2-Zellen und (*2) p<0,01 im Vergleich zu A7-
Zellen.

Die Zellen werden zundchst von Serum depriviert, um jegliche Aktivierung durch im Serum
enthaltene Faktoren auszuschlieBen und anschlieBend in serumfreiem Medium in die obere
Kammer gegeben. In der unteren Kammer befindet sich Medium, welches Inhaltsstoffe
enthilt, die einen chemotaktischen Reiz auf die Zellen ausiiben. Uber die Membran baut sich
dann ein Gradient dieser Lockstoffe auf, der die Zellen veranlasst, auf die Aullenseite der
Membran gelangen zu wollen. Um dies zu erreichen, miissen die Zellen in der Lage sein, die
extrazelluldre Matrix zu degradieren und zu migrieren. Die Zellen auf der Aullenseite des
Filters konnen anschlieBend gezdhlt werden. In der hier verwendeten Versuchsanordnung
wurde von M2-Zellen konditioniertes Medium als chemotaktisch wirksame Substanz
verwendet (Abb. 18B). A7-Zellen zeigten eine stark erhdhte Invasivitit im Vergleich zu den
nur gering invasiven M2-Wildtyp-Zellen (7,2-fach * 2,3). Die Expression von CEACAMI1
hatte keinen Einfluss auf die Invasivitdt: M2-CCl1-Zellen zeigten keine signifikante
Veranderung im Vergleich zu M2-Zellen (1,2-fach * 0,6). Die Koexpression von CEACAM1

und Filamin A in A7-CC1-Zellen reduziert die Invasivitdt im Vergleich zu parentalen A7-
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Ergebnisse— 1. CEACAM1-L interagiert mit Filamin A

Zellen um 50% (0,5-fach £ 0,1). Allerdings zeigten sie verglichen mit den gering invasiven

M2-Zellen immer noch eine erhéhte Invasion (3,6-fach * 0,5).

Um die Migration einzelner Zellen unabhingig von der Invasion zu testen, wurden
chemotaktische Transwell-Migrations-Assays durchgefiihrt, die ebenfalls auf dem Zwei-
Kammer Kultur-System basieren (Abb. 19A). Die Innenseite der porosen Membran ist
allerdings nicht mit extrazelluldrer Matrix beschichtet, so dass die Zellen ungehindert

migrieren kdnnen.

A B 5 -

*1
Serum-freies 4 - 1
Medium .5 1
E 3 *2
o
b= 0
+ + o
+++|'t + 4 3 -§
M2-konditiolniertes ;E 17
Medium 0 -

M2 A7 M2- A7-
CC1 CcC1

Abb. 19: Transwell-Migrations-Assays. (A) Schematische Darstellung eines Transwell-
Migrations-Assays. Einzelheiten sind dem Text zu entnehmen. (B) Relative Migration von
A7-, M2-CC1- und A7-CC1-Zellen im Vergleich zu M2-Wildtypzellen in Transwell-Boyden-
Chamber-Assays. Die Durchschnittswerte von drei (jeweils dreifach durchgefiihrten)
Versuchen und deren Standardabweichung sind gezeigt. Berechnungen nach dem Student's t-
Test ergaben: (*1) p<0,005 im Vergleich zu M2-Zellen und (*2) p<0,01 im Vergleich zu A7-
Zellen.

Die Zellen migrierten wieder gegen einen Gradienten von M2-konditioniertem Medium (vgl.
Cunningham 1992) (Abb. 19B). Die Aullenseite der pordsen Membran wurde mit Gelatine
beschichtet, um einen direkten Einfluss von Integrinen auf die Migration zu minimieren und
dennoch eine verbesserte Adhdsion zu gewihrleisten. Wie von Cunningham et al. (1992)
beschrieben, migrierten die A7-Zellen deutlich schneller durch die porése Membran als die
langsamen M2-Zellen (3,5-fach £ 0,9). Die Expression von CEACAMI in M2-Zellen erhdhte
die Motilitit in gleichem Mafe wie die Expression von Filamin A (3,5-fach + 0,4). Im
Gegensatz dazu zeigten die kotransfizierten A7-CCl-Zellen eine um 40% reduzierte
Migration im Vergleich zu den einzeln transfizierten M2-CC1- und A7-Zellen (0,6-fach *
0,2). Verglichen mit den M2-Wildtyp-Zellen zeigten sie allerdings immer noch eine erhdhte
Migration (1,9-fach £ 0,6).
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Ergebnisse— 1. CEACAM1-L interagiert mit Filamin A

Unterschiede im Migrations- und Invasionsverhalten beruhen nicht auf differenzieller

Expression oder Funktionalitiit der Integrin-Untereinheiten B1, B3, a3, 6 und av

Die kiinstliche extrazelluldre Matrix (Matrigel®) auf den Filtern des Invasions-Assays besteht
aus einer komplexen Mischung verschiedener Matrixproteine und auch die Gelatine in den
Migrations-Assays kann eventuell Matrixproteine aus dem Serumanteil des Mediums in der
unteren Kammer annehmen. Diese werden durch Integrine gebunden, welche dadurch die

Adhision, Migration und Invasion der Zelle kontrollieren.

Bv2 [JA7 [lmM2-cc1 [ |A7-CCH Abb. 20: Adhisionskinetiken
auf verschiedenen

10 Minuten extrazelluliaren
Matrixproteinen. M2-, A7-,
T M2-CC1-und A7-CC1-Zellen
durften fir 10, 30 oder 60 min
auf verschiedenen
Komponenten der
extrazelluldren Matrix (ECM)
FN LN VN

Kolid Kol Matrigel 4 dherieren. Kol-I: Kollagen-1;
1,5- Kol-IV: Kollagen-IV; FN:
30 Minuten Fibronektin; LN: Laminin-1;
1 4 VN: Vitronektin; Matrigel:
komplexe Mischung aus allen
0,5 EZM-Komponenten. Gezeigt
ist die relative Adhédsion auf
den jeweiligen Proteinen im
Kol-l  Kol-IlV FN LN VN  Matrigel Vergleich zu den M2-Wildtyp-
Zellen als Durchschnittswert
60 Minuten einer Dreifachbestimmung mit
Standardabweichung eines
typischen Versuches (n=3).

-
o
]

-—h
1

X-fache Adhasion
o
bk

X-fache Adhasion

X-fache Adhéasion

Kol-I Kol-IV FN LN VN Matrigel

Es wurde daher untersucht, ob die gefundenen Unterschiede in Migration und Invasion auf
Unterschiede in der Funktionalitit oder Expressionshohe von verschiedenen Integrinen
beruhen. Die adhisiven Eigenschaften aller vier benutzten Melanom-Zelllinien wurden auf
verschiedenen Matrixproteinen in einer Kinetik nach 10, 30 und 60 min Adhdsion gemessen.
A7-, M2-CCl1- und A7-CCl-Zellen zeigten im Vergleich zu M2-Wildtyp-Zellen keine
Unterschiede in der Adhdsion auf 96-Well-Platten beschichtet mit Matrigel, Vitronektin,
Fibronektin, Laminin-1, Kollagen-I oder Kollagen-IV (Abb. 20).

44



Ergebnisse— 1. CEACAM1-L interagiert mit Filamin A

Counts

0 20 40 60 30100
=
N

=

LTI &
FL1-Height

=1

M2

Counts
0 20 40 60 20100

=)
=
=
=

w' 10f go?
FL1-Height

=1

M2

Counts
1) 200

' 102 10
FL2-Height

M2

Counts
0 20

Counts
0

_Cl. L | I

=,
:
= i

T3,
=

.

' 0% 0?
FL2-Height

M2

Counts
] 200
=
=
o

0 0 102 100
FL2-Height

Blot:

Es wurde

A7

Counts
0 20 40 60 230100

=

w® ol 0? wd
FL1-Height

Counts
0 20 40 60 80100
i ; >
“

w? o' 02 0®
FL1-Height

o0

Counts
1) 2

[

A7

0 2

' 102 10
FL2-Height

E A7

FL2-Height

A7

Counts
TR RT

=
o® ! 1w® g0®
FL2-Height

Thromb. M2

B3-Integrin P

o

2 2
2 2
50 52
39 3® B3
a8 1
=3 =
109 100 108 10° 109 100 108 10°
FL1-Height FL 1-Height
= =
2 E
2 M2-CC1 S A7-CC1
23 23
p1
a8 8
= =
w? 1o 02 0® w® 10! 102 0P
FL1-Height FL 1-Height
=4 =1
8
M2-CC1 A7-CC1
un v
E ES v
3 3
- o
1w o' 10f go? LTI T
FL2-Height FL2-Height
(=1 (=1
[= =1
o~ o
E M2-CC1 A7-CC1
n 3 w
= =
3 3 a3
o =1
10?0 10f ot 10?1 0 ?
FL2-Height FL2-Height
=1 =
S 8
3 M2-CC1 A7-CC1
w3 n
2 2
3 3 a6
=
0% 10! 10 1o

) 3

' 10?
FL2-Height

10

A7

M2-CC1

in FACS-Analysen auch kein

AR
FL2Height

A7-CC1

signifikanter Unterschied

Abb. 21:

Expressionsanalyse

verschiedener
Integrin-
Untereinheiten.
(A bis E) FACS-
Analyse der
Oberflachen-
expression
verschiedener
Integrin-
Untereinheiten auf

M2-, A7-, M2-CCl1-
und A7-CC1-Zellen.

(A) B3-Integrin,
(B) B1-Integrin,
(C) awv-Integrin,
(D) o3-Integrin,
(E) 06-Integrin.
(F) Western-Blot-

Analyse der Gesamt-

B3-Integrin
Expression in

Zelllysaten von M2-,

A7-, M2-CCl1- und

A7-CCl-Zellen. Als
Positivkontrolle diente

Thrombozytenlysat.

in der

Oberflachenexpression der Integrin-Untereinheiten 1, o3, o6 und ov auf allen vier Zelllinien

gefunden (Abb. 21B bis E). Die Integrin-Untereinheit B3 konnte weder im FACS noch im

Western-Blot nachgewiesen werden (Abb. 21A, F). Dies bedeutet, dass der fiir die verstirkte

Migration von M2-CCl1-Zellen verantwortliche Mechanismus sich von dem durch

Ebrahimnejad und Mitarbeiter (2004) beschriebenen Mechanismus unterscheidet und einen

neuen, B3-Integrin-unabhéngigen Signalweg beinhaltet.
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Ergebnisse— 1. CEACAM1-L interagiert mit Filamin A

Filamin A verindert das Spreiten der Zellen und die Membranstabilitit

Obwohl alle vier Melanom-Zelllinien &hnliche Ahédsionsraten auf den untersuchten
Matrixproteinen aufwiesen, zeigten sie Unterschiede im Spreiten (spreading) auf
verschiedenen Proteinen der extrazelluldren Matrix (Abb. 22). Diese Unterschiede erlaubten
aber nur zwischen Filamin A-exprimierenden Zellen und Filamin A-defizienten Zellen zu
diskriminieren. Die Expression von CEACAMI-L hatte keinen Einfluss auf das Spreiten.
Insgesamt schienen alle Zellen auf Laminin-1 und vor allem auf Fibronektin gut zu spreiten,
wihrend sie auf Kollagen-I und -IV kein ausgeprégtes Spreiten zeigten. Die beiden
Filamin A-defizienten Zelllinien, M2 und M2-CCl1, schienen auf allen Matrices schneller und
besser zu spreiten als die Filamin A exprimierenden Zelllinien, A7 und A7-CCl1. Dies war
iiberraschend, da Filamin A urspriinglich als wichtiger Organisator des orthogonalen F-Aktin-

Netzwerkes beschrieben wurde, und somit das Spreiten unterstiitzen miisste.

Abb. 22:
Morphologie nach
Adhasion auf
verschiedenen
extrazellularen
Matrixproteinen.
Phalloidin-TRITC-
Immunfluoreszenz
von PFA-fixierten
M2-, A7-,
M2-CC1-und
A7-CC1-Zellen,
die fiir 2 h auf
Kollagen-I (Kol-I),
Kollagen-IV
(Kol-IV),
Fibronektin (FN)
oder Laminin-1
(LN-1) adhérieren
durften.

Balken: 10 pm

-
....Z

Differenzielle-Interferenz-Kontrast-(DIC-)Aufnahmen von frisch auf unbeschichteten
Zellkulturschalen ausgesiten Zellen ergaben, dass A7- und A7-CC1-Zellen viele blasenartige
Membranausstiilpungen (membrane blebs) bildeten, welche die gesamte Zellperipherie
umfassten (Abb. 23). Im Gegensatz dazu wiesen M2- und M2-CC1-Zellen keine solchen

Membranausstiilpungen auf und zeigten ein gutes Spreiten.
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Ergebnisse— 1. CEACAM1-L interagiert mit Filamin A

Die blasenartigen Membranaustiilpungen der Filamin A-exprimierenden A7-Zellen schienen
von gleichméBiger GroBe zu sein, widhrend die Membranaustiilpungen der
doppeltransfizierten A7-CC1-Zellen verschieden gro3 waren und auch einen groBeren

Durchmesser erlangten.

Diese Ergebnisse stehen im Gegensatz zu von Cunningham et al. verdffentlichten DIC-
Aufnahmen [Cunningham et al., 1997]. In dieser Verdffentlichung wurden die beiden oben
beschriebenen Phinotypen genau entgegengesetzt den M2- ("blebs") und A7-Zellen ("no
defect") zugeordnet. Es wurden daher alle Zelllinien, welche fiir die in Abb. 23 gezeigten
Aufnahmen verwendet wurden, nochmals im Western-Blot auf Filamin A- und CEACAMI1-

Expression getestet und die korrekte Zuordnung bestétigt.

S

Abb. 23: Morphologie nach Adhision auf Zellkulturplatten. DIC-Aufnahmen von nicht-
fixierten M2-, A7-, M2-CC1- und A7-CC1-Zellen, die fiir 4 h auf nicht beschichteten
Zellkulturplatten adhidrieren durften. Balken: 10 um
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Ergebnisse— 1. CEACAM1-L interagiert mit Filamin A

CEACAMI1-L und Filamin A beeinflussen den Wundschluss konfluenter Zellen

Im Gegensatz zu Transwell-Assays, welche die Migration von vereinzelten Zellen messen,

imitieren so genannte Wundheilungs-Assays eher eine in vivo-Situation. Wundheilungs-

Assays erlauben die Beobachtung induzierter Migration von Zellen, die sich noch im
Zellverband befinden und die reife Zell-Zell- und Zell-Matrix-Kontakte besitzen (Abb.
24A, B). Fiir Wundheilungs-Assays wurden konfluent gewachsene Zellen (Monolayer) durch

Kratzen mit einer Pipettenspitze "verwundet". Der entstandene, zellfreie Spalt hatte eine

Breite von ca. 300 um.
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Abb. 24: CEACAMI1-
Filamin A-Interaktion
inhibiert Wundheilung in
vitro. Konfluent
gewachsene M2-, A7-,
M2-CC1-und A7-CCl1-
Zellen wurden mit einer
Pipettenspitze "verwundet".
Die Wunde wurde nach 0,
24 und 48 h fotografiert (A,
Balken: 100 um) und die
Absténde zwischen den
Wundréindern bestimmt (B).
(C) Proliferation am
Wundrand. M2-, A7-, M2-
CC1-und A7-CC1-Zellen
wurden 24 h nachdem die
Wunde gesetzt wurde mit
BrdU inkubiert, fixiert und
mit FITC-gekoppeltem anti-
BrdU-Antikorper geférbt.
BrdU-positive Zellen
wurden in je 3 an den
Wundrand grenzenden, 50
um? groBen Flichen
gezéhlt. Die Bilder zeigen je
Zelllinie eine reprisentative
Flache. Im Diagramm ist
der Durchschnittswert einer
Dreifachbestimmung mit
Standardabweichung eines
typischen Versuches gezeigt
(n=3).
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M2-Wildtyp-Zellen haben innerhalb von 24 h 52% (£8%) und innerhalb von 48 h 64% (£6%)
der Wunde geschlossen. Der komplette Wundschluss trat bei dieser langsam migrierenden
Zelllinie nach circa 72 h ein (ohne Abbildung). Im Gegensatz dazu haben nach 24 h
Filamin A-exprimierende A7-Zellen 66% (+11%) und CEACAMI1-exprimierende M2-CCl1-
Zellen 69% (+£12%) der Wunde bedeckt. Nach 48 h war bei beiden Zelllinien ein fast
kompletter Wundschluss erreicht (A7: 89% +6%; M2-CC1: 92% £7%). Die A7-CCl-
Doppeltransfektanten zeigten eine stark verringerte Migration und bedeckten nur 16% (£7%)
der Wunde nach 24 h bzw. 24% (£10%) nach 48 Stunden. A7-CC1-Zellen waren auch nach
72 h nicht in der Lage, die Wunde zu schlieBen (ohne Abbildung).

Mittels BrdU-Inkorporation in Zellen am Wundrand konnte gezeigt werden, dass diese
Befunde nicht auf unterschiedlicher Proliferation wiahrend des Wundschlusses beruhen,
sondern Unterschiede in der Migration darstellen (Abb. 24C). Als relevanter Zeitpunkt fiir
diesen Assay wurden 24 h gewihlt. Garlick und Taichman haben gezeigt, dass bei normalen
Keratinozyten der so genannte Proliferation Burst (der starke, durch die Wunde induzierte

Anstieg der Proliferation) zu diesem Zeitpunkt stattfindet [Garlick und Taichman, 1994]

Die Expression von CEACAMI-L verstirkt das Streuverhalten (scattering) von

Filamin A-defizienten Zellen

In Wundheilungs-Assays zeigen epitheliale Zellen fiir gewdhnlich eine Migration, welche
dadurch charakterisiert ist, dass alle Zellen im Verbund bleiben und sich als fldchige Einheit
fortbewegen ("sheet-like migration"). Da sich in den Wundflichen der CEACAMI1-
transfizierten M2-CC1-Zellen besonders viele vereinzelte Zellen befanden (Abb. 24A),
wurden Zeitraffer-Aufnahmen des Wundschlusses der vier Melanom-Zelllinien wéhrend der
ersten 3 h nach dem Setzen der Wunde gemacht (Abb. 25).

Diese Zeitraffer-Aufnahmen zeigten, das M2-CC1-Zellen innerhalb von 3 h begannen, sich
vom Wundrand zu 16sen und als Einzelzellen zu migrieren (Abb. 25A). M2- und A7-Zellen
fingen frithestens nach 6 bis 10 h an, sich zu separieren (Abb. 25B, C) und zeigten auch eine
reduzierte Zahl an Einzelzellen im Bereich der Wunde (Abb. 24A). Die A7-CCl1-
Doppeltransfektanten zeigten keinerlei Streuung und blieben strikt im nur sehr langsam
migrierenden Zellverband (Abb. 25D). Auch nach 48 h wurden keine Einzelzellen im
Wundbereich gefunden (Abb. 24A).
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Abb. 25:
CEACAMI1-
Expression in M2-
Zellen verstirkt die
Zellstreuung
(scattering).
Konfluent gewachsene
M2-CC1- (A), M2-
(B), A7- (C), und A7-
CCl1-Zellen (D)
wurden mit einer
Pipettenspitze
"verwundet" und tiber
6 h alle 20 min
fotografiert. Gezeigt
sind Details dieser
Filme zu den
angegebenen
Zeitpunkten. Die
Zellgrenzen sind zur
besseren Erkennung
mit einer weillen Linie
nachgeformt. Sich
komplett vom
Wundrand 16sende
Zellen sind mit einem
Asterisk (*)
gekennzeichnet.
Balken: 5 um.

(E) Koloniebildung
und spontane
Streuung bei M2-,
A7-, M2-CC1- und
A7-CCl1-Zellen. Die
Zellen wurden
vereinzelt, diinn
ausgesit und 10 Tage
wachsen gelassen.
Balken: 10 pm.

Ahnliche Resultate ergaben sich aus der Beobachtung von aus einzelnen Zellen entstandenen

Kolonien (Abb. 25E). A7-CC1-Zellen wuchsen in dicht gepackten Kolonien und zeigten

keine Ablosung von Einzelzellen aus dem Zellverband. Die Kolonierdnder von M2- und A7-

Zellen waren zerfranst, die Kolonien blieben jedoch weitgehend als Einheit bestehen und nur

vereinzelt waren Zellen auB3erhalb von Zellverbinden zu beobachten. Von M2-CC1-Zellen

gebildete Kolonien zeigten diesen Zusammenhalt nicht. Es sind deutlich Einzelzellen zu

erkennen, die sich geldst haben und sich von der Kolonie entfernen. CEACAMI1 scheint also
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in Gegenwart von Filamin A das Streuen von Zellen zu verhindern, wihrend es allein

exprimiert das Streuen verstérkt.

Koloniebildung in Softagar-3D-Kultur

Etablierte Krebszellinien wie z.B. Hela-Zellen, aber auch normale, Virus-transformierte
Zellen sind in der Lage, in Softagar-Kulturen, die eine Adhision verhindern, zu iiberleben und
Kolonien zu bilden. Die meisten normalen Zellen wachsen nicht unter diesen Verhiltnissen.
Um den Grad der Entartung, also die erreichte Stufe der Transformation einer Krebszelle, zu
bestimmen, konnen solche Softagar-Kulturen herangezogen werden. Bei der in diesem
System gemessenen "Transformation" muss allerdings bedacht werden, dass die Fahigkeit der
Zellen, in Suspension zu wachsen, nicht zwangsldufig mit der Fidhigkeit korreliert, im

entsprechenden Wirt einen Tumor bilden zu konnen.

Generell waren alle vier Zelllinien in der Lage, Kolonien zu bilden (Abb. 26). Die von M2-
CCl1-Zellen gebildeten Kolonien schienen kleiner als durch M2-, A7- oder A7-CC1-Zellen
gebildete Kolonien. Die Kolonien von A7-CC1-Zellen schienen haufig besonders kompakt zu
sein, was gut mit den Daten der zweidimensionalen Kolonien, die keinerlei Zell-Scattering
aufweisen, libereinstimmt. Es konnte leider aus Zeitgriinden kein statistisch abgesicherter,
signifikanter Unterschied zwischen den hier benutzten Zelllinien dargestellt werden. Die
vorldufigen Daten sind jedoch vielversprechend und verlangen nach einer Optimierung des

Systems, um statistisch relevante Auswertungen zu ermdglichen.

Abb. 26: Koloniebildung in Softagar. Gut vereinzelte Zellen wurden in Softagar ausgesét
und 3 Wochen inkubiert. Es sind jeweils 2 représentative Aufnahmen gezeigt. Balken: 1 mm.
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Ergebnisse— 1. CEACAM1-L interagiert mit Filamin A

Unterschiede in der Zellstreuung beruhen nicht auf E-Cadherin

Die Inhibition der Zellstreuung in epithelialen Zellen wird normalerweise durch Zell-Zell-
Adhésionspunkte (Adherens-Junctions) vermittelt, welche E-Cadherin als Grundbaustein
verwenden. Daher wurden alle vier Zelllinien auf die Expression von E-Cadherin untersucht.
E-Cadherin zeigte in allen Zellen ein punktartiges Muster in indirekten Immunfluoreszenzen
(Abb. 27A). Konfokale Aufnahmen zeigten, dass diese Farbung eindeutig intrazelluldr war
(Abb. 27B). Fiir fortgeschrittene Melanome ist bekannt, dass diese oft die endogene E-
Cadherin-Expression verlieren und statt dessen N-Cadherin exprimieren [Haass et al., 2005].
Alle vier in dieser Studie verwendeten Zelllinien =zeigten eine deutliche
Oberflachenexpression von N-Cadherin, welches in den Zell-Zell-Kontakten lokalisiert war
(Abb. 27A). Es gab keine Unterschiede in der Expressionsstirke zwischen M2-, A7-, M2-
CCl1- und A7-CC1-Zellen, wie durch Western-Blot gezeigt wurde (ohne Abbildung). Die
Streuung der M2-CC1-Zellen ist also nicht auf Verdnderungen der E- oder N-Cadherin-

Expression zuriickzufiihren.

Overlay
N-Cadherin B E-Cadherin  (Phalloidin)

N

A E-Cadherin

M2

A7

M2-
CC1

A7-
CCi1

Abb. 27: Expression und Lokalisation von E-Cadherin und N-Cadherin. Indirekte
Immunfluoreszenzen von konfluenten, fixierten und permeabilisierten M2-, A7-, M2-CC1-
und A7-CCl-Zellen. (A) Epifluoreszenz, E-Cadherin und N-Cadherin (B) Konfokale
Aufnahmen, E-Cadherin (griin) tiberlagert mit F-Aktin (rot, Phalloidin). Balken: 5 pm.
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Ergebnisse— 1. CEACAM1-L interagiert mit Filamin A

Intrazellulire CEACAMI1- und Filamin A-Lokalisation

In nicht konfluenten M2-CC1- und A7-CC1-Zellen ist CEACAMI1 groBenteils in den Zell-
Zell-Kontakten zu finden (Abb. 28). Es ist jedoch auch auf der gesamten iibrigen Oberfliche
lokalisiert. F-Aktin ist in den Zell-Zell-Kontakten und in der Peripherie angereichert

Wiéhrend die CEACAMI1-Verteilung in konfluenten Zellen beider Zelllinien eher diffus ist
und sich in den Zell-Zell-Kontakten nur ein kleiner Teil des CEACAMI1-L befindet (ohne
Abbildung), verdndert sich die intrazelluldre Lokalisation von CEACAMI, nachdem
konfluente M2-CC1- und A7-CC1-Zellen verwundet wurden. Fast die gesamte CEACAMI1-
L-Population wird innerhalb einer Stunde an die Zell-Zell-Kontakte rekrutiert (Abb. 29A).

Nach nur 10 min ist bereits eine deutliche Rekrutierung zu erkennen (ohne Abbildung). Nach
18 h ist CEACAMI-L immer noch in den Zell-Zell-Kontakten zu finden (Abb. 29A). Die
schnell migrierenden M2-CC1-Zellen stellen auch als Einzelzellen noch Kontakte {iber lange
Ausldufer mit Nachbarzellen her. Diese Kontaktstellen zeigen eine deutliche CEACAMI1-
Farbung. Auch die nicht-beweglichen A7-CC1-Zellen zeigen nach 18 h eine deutliche
CEACAMI1-Farbung in den Zell-Zell-Kontakten.

CEACAMA1 Phalloidin Abb. 28: CEACAM1
. befindet sich in Zell-Zell-

Kontakten nicht
konfluenter M2-CC1-
und A7-CC1-Zellen.
Immunfluoreszenzen

CM 021 (Epifluoreszenzen) von
CEACAMI1 bzw.
Phalloidin in nicht
konfluenten Zellen nach
PFA-Fixierung. Balken:
Spm.

A7-

CC1

Filamin A zeigt in konfluenten A7- und A7-CCl-Zellen eine diffuse Verteilung (ohne

Abbildung) und wird nach dem Setzen einer Wunde innerhalb einer Stunde zum Teil an die
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Ergebnisse— 1. CEACAM1-L interagiert mit Filamin A

Zell-Zell-Kontakte rekrutiert (Abb. 29B). Nach 18 h ist Filamin A vorwiegend im cortikalen

Bereich des Lamellipodiums lokalisiert.

A 1 Stunde 18 Stunden B Stunde 18 Stunden

M2-

cCi A7

CEACAM1 Filamin A

Abb. 29: CEACAMI1 und Filamin A werden an Zell-Zell-Kontakte rekrutiert.
Konfluente Zellen wurden 1 bzw. 18 h nach dem Setzen einer "Wunde" mit einer
Pipettenspitze fixiert und fiir CEACAMI1 (A) und Filamin A (B) geférbt. Balken: Sum.

CEACAMI1-Assoziation in Membranmikrodoménen in M2-CC1- und A7-CC1-Zellen

Es wurde gezeigt, dass CEACAMI1 in PBMCs (peripheral blood monocytes)
Membranmikrodoménen-assoziiert ist [Chen und Shively, 2004]. Membranmikrodoméinen
stellen kleine Unterbereiche der Zellmembran dar, welche sich durch die erhdhte
Konzentration von Cholesterol und Glykosphingolipiden auszeichnen. In diesen
Membranbereichen konnen bestimmte Proteine angereichert werden, was z.B. in der
Signalentstehung oder —weiterleitung eine Rolle spielen kann [Simons und Ikonen, 1997].
Proteine, die in Detergenz-resistenten Membranfraktionen gefunden werden, gelten als

Mikrodoméinen-assoziiert.

Eine Moglichkeit diese Mikrodomédnen und ihre assoziierten Proteine darzustellen, sind
Sucrose-Gradienten. Unten werden die mit Detergenz-haltigem Lysepuffer hergestellten
Zelllysate (45% Sucrose) eingesetzt und darauf wird der Gradient mit geringer werdenden
Konzentrationen an Sucrose (35%, 20% und 5%) geschichtet. Wiahrend der
Ultrazentrifugation schwimmen die leichteren Detergenz-resistenten Membranfraktionen in

die weniger konzentrierten (geringe Dichte) Bereiche des Sucrose-Gradienten hinauf,
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wihrend alle schwereren, nicht Mikrodoméinen-assoziierten Proteine, in der unteren Héalfte

des Gradienten (hohe Dichte) verbleiben.

CEACAMI1 war in M2-CCI1- und A7-CCl1-Zellen Mikrodominen-assoziiert (Abb. 30).
Filamin A blieb unter den hier gewéhlten Bedingungen im unteren Bereich des Gradienten.
Dennoch schien die Expression von Filamin A einen Einfluss auf die Verteilung von
CEACAMI in Mikrodoménen-assoziierte und nicht-assoziierte Fraktionen zu haben. Durch
Quantifizierung der CEACAM1-Menge in der oberen (geringe Dichte) und der unteren (hohe
Dichte) Hilfte des Gradienten ein Verhiltnis von 1:2 (assoziiert:nicht-assoziiert) in M2-CC1-
Zellen und von 1:1 (assoziiert:nicht-assoziiert) in A7-CC1-Zellen zu finden. Ob dieser
Unterschied tatsdchlich einen Einfluss auf das CEACAMI1-Signaling hat, und ob Filamin A
stets mit der nicht Mikrodoménen-assoziierten CEACAM1-Fraktion interagiert, muss in

weiteren Studien untersucht werden.

M2-CC1
M N cencam
Geringe Dichte Hohe Dichte
A7-CC1

g-,ﬁ ".' Filamin A
0t B b A B MR e CEACAMT

Geringe Dichte Hohe Dichte

Abb. 30: Sucrose-Dichtezentrifugationen. M2-CC1- und A7-CC1-Zellen wurden
solubilisiert und Sucrose-Dichtezentrifugationen unterworfen. Es wurden Fraktionen von 0,5
ml gesammelt. Blot: 4/3/17 (anti-CEACAM1) und FLMNO1 (anti-Filamin A). (n=2)

Losliche CEACAM1-Fusionsproteine haben keinen Einfluss auf die Morphologie,
Invasion und Migration von M2-, A7-, M2-CC1- und A7-CC1-Zellen

CEACAMI1-Molekiile gehen homophile Bindungen in cis auf der Plasmamembran, aber auch
in trans zwischen verschiedenen Zellen ein [Hunter et al., 1996; Wikstrom et al., 1996]. Es
wird daher spekuliert, dass diese Bindungen moglicherweise einen Einfluss auf die
Signaleigenschaften von CEACAMI1 haben. Um einen solchen Einfluss auf verschiedene

Verhaltensweisen der Melanomzellen weiter zu charakterisieren, wurden Fusionsproteine aus
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der extrazelluldiren Doméne des humanen CEACAMI und der konstanten Region der
schweren Kette eines humanen Antikorpers (IgG) benutzt. Die Klonierung und Herstellung
dieser Fusionsproteine ist im Abschnitt IV des Ergebnisteils beschrieben. Die vier Zelllinien
wurden fiir den jeweiligen Versuch mit 10 pg/ml CEACAMI1-Fc-Fusionsprotein und

Kontroll-Fc-Fusionsprotein inkubiert.

Es wurde zunichst die Morphologie der Zellen nach Adhésion auf unbeschichteten (vgl. Abb.
24), wie auch auf Kollagen I-, Kollagen I'V-, Fibronektin- und Laminin 1-beschichteten 96-
Well-Platten (vgl. Abb. 23) untersucht (ohne Abbildung), aber kein Unterschied zu den in
Abb. 23 und 24 gezeigten, nicht mit Fusionsprotein inkubierten Zellen gefunden. Auch
Invasions-Transwell-Assays (vgl. Abb. 19), Migrations-Transwell-Assays (vgl. Abb. 20) und
Wundheilungs-Assays (vgl. Abb. 25) wurden mit Fusionsprotein durchgefiihrt (ohne
Abbildung), und wieder ergab sich kein Unterschied zu den in den entsprechenden
Abbildungen gezeigten, unbehandelten Zellen im Migrations- und Invasionsverhalten. Auch
die in Abb. 17 und 34 dargestellten Koimmunprézipitationen von Filamin A durch
CEACAMI1 sowie die Kolokalisation der beiden Proteine in A7-CC1-Zellen (Abb. 17) wurde
nicht verdndert (ohne Abbildung). Moglicherweise muss CEACAMI1 fiir diese
Melanomzellen immobilisiert vorliegen, um eine "echte" Bindung, z.B. an andere CEACAM-
l-exprimierende Zellen, vorzutduschen. Dass die Konstrukte funktionell sind, zeigen
Versuche mit Granulozyten, bei denen das 16sliche Fc-CEACAMI1 eine Verzdgerung der
Apoptose induziert hat [Singer et al., 2005].

CEACAMI1 beeinflusst Wund-induzierte Verinderungen des Aktin-Zytoskeletts

Um Erklarungen fiir die deutlichen Unterschiede im Migrationsverhalten von M2-, A7-, M2-
CC1- und A7-CCl1-Zellen im Wundheilungs-Assay zu finden, wurden Immunfluoreszenzen
angefertigt. Durch Phalloidin-Farbungen wurde untersucht, ob die Expression von
CEACAMI1 und Filamin A einen Einfluss auf das Aktin-Zytoskelett hat.

Konfluente Zellen aller vier Zelllinien zeigten eine diffuse F-Aktin-Farbung (ohne
Abbildung). Innerhalb einer Stunde nach dem Setzen einer Wunde zeigten alle Zellen eine
polarisierte Morphologie mit einem in die zellfreie Zone ausgestreckten Lamellipodium (Abb.
31). M2-Wildtypzellen und Filamin A-exprimierende A7-Zellen bildeten nach einer Stunde
Stressfasern und zeigten eine Anreicherung von F-Aktin in cortikalen Bereichen der
Zellperipherie und an Zell-Zell-Kontakten. Nach 18 h waren keine Stressfasern mehr zu
erkennen. Im Gegensatz zu den CEACAMI-negativen Zellen bildeten M2-CC1- und A7-

CC1-Zellen nach einer Stunde keine Stressfasern und zeigten eine verstirkte Anreicherung
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von F-Aktin in cortikalen Bereichen der Zellperipherie und an Zell-Zell-Kontakten. Nach 18 h
war die F-Aktin-Fiarbung in M2-CC1-Zellen mit der Farbung in M2-Zellen vergleichbar. Die
wenig motilen A7-CC1-Zellen erhielten die verstirkte F-Aktin-Akkumulation in cortikalen

Bereichen aufrecht.

M2-CCH A7-CC1

.... -
.... -

Abb. 31: Die Expression von CEACAMI1 verindert den Umbau des Zytoskeletts.
Konfluente M2-, A7-, M2-CC1- und A7-CC1-Zellen wurden 1 bzw. 18 h nachdem eine
Wunde gesetzt wurde, fixiert, permeabilisiert und mit Phalloidin gefarbt.

A7-CC1-Zellen haben einen gestorten Turnover der fokalen Adhésionen

Konfluente M2- und A7-Zellen zeigten eine diffuse Verteilung der Tyrosinphosphorylierung
(ohne Abbildung). Nach einer Stunde wurden punktartige Strukturen an der Zellperipherie
und im Zellkorper geférbt (Abb. 32). Diese Strukturen wurden wie unten beschrieben als
fokale Adhésionen identifiziert.

Nach 18 h zeigten M2- und A7-Zellen weniger Phosphotyrosin-positive fokale Adhésionen,
die sich vorwiegend an der Zellperipherie befanden. Im Gegensatz zu den parentalen
Zelllinien zeigten M2-CC1- und A7-CC1-Zellen bereits im nicht verwundeten konfluenten
Zustand zusitzlich zu dem diffusen ein leicht punktartiges Muster nach Farbung mit anti-
Phosphotyrosin-Antikorper (ohne Abbildung). Innerhalb einer Stunde nach dem Setzen einer
Wunde wiesen M2-CC1- und A7-CC1-Zellen eine deutlich stirkere Tyrosinphosphorylierung
der fokalen Adhésionen auf als M2- und A7-Zellen (Abb. 32).
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Nach 18 h =zeigten M2-CCl-Zellen eine mit M2-Zellen vergleichbare
Tyrosinphosphorylierung der peripher gelegenen fokalen Adhdsionen und eine
Tyrosinphosphorylierung in Zell-Zell-Kontaktbereichen. Nach 18 h glich das Phosphotyrosin-
Muster in A7-CC1-Zellen weitgehend dem Muster, welches eine Stunde nach der
Verwundung erhalten wurde. Zusétzlich zu den iiber den ganzen Zellkdrper verteilten fokalen
Adhésionen wurden auch Zell-Zell-Kontakte durch den anti-Phosphotyrosin-Antikdrper
gefarbt.

Somit zeigen M2-, A7- und M2-CC1-Zellen, trotz der kurzfristigen Differenzen im F-Aktin-
Aufbau (Abb. 31) und in der Tyrosinphosphorylierung (Abb. 32), einen vergleichbaren
Langzeit-Turnover der fokalen Adhdsionen bei der Wund-induzierten Migration (Abb. 32).
Nur die wenig motilen A7-CC1-Zellen erhielten die verstarkte Tyrosinphosphorylierung der
fokalen Adhidsionen bei lingerer Inkubation, so dass der gestorte Turnover der fokalen
Adhisionen eine mogliche Erklarung fiir die geringe Migration darstellt. Dies wiirde auch
erkldren, weshalb der Migrations-inhibierende Effekt in Transwell-Assays geringer ausfillt.

Dort sind keine reifen fokalen Adhdsionen vorhanden, die negativ beeinflusst werden

konnten.

Abb. 32: CEACAMI1-Expression verindert die Tyrosinphosphorylierung. Konfluente

M2-, A7-, M2-CCl1- und A7-CC1-Zellen wurden 1 bzw. 18 h nachdem eine Wunde gesetzt
wurde, fixiert, permeabilisiert und mit dem anti-Phosphpotyrosin-Antikdrper PY99 geférbt.

Die punkt- bis strichartigen, durch den anti-Phosphotyrosin-Antikorper erkannten Strukturen
wurden durch Farbung der Zellen mit anti-Vinkulin- (Abb. 33A), anti-B1-Integrin- und anti-
Paxillin-Antikdrper (ohne Abbildung) als fokale Adhésionen identifiziert. Die Bindung von
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Integrinen an Proteine der extrazelluliren Matrix fiihrt zur Phosphorylierung verschiedener
Proteine. So werden z.B. die fokale Adhésionskinase (FAK) und Paxillin aktiviert, welche in
die Funktion und den Turnover von fokalen Adhédsionen involviert sind [Crowe und
Ohannessian, 2004; Ilic et al., 1995]

Um den Phosphorylierungs-Status dieser beiden Proteine zu untersuchen, wurden
Phosphotyrosin-spezifische Immunprizipitationen mit unbehandelten oder verwundeten
Zellen durchgefiihrt (Abb. 33B, C). Die Proben wurden im Western-Blot analysiert und
prézipitiertes Phospho-FAK oder Phospho-Paxillin wurde quantifiziert. Unbehandelte Zellen
aller vier Zelllinien wiesen eine dhnlich starke Phosphorylierung von FAK und Paxillin auf.
Wurden die Zellen verwundet, zeigen die beiden CEACAM 1-L-transfizierten Zelllinien M2-
CC1 und A7-CCl eine deutlich hohere Verstirkung der FAK- und Paxillin-Phosphorylierung
im Vergleich zu den parentalen M2- und A7-Zellen. FAK und Paxillin tragen also zumindest
zum Teil zu der erhdhten Phosphorylierung der fokalen Adhésionen in M2-CC1- und A7-
CC1-Zellen bei.

A

M2 M2-CC1

B IP: P-Tyr / Blot: FAK C

0/° TR e e %

M2 A7 M2- A7- M2 A7 M2- A7-
CC1 CC1 CC1 CCH1
Abb. 33: Die Expression von CEACAMI1 verindert die Tyrosinphosphorylierung von
FAK und Paxillin. (A) Konfluente M2-, A7-, M2-CC1- und A7-CC1-Zellen wurden 1 h
nachdem eine Wunde gesetzt wurde fixiert, permeabilisiert und mit anti-Vinkulin-Antikdrper
gefarbt. Balken: 5 pm. (B, C) CEACAMI1-Expression verdndert die Tyrosinphosphorylierung
der fokalen Adhésionskinase (FAK) und Paxillin. Konfluente M2-, A7-, M2-CC1- und A7-
CCl1-Zellen wurden vor der Herstellung der Lysate entweder nicht weiter behandelt oder
bekamen Wunden mit einer Multikanalpipette gesetzt und wurden dann 1 h inkubiert. Die

Lysate wurden mit dem anti-Phosphpo-Tyrosin-Antikdrper PY99 immunprézipitiert, Blot:
FAK (B) und Paxillin (C).
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Die Bindung von CEACAM1 an Filamin A ist dynamisch

Filamin A ist ein Aktin-Zytoskelett-assoziiertes Protein. Es wurde daher untersucht, ob die
Bindung von Filamin A an CEACAMI1 in A7-CC1-Zellen unter Bedingungen, die zu einem
Umbau des Aktin-Zytoskeletts fithren, verdndert ist. Migration und Adhédsion sind durch
einen Aufbau an F-Aktin und Zell-Matrix-Kontakten gekennzeichnet. Im Gegensatz dazu
wird das ansonsten gut organisierte Aktin-Zytoskelett abgebaut, wenn die Zellen keine Matrix
zum Adherieren vorfinden. Aus den Lysaten unbehandelter, konfluenter A7-CC1-Zellen
wurde 1% (£0,3%) des Gesamt-Filamin A koprézipitiert (Abb. 34). Wurde Migration durch
Verwundung konfluenter Zellen induziert oder durften die Zellen frisch adhirieren, erhohte
sich die Menge des koprézipitierten Filamin A deutlich auf 2,6% (+0,4%) und 2,7% (+0,7%)
des Gesamt-Filamin A. Wurden die Zellen aber in Suspension gehalten, reduzierte sich die
Menge des koprézipitierten Filamin A auf 0,11% (£0,13%) des Gesamt-Filamin A. Diese

Daten weisen auf einen Zusammenhang zwischen der Zell-Matrix-Adhésion und der Stérke
der CEACAMI-L-Filamin A-Interaktion hin.

% w A S Abb. 34: Die Bindung von
CEACAM1- CEACAMI1-L an Filamin A ist
gebundenes FLNa k. B B dynamisch. Konfluente A7-CC1-
Zellen wurden entweder nicht
CEACAM1 . . . . bghar}delt ("%"'), bekamen Wunden
mit einer Multikanalpipette gesetzt
IP: CEACAM1 und wurden 1 h inkubiert ("W"),
durften 1 h auf Zellkulturschalen
% w A S adhérieren ("A") oder wurden fiir 1 h
in Suspension gehalten ("S"). Aliquots
? X der Lysate mit angeglichenen
Zell-Lysate Proteinmengen wurden geblottet. Die
restlichen Lysate (gleiche
Proteinmengen) wurden mit dem anti-
CEACAMI1-Antikorper 4/3/17
prézipitiert. Blot: 4/3/17, FLMNO1
(anti-Filamin A). Die Mengen des
kopréazipitierten Filamin A sowie des
Gesamt-Filamin A wurden
quantifiziert und der prozentuale
Anteil des koprézipitierten Filamin A
am Gesamt-Filamin A berechnet.
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CEACAMI1-L hat keinen Einfluss auf die A-RalA-Aktivierung

Ohta et al. (1999) zeigten, dass die kleine GTPase RalA an den Filamin-Repeat 24 bindet und
so die Migration reguliert. Die in dieser Studie benutzten Melanom-Zelllinien exprimieren
RalA gleich stark (ohne Abbildung). Um die Aktivierung von RalA zu bestimmen, wurden
Affinititsprézipitationen mit der Ral-Bindedoméne des Ral-Binde-Proteins-1 durchgefiihrt
(Abb. 35).

A Abb. 35: Die Expression von CEACAM1
@ P @@ hat keinen Einfluss auf die Aktivierung
von RalA. (A) Schematische Darstellung

t der Ral-GTP-Affinitétsprézipitation. (B)
— Konfluente A7- und A7-CC1-Zellen
wurden entweder nicht behandelt ("%"),
bekamen Wunden mit einer
Multikanalpipette gesetzt und wurden dann
1 h inkubiert ("W"), durften 1 h auf
Zellkulturschalen adhérieren ("A") oder
[]a7 wurden fiir 1 h in Suspension gehalten
B a7-cc1 ("S™). Aliquots der Lysate mit
angeglichenen Proteinmengen wurden
geblottet. Die restlichen Lysate (gleiche
Proteinmengen) wurden mit

|—I—1 immobilisierter Ral-Bindedomine (RalBD)
A S

Agarose
2

— -,
o N

GTP/(GDP+GTP)

o N &~ O o

des Ral-Binde-Protein-1 prazipitiert. Blot:
% w anti-RalA. Die Mengen des prézipitierten
A7 A7-CC1 RalA-GTP sowie des Gesamt-RalA
RaIA-GTP} - - - H JR——— ‘ wurden quantifiziert und der prozentuale

Anteil des GTP-gebundenen RalA am
RalA total . A - MR - g Gesamt-RalA berechnet.
% W A S % W A S

Die Ral-Bindedomine bindet spezifisch an die GTP-gebundene, aktive Form des RalA und
lag als GST-Fusionsprotein an Glutathion-Agarose gekoppelt vor (Abb. 35A). Um zu
untersuchen, ob die Expression von CEACAMI einen Einfluss auf die Aktivierung von RalA
hat, wurden Affinititsprazipitationen von A7- und A7-CCl-Zellen unter den gleichen
Bedingungen getestet, die die Starke der Interaktion von CEACAMI und Filamin A verdndert
haben (Abb. 35B). Die Prézipitate wurden geblottet und mit RalA-spezifischem Antikdrper
entwickelt, so dass der Anteil an GTP-gebundenem RalA bestimmt werden konnte. Um einen
Vergleich zum Gesamt-RalA zu ermdglichen, wurden auch Aliquots der eingesetzten Lysate
geblottet und die RalA-Menge (GTP+GDP) quantifiziert. Dies war moglich, da der
eingesetzte RalA-spezifische Antikorper nicht zwischen GTP- und GDP-gebundener Form
diskriminiert. In unbehandelten A7- und A7-CC1-Zellen ("%") betrug der Anteil von RalA-
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GTP etwa 5% des Gesamt-RalA. Wurden konfluente A7- und A7-CC1-Zellen mit einer
Multikanalpipette verwundet ("W") oder durften die Zellen fiir 1 h adhédrieren ("A"),
verdoppelte sich die Menge an aktiviertem RalA und stieg auf etwa 10% RalA-GTP an.
Wurden beide Zelllinien in Suspension gehalten ("S"), war eine leichte Reduzierung auf etwa
2,5% RalA-GTP zu verzeichnen. A7- und A7-CC1-Zellen zeigen also eine dhnlich starke

Aktivierung von RalA unter den hier getesteten Bedingungen.

Die Bindung von CEACAMI1-L an Filamin A inhibiert die Filamin A-RalA-Interaktion

RalA interagiert nur in GTP-gebundener Form mit dem Repeat 24 von Filamin A. Da der
Repeat 24 auch CEACAMI-L bindet, sollte untersucht werden, ob die CEACAMI1-L-
Filamin A-Interaktion einen Einfluss auf den RalA-Filamin A-Signalweg hat. Dazu wurden
die oben beschriebenen Western-Blots auch fiir koprazipitiertes Filamin A entwickelt (Abb.
36).
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Abb. 36: Die Bindung von RalA an Filamin A wird durch die Uberexpression von
CEACAMI1 beeinflusst. Die in Abb. 35 gezeigten Western-Blots wurden mit dem
Antikorper FLMNO1 entwickelt, um durch RalA koprézipitiertes Filamin A zu detektieren.
(A) Schematische Darstellung der Koprizipitation. (B) Blot: FLMNO1. Die Mengen des
koprazipitierten Filamin A sowie des Gesamt-Filamin A wurden quantifiziert und der
prozentuale Anteil des koprézipitierten Filamin A am Gesamt-Filamin A berechnet.
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Ergebnisse— 1. CEACAM1-L interagiert mit Filamin A

In unbehandelten ("%") oder in Suspension gehaltenen ("S") A7-Zellen wurde etwa 1% des
Gesamt-Filamin A koprézipitiert. Verwundung ("W") oder Adhision ("A") fithrten zu einer
Verdreifachung des koprézipitierten Filamin A (ca. 3%). Es scheint also eine Korrelation
zwischen der Konzentration an GTP-RalA und der Menge an koprizipitiertem Filamin A zu
bestehen. In A7-CCl-Doppeltransfektanten zeigte sich ein vollig anderes Bild. In
unbehandelten, verwundeten und adhérierenden A7-CC1-Zellen wurde unabhédngig von der
RalA-GTP-Menge eine stark reduzierte Menge an koprézipitiertem Filamin A gefunden. Es
wurden jeweils nur 0,3 bis 0,5% des Gesamt-Filamin A gebunden. Nur wenn die A7-CC1-
Zellen in Suspension gehalten wurden, wurde auch eine mit A7-Zellen vergleichbare Menge

an Filamin A von ca. 1% gebunden.

In Abwesenheit einer CEACAMI1-Expression (A7-Zellen) ist die Menge des GTP-
gebundenen RalA scheinbar proportional zu der Menge des koprézipitierten Filamin A.
Wiéhrend in A7-Zellen also eine von der RalA-GTP-Menge begrenzte Bindung stattfand,
wurde durch die Uberexpression von CEACAMI1 in A7-CC1-Zellen die Interaktion von
Filamin A mit RalA verhindert. Nur wenn die A7-CC1-Zellen in Suspension gehalten wurden
und CEACAMI-L nicht mit Filamin A interagierte, war RalA in der Lage, an Filamin A zu
binden. Auf jeden Fall scheint dieses komplexe Zusammenspiel der drei Proteine einen
moglichen Mechanismus zur Regulation der Migration darzustellen. Wie dieser Mechanismus

in endogenen Systemen reguliert wird, muss in weiteren Versuchen geklért werden.
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