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1. Zusammenfassung

Angiogenese, die als Aussprossung neuer BlutgefalRe aus bereits bestehenden
Blutgefallen definiert ist, findet sowohl in physiologischen als auch in
pathologischen Vorgangen statt. Es konnte gezeigt werden, dass Angiogenese bei
dem Wachstum und der Metastasierung von soliden Tumoren eine Rolle spielt.
Bei diesem komplexen Prozess spielen neben pro- und antiangiogenetischen
Faktoren auch Zelladhasionsmolekule eine essentielle Rolle. Abhangig von dem
jeweiligen Gefalentwicklungsstadium finden direkte und indirekte Interaktionen
zwischen den verschiedenen Faktoren statt. Das Zelladhasionsmolekul CEACAM1
(Carcinoembryonic Antigen-related Cell Adhesion Molecule1) ist in Endothelzellen
angiogenetisch aktivierter BlutgefalRe hoch reguliert und wirkt proangiogenetisch.
Endostatin  ist ein  potenter = Angiogeneseinhibitor, = welches seine
antiangiogenetischen Eigenschaften nach Abspaltung vom Kollagen 18 entfaltet.
Bis zum Beginn dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass sowohl Endostatin als
auch CEACAM1 besonders stark in der Wand neu formierter Blutgefalde zu finden
sind und eine direkte Interaktion beider Faktoren in Form einer stadienabhangigen
Ko-Lokalisation besteht. Weiterhin konnte nachgewiesen werden, dass Endostatin
direkt an CEACAM1 bindet. Ziel der vorliegenden Arbeit war es zu untersuchen, in
wie weit die Interaktion zwischen CEACAM1 und Endostatin fur die Regulation der
Morphogenese von Kapillaren und fur die Migration und Tubeformierung der
Endothelzellen eine Rolle spielt. Im Wound-Assay konnte gezeigt werden, dass
CEACAM1-Silencing in primaren menschlichen Endothelzellen (HDMECs) die
antimigratorischen Effekte von Endostatin abschwacht. Bei in vitro endothelialen

Tube-Assays war die Zahl, die Lange und das Netzwerk von Tubes unter



Applikation von VEGF+Endostatin oder VEGF+Endostatin+Angiopoietin-1
gesteigert, wenn HDMECs mit CEACAM1-Silencing verwendet wurden, und die
darauf folgende immunhistochemische Farbung dieser Tubes zeigte eine
Veranderung am Lokalisationsmuster von Endostatin in Abhangigkeit von
CEACAM1-Prasenz versus Abwesenheit. Die vorliegende Arbeit belegt erstmalig,
dass die angiogenesehemmenden Effekte von Endostatin von der endothelialen
Prasenz des CEACAM1 abhangig sind und die Interaktion zwischen Endostatin
und dem proangiogenetischen Zelladhasionsmolekul CEACAM1 endotheliale
Funktionen wie Migration und Tubeformierung beeinflussen. Weitere in vivo
Analysen sind notwendig, um die klinisch-funktionelle Interaktion zwischen
Endostatin und CEACAM1 bei der Neubildung von Blutgefallen und bei der

antiangiogenetischen Tumortherapie evaluieren zu konnen.



2. Einleitung

2.1. Aligemeine Einfuhrung in die Angiogenese

Angiogenese beschreibt die Aussprossung neuer Gefalle aus bereits
bestehenden Gefalken (Carmeliet 2000; Folkman 1984; Risau 1997). Dieser
Prozess findet sowohl in physiologischen als auch in pathologischen Vorgangen
statt. Physiologisch tritt sie bei der Wundheilung und bei der Regeneration des
Endometriums auf. Ein wesentlicher Bestandteil ist sie bei pathologischen
Prozessen wie Tumorwachstum und Metastasierung (Folkman und Shing 1992;
Modlich et al., 1996). Des Weiteren spielt Angiogenese bei rheumatoider Arthritis
(Folkman 1995) und bei diabetischer Mikro- und Makroangiopathie eine wichtige
Rolle.

Angiogenese wird durch ein Gleichgewicht zwischen Angiogeneseaktivatoren wie
beispielsweise VEGF, Angiopoietin-1 (Ang-1), Fibroblast Growth Factor (FGF),
Angiogenin sowie Angiogeneseinhibitoren wie Endostatin und Angiostatin,
reguliert, die parakrin und/ oder autokrin auf die GefalRe wirken (Folkman 2003;
Hanahan und Folkman 1996; O'Reilly et al., 1997; O'Reilly et al., 1994; Pepper
1997; Plendl et al., 2002). Auch Zelladhasionsmolekule wie Integrine, VE-
Cadherin, ICAM und VCAM spielen eine wesentliche Rolle bei der funktionellen
Modulierung der Kapillarbildung und der Gefallpermeabilitdtsregulierung
(Carmeliet et al., 1999; Kevil et al., 1998; Vitolo et al., 1996). Ein weiteres sehr
wichtiges Zelladhasionsmolekul ist CEACAM1 (Carcinoembryonic Antigen-related
Cell Adhesion Molecule1), das proangiogenetische Signalkaskaden aktiviert und
somit bei der Angiogenese eine wichtige Rolle spielt (Ergun et al., 2000; Kilic et

al., 2005).



Als proangiogen bezeichnet man die Faktoren, deren Expression oder parakrine
Wirkung zu einer gesteigerten Proliferation, Migration und Tubeformierung von
Endothelzellen fuhrt. Als antiangiogen bezeichnet man die Faktoren, die eine
angiogene Antwort der Endothelzellen hemmen oder somit hemmend auf die
Neubildung von Blutgefallen wirken (Folkman und Ingber 1992).

Die Aussprossung neuer BlutgefalRle aus bereits bestehenden stellt einen
komplexen Prozess dar.

a) Proliferation und Migration von Endothelzellen: Es kommt zu einer Zunahme
der Gefaldurchlassigkeit und damit verbunden zu einer Extravasation von
Plasmaproteinen, zum Beispiel Fibrinogen (Carmeliet 2000). Daraufhin kommt es
durch Proteasen der Metalloproteinasenfamilie zur Degradierung der
Basalmembran (Koshikawa et al., 2005; Vu et al., 1998). Nun wird der
Endothelzellverband aufgeldst und es kommt zur Proliferation und Migration von
Endothelzellen.

b) Formierung der Endothelzellen zu einem ersten Gefal3rohr: Endothelzellen
werden durch proangiogenetische Faktoren zu einer gerichteten Migration
angeregt. Dieser Prozess endet mit der Formierung neuer Kapillaren, die erst nur
aus den endothelialen Tubes (Gefallrohre) bestehen.

c) Integration von peri-endothelialen Zellen: In weiteren Schritten erfolgt die
Ausreifung der neugebildeten Blutgefalle. Dies beinhaltet die Ausbildung einer
neuen Basalmembran und die Integration der peri-endothelialen Zellen wie
Perizyten (bei Kapillaren) oder glatten Muskelzellen (bei groReren Gefalden) in der
Gefallwand. Dies dient der Stabilisierung und Unterstutzung der neuen

Gefalstruktur (Ergun et al., 2006; Folkman und D'Amore 1996; Hanahan 1997).



2.2. Angiogenesefaktoren

2.2.1. VEGF-Familie und VEGF-Rezeptoren
VEGF-A (Vascular Endothelial Growth Factor-A, VEGF)

Bei dem Protein VEGF-A handelt es sich um ein homodimeres Glykopeptid von 45
kDa und um einen Wachstumsfaktor. Es ist ein Schlisselprotein in der Regulation
der Angiogenese und wirkt auf Endothelzellen mitogen. VEGF-A, auch als VEGF
bezeichnet, wird von Endothelzellen, Fibroblasten, Makrophagen, glatten
Muskelzellen und auch Tumorzellen gebildet und die Expression von vielen
Hormonen, Zytokinen (z.B. b-FGF (Stavri et al., 1995), TGF-B (Houck et al., 1992),
Interleukin-6, PDGF, EGF), Onkogene (Fernandez et al., 2001) und Ausfall von
Tumorsuppressorgenen induziert. 1989 gelang es den Arbeitsgruppen von Ferrara
und Henzel, die VEGF als Heparin-bindendes Protein aus den FSH (Follikel-
stimulierendes Hormon)-produzierenden Zellen der Hypophyse zu isolieren
(Ferrara und Henzel 1989), VEGF zu isolieren. Es konnte nachgewiesen werden,
dass VEGF neben der endothelialen Proliferation auch die Migration und die
Tubeformierung der Endothelzellen in vitro steigert (Ferrara et al., 2003; Leung et
al., 1989). Von VEGF sind bislang funf verschiedene Isoformen bekannt. Sie
werden durch alternatives Splicing der mRNA, eines aus acht Exons bestehenden
Gens, generiert: VEGF121, VEGF 145, VEGF 165, VEGF 1539 VEGF 206, wovon VEGF 124,
VEGF 5 und VEGFs die Hauptisoformen darstellen. Sie alle besitzen eine
Heparinbindungsdomane  (Klagsbrun und D'Amore  1996). Aullerdem
unterscheiden sich die 5 Isoformen in ihrer Loslichkeit: VEGF 124 ist frei 16slich,
wahrend VEGF g9 und VEGF206 komplett an die extrazellulare Matrix gebunden
sind. VEGF45 findet man sowohl |6slich als auch in gebundener Form vor.

VEGF 45 ist eine seltene Variante und man kann es in unterschiedlichen



Tumorzelllinien im weiblichen Genitaltrakt finden (Poltorak et al., 1997). AuRerdem
wurde in einer neueren Studie aufgezeigt, dass Endothelzellen offensichtlich durch
Integrine direkt an VEGF+es und VEGF+g9 adharieren konnen (Hutchings et al.,
2003).

VEGEF ist essentiell beteiligt an der Vaskulogenese, die die de novo Gefalibildung
durch vaskulare Stammzellen beschreibt (Breier et al., 1992; Carmeliet et al.,
1996; Ferrara et al.,, 1996), und an der normalen und tumorindizierten
Angiogenese (Senger et al., 1993). Ebenso wichtig ist seine Wirkung bei der
GefalRneubildung bei Wundheilung, der rheumatoiden Arthritis (Fava et al., 1994;
Koch et al, 1994) und der Angiogenese fur das Wachstum und die
Metastasierung solider Tumoren.

Dies konnte an Untersuchungen mit Knockout-Mausen fur VEGF gezeigt werden.
Wegen defekter oder nicht erfolgter Vaskularisierung starben diese Mause am
Embryonaltag 8-9. Ebenso versterben Mause mit nur einem fehlenden VEGF-Allel
am 11.-12. Embryonaltag aufgrund von Defekten in der fruhen vaskularen
Entwicklung (Ferrara et al., 2004).

VEGF ist aullerdem ein potenter Gefallpermeabilitatsfaktor, der die
Gefallpermeabilitat um etwa das 50.000-fache gegenuber Histamin steigert
(Senger et al., 1990; Senger et al., 1986). Deswegen wird VEGF auch als VPF
(Vascular Permeability Factor) bezeichnet (Dvorak 2002). Weiterhin wurde
beschrieben, dass VEGF durch Lockerung der inter-endothelialen Kontakte (Tight
junctions) und der Induktion der Fenestrierung von Venen-und Kapillarendothel
permeabilitatssteigernd wirkt. Hinsichtlich der Angiogenese ist anzumerken, dass
die pathologische Steigerung der Gefallpermeabilitat in den meisten Fallen der

erste Schritt zu ihrer Aktivierung ist. Dies ist meist mit der volligen Destabilisierung



der Gefallwand verbunden, gefolgt von der Desintegration der Endothelzellen und
der Loslosung der peri-endothelialen Zellen von der GefaBwand (Ergun et al.,

2006).

VEGEF-C und VEGF-D

VEGF-C und VEGF-D sind im Gegensatz zu VEGF und VEGF-B das Resultat aus
posttranslational proteolytischer Prozessierung (Joukov et al., 1997; Stacker et al.,
1999). Diese beiden Mitglieder der VEGF-Familie besitzen sowohl eine mitogene
Wirkung auf Endothelzellen als auch eine Wirkung als lymphangiogenetische
Wachstumsfaktoren. Dies geschieht Uber die Bindung an VEGFR-2 (KDR) und
VEGFR-3 (Flt-4). Wahrend Embryonen mit einer VEGF-C-Deletion aufgrund der
fehlenden Ausbildung von Lymphgefa3en nicht lebensfahig sind (Karkkainen et
al., 2004), ist die Funktion von VEGF-D wahrend der Embryonalentwicklung nicht
bekannt. VEGF-D ist zum groften Teil wahrend der Embryogenese in der Lunge
und Haut zu finden (Farnebo et al., 1999). AuRerdem wird es von Melanomzellen
exprimiert. Am Beispiel dieses Tumors konnte gezeigt werden, dass VEGF-D
sowohl bei der Tumorangiogenese als auch bei der Lymphangiogenese eine
wichtige Rolle spielt (Achen et al., 2001). VEGF-D steigert in Melanomen das
LymphgefaRwachstum und die lymphatische Metastasierung (Stacker et al.,
2001). Auch bei der lymphatischen Metastasierung von intrathorakalen
Lungentumoren spielen VEGF-C und VEGF-D eine Rolle (Ishii et al., 2004).
Inwieweit VEGF-C und VEGF-D angiogenetische oder lymphangiogenetische
Effekte zeigen, scheint von ihren Interaktionen mit den Rezeptoren VEGFR-2 und

VEGFR-3 im Endothel abhangig zu sein.



VEGE-E (Orf-virus-derived VEGF)

Das VEGF-E (VEGF,+) Gen konnte aus dem Orf Parapoxvirus isoliert werden.
VEGF-E bindet an VEGFR-2 (KDR). Es bindet aber nicht an VEGFR-1 (Meyer et
al., 1999). Es wirkt mitogen auf Endothelzellen und steigert in in vivo-Versuchen

die GefalRpermeabilitat (Ogawa et al., 1998).

VEGF-Rezeptoren: VEGFR-1 (Flt-1), VEGFR-2 (KDR), VEGFR-3 (Flt-4),

Neuropilin (Nrp) -1 und -2

Die VEGF-Familie entfaltet seine Wirkung durch die Bindung an seine Rezeptoren
VEGFR-1, VEGFR-2 und VEGFR-3, sowie Neuropilin-1 und -2, die als Ko-
Rezeptoren fur VEGFR-2 dienen. Es handelt sich dabei um hochaffine
Rezeptoren, die der Familie der Tyrosinkinaserezeptoren angehdren. VEGF bindet
an zwei dieser Tyrosinkinaserezeptoren, VEGFR-1 (Fetal Liver Tyrosine Kinase,
Flt-1) und VEGFR-2 (Kinase-Domain Region, KDR oder Flk-1). Sie unterscheiden
sich hinsichtlich der von ihnen induzierten Signalkaskaden. VEGF-3 (Flt-4) dient
hauptsachlich als Bindungspartner fur VEGF-C und VEGF-D und gehort derselben
Rezeptorfamilie an. Weiterhin interagiert VEGF mit einer weiteren Gruppe von
Faktoren, den Neuropilinen-1 und -2 (Nrp-1/-2). Sie dienen als Ko-Rezeptoren und
amplifizieren einerseits die Interaktion von VEGF mit seinem Rezeptor VEGFR-2
und steigern somit die Affinitat von VEGF zu dem VEGFR-2. Alle diese
Rezeptoren sind hauptsachlich in Endothelzellen der Blutgefal’e zu finden (Achen
et al., 1998; Joukov et al., 1996; Millauer et al., 1993; Quinn et al., 1993). Sie
werden aber auch von Osteoblasten, Monozyten/Makrophagen und Perizyten der
Kapillarwand exprimiert (Barleon et al., 1996; Takagi et al., 1996; Takahashi et al.,
1995). Durch die Bindung von VEGF an seine Rezeptoren, insbesondere an den

VEGFR-2, kommt es zur Proliferation der Endothelzellen und zu einer Zunahme
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der Gefallpermeabilitat. Zahlreiche Untersuchungen haben gezeigt, dass VEGFR-
2 den Hauptmediator der angiogenen und mitogenen Wirkung von VEGF auf
Endothelzellen darstellt. Analysen an VEGF-Rezeptor-Knockout-Mausen haben
gezeigt, dass VEGFR-1 und VEGFR-2 fur die Differenzierung der Endothelzellen
aus den Hamangioblasten (Asahara und Kawamoto 2004; Fong et al., 1995;
Shalaby et al.,, 1995) und fur die darauf folgende Formierung endothelialer
Gefallrohre unverzichtbar sind. Schaltet man den VEGFR-2 aus, sterben die
Knockout-Mause am 8. Embryonaltag, da nicht gentugend Endothelzellen
vorhanden sind. VEGFR-1 Knockout-Mause haben zwar ausreichend
Endothelzellen, sterben aber aufgrund der Unfahigkeit, sie zu ersten Gefaldrohren
zu formieren, bzw. aufgrund des Unterbleibens einer stabilen Kapillarbildung am
9.-10. Embryonaltag (Fong et al., 1995; Shalaby et al., 1995).

Die Expression von VEGFR-2 unterliegt einer Autoregulation: VEGF-A, VEGF-C
und VEGF-D fuhren zu einer Hochregulierung von VEGFR-2 (Shima et al., 1995;
Stacker et al., 2001). Die Neuropiline (Nrp-1/-2) spielen eine Rolle in der
Immunologie und der neuronalen Entwicklung, sind aber auch in die Angiogenese
involviert. Nrp-1 bindet VEGF, VEGF-B und PIGF (Placenta-like Growth Factor),
Nrp-2 bindet VEGF, VEGF-C und PIGF (Ferrara et al., 2003). Nrp-1 dient als Ko-
Rezeptor. Er verstarkt die Interaktion zwischen VEGF und VEGFR-2, formt
Komplexe mit VEGFR-1 und steigert die Tumorangiogenese in vivo (Soker et al.,
1998). Nrp-2 wird zusatzlich auf lymphatischen Endothelzellen exprimiert.
Mutiertes Nrp-2 fuhrt zu Abnormitaten in der Formation kleiner Lymphgefalie in

Mausen.
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Placenta-like Growth Factor (PIGF)

PIGF existiert in drei Isoformen. Sie entstehen durch alternatives Splicen (Nagy et
al., 2003). Es kann Heterodimere mit VEGF bilden (DiSalvo et al., 1995). PIGF
wird Uberwiegend in der Plazenta, in Herz- und Lungengewebe exprimiert (Persico
et al., 1999). Es bindet als Homodimer mit hoher Affinitat an VEGFR-1 und
Neuropilin-1, interagiert aber nicht mit VEGFR-2 (Park et al., 1994). PIGF bildet

Heterodimere mit VEGF und bindet dann an VEGFR-2.

VEGE-B

Die genaue Rolle von VEGF-B (auch als VEGF-related Factor/ VRF bezeichnet)
ist noch nicht vollstandig bekannt. Es ahnelt dem Placenta-like Growth Factor in
vielen Aspekten (Joukov et al., 1997) und ist ein Ligand fur VEGFR-1 und
Neuropilin-1 (Nrp-1). Mit VEGF kann es Heterodimere bilden. Es wird in den
beiden Isoformen VEGF-B1s7 und VEGF-B1gs exprimiert (Olofsson et al., 1996).
Die pradominante Form stellt VEGF-B1; dar. Es ist in groRen Mengen in
gestreifter Muskulatur, im Myokard und braunem Fettgewebe vorhanden (Salven
et al., 1998). Dies weist auf eine Rolle in der Vaskularisierung von Muskulatur oder
braunem Fettgewebe hin. VEGF-B-Knockout-Mause Uberleben, haben aber ein
kleineres Herz, eine abnorme koronare Vaskularisierung und eine verminderte

Toleranz gegenuber kardialen Ischamien (Bellomo et al., 2000).

2.2.2. CEACAM 1

CEACAM1 (Carcinoembryonic Antigen-Related Cell Adhesion Molecule1) ist ein
Zelladhasionsmolekil, das in die Familie des Carcinoembryonalen Antigens (CEA)

gehort. Es ist strukturell in die Superfamilie der Immunglobuline einzuordnen

12



(Obrink 1997). Es kann sowohl homophile als auch heterophile Bindungen zu
anderen Mitgliedern der CEA-Familie eingehen (Rojas et al., 1990).

CEACAM1 war fruher auch unter dem Namen BGP (Biliary Glycoprotein) beim
Menschen oder als C-CAM bei der Ratte bekannt. In glykolisierter Form ist es 160
kDa schwer und hat extramembrandse, transmembrandse und zytoplasmatische
Domanen (Beauchemin et al., 1999; Lin und Guidotti 1989; Thompson et al.,
1991). Physiologisch wird CEACAM1 an der luminalen Oberflache von Epithelien
zahlreicher Hohlorgane oder Drisen wie Prostata, kolorektale Organe und
Brustdruse exprimiert (Prall et al., 1996). Es ist ebenfalls in Leukozyten in hohen
Mengen zu finden. CEACAM1 wird in Endothelzellen angiogenetisch aktivierter
kleiner Blutgefalle bei der Tumorvaskularisierung, der Vaskularisierung des
Endometriums, der Wundheilung und der Entzindungsprozesse exprimiert (Ergun
et al., 2000; Kilic et al., 2005; Wagener und Ergun 2000), wohingegen in
Endothelzellen ruhender und reifer Blut-bzw.LymphgefaRe CEACAM1 nicht
nachweisbar ist.

In seiner glykolisierten Form kommt es in menschlichen Granulozyten in hohen
Mengen vor. In seiner I6slichen Form besitzt CEACAM1 proangiogenetische
Eigenschaften: Es fordert die Chemotaxis, die Proliferation und die
Tubeformierung der Endothelzellen. Ergun et al. konnten zeigen, dass CEACAM1
angiogenetische Eigenschaften besitzt und an der durch VEGF induzierten
Morphogenese der Blutgefalle maligeblich beteiligt ist. Die Stimulation von
HDMECs mit VEGF fuhrt zu einer Hochregulierung der CEACAM1-Expression
(Ergun et al., 2000; Wagener und Ergun 2000). Die durch VEGF induzierte
endotheliale Tubeformierung wird durch das Ausschalten von CEACAM1 mittels

siRNA (Kilic et al., 2005) gehemmt. Auch die Applikation des monoklonalen
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Antikorpers gegen CEACAM1, 4D1/C2, fuhrt zur Hemmung der endothelialen
Tubeformierung.

Eine weitere Rolle spielt CEACAM1 in pathologischen Vorgangen. Beispielsweise
kann man eine CEACAM1-Expression in bestimmten Stadien des
Bronchialkarzinoms (Sienel et al., 2003) und des Prostatakarzinoms (Busch et al.,
2002) nachweisen. Erstmals zeigten Hixson et al. (Hixson et al., 1985) die
Beteilung von CEACAM1 bei der Tumorgenese, indem sie eine Abnahme der
CEACAM1-Expression auf der Proteinebene im hepatozellularen Karzinom
nachwiesen. Basierend auf weiteren Ergebnissen, die eine Herabregulierung von
CEACAM1 im Kolon-(Nollau et al., 1997), Brust-(Riethdorf et al., 1997) und
Endometriumkarzinom (Bamberger et al., 1998) zeigten, wurde dem CEACAM1
eine tumorsuppressive Aktivitat zugesprochen.

Weitere interessante Ergebnisse ergaben immunhistochemische Untersuchungen
fur CEACAM1. An Endothelzellen kleiner unreifer Blutgefalle konnte CEACAM1
sowohl bei der physiologischen als auch bei der pathologischen Angiogenese
nachgewiesen werden, wohingegen bei ausgereiften und ruhenden Gefal’en keine
Immunfarbung zu sehen war. Weitere Untersuchungen zeigten, dass die
Hochregulierung von  CEACAM1 zu  einer  Hochregulierung  von
proangiogenetischen Faktoren wie z.B. VEGF, Angiopoietin-1 und Angiogenin
fuhrt (Kilic et al., 2005). Eine Herunterregulierung von CEACAM1 in Epithelzellen
fuhrt hingegen zur Aktivierung der Angiogenese. Dies wurde am Beispiel des
Harnblasenkarzinoms (Oliveira-Ferrer et al., 2004) und des Prostatakarzinoms
(Tilki et al., 2006) gezeigt. Interessanterweise war nach epithelialer
Herunterregulierung von CEACAM1 durch siRNA neben der proangiogenetischen

Wirkung auch eine lymphangiogenetische Wirkung nachweisbar, da die
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Expression von VEGF-C und VEGF-D signifikant anstieg. In einer weiteren,
kurzlich erschienenen Arbeit konnte gezeigt werden, dass CEACAM1 zu einer
Reprogrammierung von  vaskularen Endothelzellen zu lymphatischen
Endothelzellen fuhrt und in Tumorlymphgefalien exprimiert wird (Kilic et al., 2007).
Uber homophile Bindung des membrangebundenen CEACAM1 wird nicht nur Zell-
Zell-Adhasion vermittelt, sondern werden auch Signaltransduktionskaskaden
aktiviert. Eine der bisher nicht ausreichend geklarten Fragen ist, oo CEACAM1 als
Rezeptor fur I6sliche Liganden dient. Kurzlich konnte nachgewiesen werden, dass
der Angiogeneseinhibitor Endostatin direkt an CEACAM1 bindet. Bisher gibt es
jedoch kaum Informationen Uber die funktionelle Bedeutung der Interaktion

zwischen CEACAM1 und Endostatin.

CarcinoEmbryonic Antigen-related Cell Adhesion Molecule 1

CEACAM]1 ist ein Zelladhdsionsmolekiil,
das folgende Zellfunktionen beeinflusst:

* Proliferation

+ Differentierung

Endothelvorlauferzellen

- Apoptose
* Adhéasion
\ - Migration/Motilitat
S - N,
V4 .,
Yy e
4 N
Angiogenetisch aktivierte
Endothelzellen Leukozyten
Epithelzellen P
— TN {iﬂ l} n—
| S ) ll \u; -/
| .&. | & l dendritische Granulo- T- Zellen B- Zellen
Zellen zyten

Abb.1: CEACAM1 und seine Funktionen: In seiner glykolisierten Form kommt es in
menschlichen Leukozyten in hohen Mengen vor. In seiner l6slichen Form besitzt
CEACAM1 proangiogenetische Eigenschaften: Es fordert die Proliferation,
Differentierung, Apoptose, Adhasion und die Migration der Endothelzellen.
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2.2.3. Angiopoietine

Ebenfalls eine wichtige Rolle in der Angiogenese spielen die Angiopoietine. Sie
wurden in den letzten Jahren als bedeutende Angiogeneseregulatoren erkannt
(Augustin et al., 2009; Maisonpierre et al., 1997; Suri et al., 1996; Thurston 2003).
Sie binden spezifisch an die extrazellulare Domane von Tie-2, bei dem es sich um
einen endothel-spezifischen Tyrosinkinaserezeptor handelt. Angiopoietin-1 (Ang-
1) ist ein Agonist und aktiviert den Tie-2-Signalweg durch Phosphorylierung von
Tie-2. Es hat in erster Linie eine chemotaktische Wirkung auf Endothelzellen,
weniger eine proliferative Wirkung (Witzenbichler et al., 1998). Im Gegensatz dazu
wirkt Angiopoietin-2 (Ang-2) als Antagonist und I0st durch die Bindung an den
Rezeptor Tie-2 keine Phosphorylierung des Rezeptors aus. Es stellt somit einen
kompetitiven Inhibitor des Ang-1 dar. In der Angiogenese wirkt Ang-1 als ein
Gefald-stabilisierender Faktor, der den Einbau von Perizyten und glatten
Muskelzellen in die Gefallwand fordert. Ang-2 hingegen wirkt destabilisierend auf
Gefalle und steigert mit VEGF die Angiogenese (Thurston 2003). Ang-1 alleine
oder in Kombination mit VEGF ist fir das Uberleben von Endothelzellen und
neuformierten BlutgefalRen von groRer Bedeutung (Kwak et al., 1999). Weiterhin
wurde gezeigt, dass das Verhaltnis zwischen Ang-1 und Ang-2 sich in Tumoren
zugunsten von Ang-2 verschiebt (Ahmad et al., 2001). In dieser Konstellation wirkt
Ang-2, vor allem zusammen mit VEGF-A, gefal3destabilisierend und fordert die
Angiogenese. Ohne VEGF kommt es bei erhohter Expression von Ang-2 zur

Regression von Blutgefalien .
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2.2.4. Endostatin

Neben Alpha-Interferon, Plattchen Faktor 4, Thrombospondin-1 und-2,
Angiostatin, Prolaktin, I0slicher basophiler FGF-Rezeptor und Tumstatin zahlt das
Endostatin zu den Angiogeneseinhibitoren (Folkman und Kalluri, 2003(O'Reilly et
al., 1997), auf dessen Rolle nun naher eingegangen werden soll.

Bei Endostatin handelt es sich um ein 20 kDa schweres C-terminales Fragment
des Kollagen 18, das durch proteolytische Spaltung freigesetzt wird. Erst nach
einer solchen Spaltung durch Enzyme wie Elastase und Cathepsin entfaltet
Endostatin seine antiangiogenetischen Effekte (Felbor et al., 2000; O'Reilly et al.,
1997; Wen et al., 1999), indem es die endotheliale Proliferation und Migration und
somit die Angiogenese hemmt. Endostatin wurde vom Erstentdecker O Reilly et
al., 1997 aus der Arbeitsgruppe von J. Folkman (Boston, USA) als
Angiogeneseinhibitor beschrieben. Sie konnten in experimentellen Tumormodellen
mit Mausen zeigen, dass Endostatin das Wachstum und die Metastasierung
dieser Tumore hemmt, so dass bei den behandelten Tumoren anschlief’end eine
nur in histologischer Analyse mit dem Lichtmikroskop nachweisbare Minimallasion

ubrig blieb, die avaskular war (O'Reilly et al., 1997).
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Abb.2: Endostatin: Endostatin wird wahrend der Entwicklung der BlutgefalRe in die
Morphogenese der BlutgefalRe einbezogen. In dieser Phase wird Endostatin in der
GefaRwand also stark akkumuliert und nachgewiesen. (Zeichnung: Prof. Dr. med.
Sileyman Ergun, Institut fur Anatomie, Universitatsklinikum Essen)

Ein weiterer Mechanismus ist die Wirkung von Endostatin an der Struktur der
GefalRwand. So konnte gezeigt werden, dass in neu formierten Blutgefal’en
Endostatin zu einer Stabilisierung der GefaBwand fuhrt. Deswegen wurde
postuliert, dass Endostatin zur Reifung der Blutgefale fuhrt, und damit zu einer
Reduktion der Gefal3permeabilitat beitragt. In in vivo und in vitro Studien konnte
gezeigt werden, dass Endostatin die durch VEGF initierte Formierung von
Kapillaren blockiert, aber die bestehenden Kapillaren bestandiger und stabiler
waren als die, die sich ohne Endostatinbehandlung entwickelten. Auch die
Lebensdauer der kapillarahnlichen endothelialen Tubes war langer als die, die

ohne Endostatinbehandlung gebildet wurden. (Ergun et al., 2001).
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Der genaue Wirkmechanismus des Endostatins ist jedoch weitestgehend
unbekannt.  Verschiedene = Mechanismen  wurden bisher  fur  die
antiangiogenetische Wirkung von Endostatin verantwortlich gemacht. Zu nennen
sind eine Vielzahl von Interaktionen des Endostatins mit verschiedenen Faktoren,
zum Beispiel dem [R-Catenin (Dixelius et al., 2002). So sind in Zell-Zell-
Interaktionen u.a. R-Catenine involviert. Die Migration von Endothelzellen, welche
fur den Ablauf der Angiogenese notwendig ist, erfordert einen kontinuierlichen Auf-
und Abbau von Zell-Zell-Interaktionen. In einer Studie konnte gezeigt werden,
dass Endostatin eine Tyrosinphosphorylierung des R-Catenins bewirkt, welches
zur Lockerung bzw. Loslosung der Zell-Zell-Kontakte fuhrte (Dixelius et al., 2003).

Auch Zell-Matrix-Interaktionen spielen fur den Ablauf der Angiogenese eine
wichtige Rolle. In diesen Interaktionen ist vor allem die Rolle von Integrinen von
Bedeutung. Integrine sind heterodimere Rezeptorkomplexe, die aus zwei nicht-
kovalent gebundenen Untereinheiten aufgebaut sind und die Kontakte zur
Extrazellularmatrix herstellen und somit Signale in die Zelle Ubertragen. Die
Untereinheiten werden in Alpha-und Beta-Subtypen unterteilt. Bislang sind 18
verschiedene Alpha- und 8 verschiedene Beta-Subtypen bekannt (Stupack und
Cheresh 2004). Die bevorzugte Bindungssequenz von Integrinen ist eine Gly-Asp-
Sequenz. Man findet sie in den Matrixproteinen Fibronectin, Vitronectin,
Fibrinogen und Kollagen (Ruoslahti 1996).

Bei der Angiogenese spielen die Integrine eine zentrale Rolle. So konnte fur das
avl3s-Integrin eine Beteiligung an der Angiogenese (Brooks et al., 1994) und der
Vaskularisierung maligner Tumoren wie Mammakarzinomen (Gasparini et al.,
1998), beschrieben werden. Auch fur das a,Rs-Integrin konnte eine Beteiligung an

der Angiogenese nachgewiesen werden (Friedlander et al., 1995).
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Interessanterweise wurde nachgewiesen, dass Endostatin an a,Rs-Integrin bindet
(Rehn et al, 2001; Sudhakar et al., 2003). Durch eine verbesserte
Bindungseigenschaft des Endostatins durch Kopplung einer Gly-Asp-Sequenz an
das Endostatinmolekil konnte eine starkere Bindung erzielt und dadurch die
antiangiogene Wirkung des Endostatins erhoht werden (Yokoyama und
Ramakrishnan 2004). Kurzlich konnte von der gleichen Arbeitsgruppe ebenfalls
gezeigt werden, dass Endostatin Uber das a ,Rs-Integrin an Zellen eines
Ovarialtumors bindet und somit die Vaskularisierung inhibiert (Yokoyama und
Ramakrishnan 2007).
Endostatin wird wahrend der Entwicklung der Blutgefal3e in die Morphogenese der
Blutgefalie einbezogen. In dieser Phase wird Endostatin in der GefalRwand stark
akkumuliert und nachgewiesen. Daher kann postuliert werden, dass es in der
frihen Phase der Gefallentwicklung besondere Bindungspartner fur Endostatin in
der Gefallwand geben muss. Einige bisher identifizierte Bindungspartner von
Endostatin sind unten aufgestellt:

* Heparin / ,Heparan sulfate proteoglycans

* Zink

* VEGFR-2 (KDR/Flk-1)

* Glypikane

* Integrine

* Tropomyosin
Neben oben beschriebenen Faktoren, welche als Bindungspartner in Frage
kommen, wurde kurzlich auch in einer Dissertationsschrift von Dr. Serap Yilmaz
eine Bindungsinteraktion mit CEACAM1 nachgewiesen, das -wie Endostatin auch-

in der fruhen Phase der Gefalentwicklung in der Wand neuer Blutgefalle zu
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finden ist. So konnte an einer Untersuchung am Prostatakarzinomgewebe an den
TumorblutgefaBen eine Ko-Lokalisation beider Faktoren gezeigt werden.
AulRerdem konnte gezeigt werden, dass Endostatin an CEACAM1 bindet. Da dies
in einer fruhen Phase der Gefallentwicklung stattfindet, konnte diese Interaktion
die Gefalreifung beeinflussen. Ob und in welcher Form beide Faktoren
miteinander interagieren und welche Bedeutung dem zugesprochen wird, gilt es

zu Uberprufen.

2.3. Arbeitshypothese und Zielsetzung

Trotz der Identifizierung zahlreicher Faktoren, die offensichtlich mit Endostatin
interagieren oder an die Endostatin bindet, ist es noch nicht gelungen einen
Signalrezeptor fur Endostatin zu identifizieren, wodurch die antiangiogenetischen
Effekte von Endostatin erklart/verstanden werden konnen.

Da Endostatin und CEACAM 1 in der frGhen Phase der Gefalineubildung im
Rahmen der Tumorvaskularisierung und auch der Wundheilung in den Wanden
der neuen Gefalde zu finden sind, wurde die Arbeitshypothese formuliert, dass die
Interaktion beider Faktoren eine wichtige Rolle bei der Regulation der
Angiogenese spielen kann.

In einer Dissertationsarbeit von Frau Dr. Serap Yilmaz konnte kurzlich
dokumentiert werden, dass Endostatin tatsachlich an CEACAM 1 bindet. Ziel der
hier vorliegenden Arbeit war also, experimentell zu Uberpriufen, inwieweit die
Interaktion zwischen Endostatin und CEACAM 1 fur die Regulation der
Morphogenese von Kapillaren, fur die Migration der Endothelzellen im Wound
Assay und hinsichtlich der Expression potenter angiogenetischer Faktoren wie

z.B. Faktoren der VEGF-Familie und Angiopoietine eine Rolle spielt.
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Zu diesem Zweck wurden in vitro endotheliale Tube Assays und Wound Assays
mit anschlielender immunhistochemischer Farbung sowie quantitativer Real Time
RT-PCR Analysen unter Verwendung von CEACAM1 Uberexprimierender versus

CEACAM1 gesilencter menschlicher mikrovaskularer Endothelzellen durchgefuhrt.
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3. Material und Methoden

3.1. Antikorper, Chemikalien und Substanzen

Antikorper

hES: Der polyklonale Antikorper (pAb hES) gegen humanes Endostatin
wurde kauflich erworben von R&D Systems

4D1C2: Dieser monoklonale Antikorper gegen humanes CEACAM1 wurde
von Prof. Dr. C. Wagener, Institut fur Klinische Chemie, UKE, zur

Verfugung gestellt.

Substanzen fiir die Immunhistochemie

Normales Kaninchen Serum (2% NRS), Sigma

Normales Schweineserum (2% NSS), DAKO

Antikorper-Anti-Rabbit IgG Biotin gekoppelt, DAKO

Antikorper-Anti-Mouse IgG Biotin gekoppelt, DAKO

Mouse PAP (Peroxidase Anti Peroxidase), DAKO

Rabbit PAP (Peroxidase Anti Peroxidase), DAKO

Avidin-Biotin-Komplex Reagenz, Vectastain ABC-Kit PK-6100 Standard
Elite, Linaris

Entwicklungslosung fur Peroxidase-Reaktion: 45ml Phosphatpuffer (PB),
1ml DAB (Diaminobenzidinhydrochlorid), 100ul Ammoniumchlorid, 900yl
Nickelsulfat, 900ul Glucose 10%, 150ul Glucoseoxidase aus Ansatz: 1,2mg

auf 1ml Aqua dest.
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3.2. Zellkultur

Fur die Versuche wurden kauflich erworbene Endothelzellen (Humen Dermal
Mikrovascular Endothelial Cells; HDMECs) von PromoCell, Heidelberg,
Deutschland verwendet.

Diese wurden in gelatinbeschichteten Flaschen in ,Endothelial Cell Growth*-
Medium (PromoCell) mit 5% fetalem Kalberserum kultiviert.

Bei Konfluenz der Zellen wurden diese fur den Tubeformierungsassay und den
Wound- Assay benutzt.

Die Zellen wurden immer bei 37°C in 5% CO2/95% Luftfeuchtigkeit kultiviert

3.3. Transfektion der Zellen

Fur die Uberexpression von CEACAM1 in den genannten Zellen wurde das
Plasmid pcDNA 3.1/ Hygro(-)plasmid (Clontech, CA, USA) verwendet, in das die
CEACAM1-cDNA in voller Sequenzlange ligiert wurde, dann als pcDNA
3.1/CEACAM 1 bezeichnet. Fur CEACAM1 Silencing wurde die siRNA-Technik
genutzt. Die Zielregionen fur die si-RNA-Sequenzen wurden entsprechend der von
Elbashir et al. publizierten Methoden aus der CEACAM1-cDNA ausgewanhlt
(Elbashir et al., 2002): Zielsequenz (cDNA) TS 210:
5 AATGTTGCAGAGGGGAAGGAG und Zielsequenz (cDNA) TS 152:
5 AACCTTCTGGAACCCGCCCAC. Als Kontrolle fur CEACAM1-Silencing diente
die Zielsequenz (cDNA) 5’AACGTACGCGGAATACTTCGA des Luciferase-Gens.
Die Praperation des siRNA-Dupletts erfolgte mithilfe des ,SilencerTM siRNA
Construction Kit* (Ambion, Inc., TX, USA).

HDEMCs wurden in 6 und 48-Well-Platten bis zu einer Konfluenz von 70%
kultiviert und anschliellend mit 2ug des Plasmids pcDNA 3.1/Hygro(-), 2ug des

Plasmidkonstruktes pcDNA 3.1/ CEACAM1, 2ug der CEACAM1 si-RNA(1ug TS
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152 und 1ug TS 210) und 2ug der Luciferase si-RNA mithilfe des Opti-MEM |
Reduced Serum Mediums und Lipofectamin PLUS Reagents (Invitrogen, CA,
USA) entsprechend der Gebrauchsanleitung des Herstellers transfiziert. Sie
wurden danach fur den Tubeformierungsassay und den Wound-Assay benutzt.
Eine weitere Methode der Transfektion wurde mithilfe des Amaxa-Nukleofektor-
Kits (Amaxa Biosystems, Koln, Deutschland) nach Gebrauchsanleitung

durchgefuhrt.

3.4. Endotheliales Tubeformierungsassay

Fur diesen Versuch wurde ein dreidimensionales Typ-l Kollagengel (Vitrogen 100,
Collagen Corp., CA, USA) verwendet, welches in 48-Well Kulturschalen (Costar,
Cambridge, MA, USA) vorbereitet wurde. Dies wurde bereits schon beschrieben
(Ergun et al., 1996). Nach der Polymerisation des Kollagengels im Inkubator bei
37°C wurden die transfizierten und Wildtyp-HDMECs in einer Konzentration von
2x10*well in 300ul MV Medium (PromoCell, Heidelberg, Deutschland) mit 5%
FCS auf die 48-Well Kulturschale verteilt. Das Medium wurde bei Konfluenz der
Zellen durch Basalmedium mit 5% FCS ohne weitere Zusatze ersetzt. 24 Stunden
spater wurden die CEACAM1 Uberexprimierenden HDMECs und CEACAM1
gesilencten sowie die mit leerem Vektor bzw. Luciferase-siRNA transfizierten
HDMECs mit VEGF, Endostatin und Angiopoietin-1 einzeln bzw. in Kombination
stimuliert.

Die Wells wurden nach 24 Stunden mit einem Zeiss Phasenkontrastmikroskop

fotografiert (Zeiss, Jena, Deutschland).
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3.5. Wound-Assay

Fur den Wound-Assay wurden CEACAM1 transfizierte und Wildtyp HDMECs in
einer Konzentration von 2x10%well in 300ul MV Medium (PromoCell, Heidelberg,
Deutschland) mit 5% FCS in 48-Well Kulturschalen bei 37°C kultiviert. Bei einer
Konfluenz von 80% wurde mithilfe einer 100ul Eppendorf-Pipettenspitze eine
senkrechte Wunde durch das Zentrum jedes Wells gezogen und das MV Medium
durch Basalmedium mit 5% FCS ersetzt. Nach der Aufnahme dieser Wunden mit
dem Zeiss Phasenkontrastmikroskop (Zeiss, Jena, Deutschland) bei 20-facher
VergrofRerung wurden die Wells einzeln oder in Kombination mit VEGF, Endostatin
und Angiopoietin-1 stimuliert. Danach wurde der Verschluss des Wundareals nach

24 Stunden beobachtet und erneut fotografiert.

3.6. Immunhistochemische Analysen

Fir die immunhistochemischen Analysen dienten die durchgefuhrten
Tubeformierungsassays. Die stimulierten Zellen wurden samt des Kollagengels in
Bouin'scher Losung fixiert und dann in Paraffin eingebettet. Von diesen in Paraffin
eingebetteten Blocken wurden 5-7um dicke Schnitte angefertigt und flr
immunhistochemische Analysen eingesetzt.

Fir die Untersuchung wurden chromalaun-gelatine beschichtete Objekttrager
benutzt, auf die die Gewebeschnitte aufgezogen und Uber Nacht bei 37°C
gelassen wurden. Dieser Schritt dient der besseren Haftung der Schnitte an dem
Objekttrager. Um die Gewebestruktur beurteilen zu konnen und die Bereiche mit
den meisten Tubeformierungen identifizieren zu konnen, wurden von den
Gewebeblocken jeweils die ersten beiden Schnitte mit Hematoxylin/Eosin (HE)

gefarbt.
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Die hier eingesetzte Methode der Immunhistochemie ist von Kilic und Ergun (Kilic
und Ergun, 2001) ausfuhrlich beschrieben.

Zu Beginn der immunhistochemischen Untersuchung wurden alle Schnitte in
absteigender Alkoholreihe deparaffiniert bzw. rehydriert. Bei Benutzung eines
polyklonalen Antikorpers mussten die Schnitte noch mit Wasserstoffperoxid
behandelt werden. Dieser Schritt dient der Unterdrickung einer unspezifischen
Peroxidasefarbung. Nach der Waschung mit PBS wurden die Schnitte mit
normalem Schweine- oder Kaninchenserum fur 30 Minuten inkubiert, um die
unspezifische Hintergrundfarbung zu unterdricken. AnschlieBend erfolgte die
Inkubation mit den zu untersuchenden primaren Antikérpern 4D1C2 und
Endostatin Uber Nacht bei 4°C. Am nachsten Tag wurden die Schnitte erst 3x10
Minuten in PBS gewaschen und anschlieBend mit dem sekundaren biotin-
gekoppelten Antikorper fur 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Daraufhin
erfolgte eine erneute Waschung fur 3x10 Minuten und anschliel3end die Inkubation
mit dem PAP-Komplex fur 30 Minuten bei Raumtemperatur. Nach einer erneuten
Waschung von 2x10Minuten erfolgte die Behandlung mit dem ABC-Komplex fur
30 Minuten bei Raumtemperatur. Nach abschlieRendem Waschen fur 3 x 10
Minuten in PBS und 10 Minuten in PB wurde die Peroxidase-Reaktion durch
Diaminobenzidin und Wasserstoffperoxid entwickelt (Davidoff und Schulze 1990).
Fir die Entwicklung der Peroxidase-Reaktion wurde die nach Itoh et al. (1979) und
nach Zaborszky und Leranth (1985) modifizierte Verstarkungsmethode mit Nickel
und Glukoseoxidase durchgefuhrt. Nach Zugabe der Entwicklungslosung wurde
die Entwicklung der Immunfarbung abgewartet, diese dauerte im Schnitt ca. 20
Minuten. Die Entwicklungsreaktion wurde durch Abgiel3en der Entwicklungslosung

und Aufnahme der Schnitte in PBS gestoppt. Alle Schnitte wurden dann in
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aufsteigender Alkoholreihe dehydriert, mit DePeX (Serva, Heidelberg,
Deutschland) eingedeckelt und mit einem Lichtmikroskop (Leica DMRB, Leica,

Deutschland) analysiert und fotografiert.

3.7. Quantitative real-time RT-PCR Analysen

Aus den transfizierten und Wildtyp-HDMECs Zellen wurde zellulare RNA mittels
Trizol-Reagenz (Life Technologies) nach Protokoll des Herstellers extrahiert.
Danach erfolgte die Transkription von 3 pg RNA in cDNA mit Hilfe des ,You-Prime
First-Strand“-cDNA Synthese Kits (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, USA).
Die RT-PCR wurde mit dem ,Light Cycler® (Roche, Basel, Schweiz) unter
Verwendung des Fluoreszensmarkers SYBR Green fur die relative Quantifikation
durchgefuhrt. Es wurden folgende Primarsequenzen eingesetzt:

GAPDH Primer: 5’-TGATGACATCAAGAAGGTGG-3

GAPDH Gegenstrang Primer: 5-TTTCTTACTCCTTGGAGGCC-3

VEGF Strang Primer: 5-CCTCCGAAACCATGAACTTT-3

VEGF Gegenstrang Primer: 5-TTCTTTGGTCTGCATTCACTT-3"

VEGF-D Strang Primer: 5-ATGGACTCTCGCT-3

VEGF-D Gegenstrang Primer: 5'-ATCGGAACACGTTCACACAA-3°

Angiopoietin-1 Strang Primer: 5-TTCCTTTCCTTTGCTTTCCTC-3'

Angiopoietin-1 Gegenstrang-Primer: 5’-CTGCAGAGCGTTTGTGTTGT-3°
Angiopoietin-2 Strang Primer: 5-AACATCCCAGTCCACCTGAG-3°

Angiopoietin-2 Gegenstrang Primer: 5’-GGTCTTGCTTTGGTCCGTTA-3°

Mithilfe einer Standardkurve wurde die relative Menge der analysierten Gene in
den Proben ermittelt. Es wurden dabei bekannte Konzentrationen eines das zu
analysierende Gen enthaltenden Plasmids (logarithmische Verdinnung) gegen

die PCR-Zykluszahl (Crossing Point) aufgetragen. Die Daten zweier unabhangiger
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Analysen fur das jeweilige Gen und die jeweilige Probe wurden gemittelt, und die
kalkulierte Menge jedes Faktors wurde auf die Werte des ,Housekeeping®- Gens

GAPDH bezogen.

3.8. Statistische Auswertung der Ergebnisse

3.8.1. Wound-Assay

Fur die Auswertung des Wound-Assays wurden die relativen Abstande der
Wundrander der Einfachheit wegen am Computer in Zentimetern gemessen.
Diese Abstande entsprechen einer ca. 200-fachen Vergrolerung. Die

Wundabstande betrugen nach Ziehen der Wunde alle 8 cm +0,5cm

3.8.2. Tubeformierungsassay

Beim endothelialen Tubeformierungsassay erfolgte eine semiquantitative
Auswertung anhand der Messung der Tubeldnge. Ein normales Vorhandensein
von Tubes wurde mit einem + bewertet. Bei verstarkter Tubeformierung erfolgte

die Auswertung mit ++. Bei Ubermaligen Tubes wurde mit +++ bewertet.
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4. Ergebnisse

4.1. Immunfarbung Endostatin und CEACAM1 in friihen
TumorgefalRen
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Abb.3A-B: Doppellmmunfarbung fur CEACAM1 (rot) und humanes Endostatin
(dunkelbraun) an Paraffinschnitten des Prostatakarzinoms. In friihen noch unreifen
BlutgefaRen (Pfeil) des Prostatatumors ist nur eine CEACAM1-Immunfarbung
nachweisbar (A). Die normalerweise an der luminalen Oberflache des Prostataepithels
vorhandene CEACAM1-Immunfarbung ist im Tumorgewebe nicht mehr zu finden. In

anderen teilweise stabilisierten TumorgefaRen (Pfeile) ist jedoch eine Immunfarbung flr
beide Faktoren, namlich CEACAM1 (rot) und Endostatin (dunkelbraun) ko-lokalisiert (B).

4.2. Interaktion zwischen CEACAM1 und Endostatin bei
endothelialer Migration

Um die Effekte von Endostatin und CEACAM1 auf die Morphogenese der
Blutgefal’e zu untersuchen, wurden in vitro Wound-Assays unter Verwendung von
HDMECs durchgefuhrt. Die HDMECs wurden hierfur wie oben beschrieben mit
CEACAM1 transfiziert, so dass CEACAM1 gesilencte (CC1sil) und CEACAM1
uberexprimierende (CC1ex) Zellen verglichen werden konnten. Danach wurden
die Zellen mit VEGF-A, Endostatin, Angiopoietin-1 einzeln oder in verschiedenen
Kombinationen stimuliert und das Migrationsverhalten der Zellen nach 24 Stunden

beobachtet und fotografiert.
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Abb. 4A-D: Effekte von Endostatin bei CEACAM1-Uberexpression versus
CEACAM1-Silencing in HDMECs bei der endothelialen Migration. A=CC1ex-VEGF,;
B=CC1sil-VEGF; C=CC1ex-ES; D=CC1sil-ES. Der Wound-Assay zeigt, dass bei VEGF-A
stimulierten CC1ex HDMECs der Wundabstand kleiner (A) ist als bei CC1sil HDMECs, die
mit VEGF-A stimuliert wurden (B). Bei CC1ex HDMECs, die mit Endostatin stimuliert
wurden (C) ist der Wundabstand nach 24 Stunden gréfR3er als bei CC1sil HDMECs (D).

4
-

Der Einsatz von VEGF-A dient als positive Kontrolle, welches die endotheliale
Migration induziert. Der mittlere relative Abstand der Wundrander war bei
Applikation von VEGF an CC1ex HDMECs bei 200-facher mikroskopischer
Vergrolerung nach 24 Stunden verringert von 8cm auf 4cm (Abb.4A). Im
Vergleich dazu war der Abstand bei CC1sil HDMECs unter VEGF-Stimulation von
8cm auf 4,75cm reduziert (Abb.4B). Bei Zugabe von Endostatin alleine hat sich
der Wundabstand bei CC1 HDMECs von 8cm auf 6,8cm verkleinert (Abb.4C),
wohingegen er bei CC1sil HDMECs von 8cm auf 5,65cm zurlickgegangen ist

(Abb.4D).
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Abb. 5A-D: Wound-Assay an CEACAM1-iiberexprimierenden versus gesilencten
HDMECs und die Bedeutung von Endostatin: A=CC1ex-ES+VEGF; B=CC1sil-
ES+VEGF; C=CC1ex-ES+VEGF+Ang-1; D=CC1sil-ES+VEGF+Ang-1. Der inhibitorische
Effekt von Endostatin wird hier bei CC1sil HDMECs, die mit Endostatin und VEGF-A
stimuliert wurden, beinahe aufgehoben und der Wundabstand verringert sich auf 4cm (B),
im Gegensatz zu CC1ex HDMECs, die die gleiche Stimulation erhalten haben (A). Auch
bei der Kombination von VEGF-A, Endostatin und Ang-1 gibt es bei CC1sil HDMECs
einen deutlicheren WundverschluR (D) als bei CClex HDMECs, die mit dieser
Dreierkombination stimuliert wurden (C).

Der Wundabstand betrug 24 Stunden nach der kombinierten Zugabe von
Endostatin und VEGF-A zu CC1ex HDMECs nach urspringlichen 8cm nur noch
5,5cm (Abb.5A), wohingegen er sich bei der Stimulation von CC1sil HDMECs mit
der gleichen Kombination von Endostatin und VEGF-A von 8cm auf 4cm
verkleinerte (Abb.5B).

Im n&chsten Schritt wurde eine dreier Kombination aus VEGF-A, Endostatin und

Angiopoietin-1 (Ang-1) eingesetzt. Wahrend der Wundabstand sich 24 Stunden
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nach der Stimulation der CC1ex HDMECs mit VEGF-A plus Endostatin und Ang-1
von 8cm auf 5cm reduzierte (Abb.5C), betrug er nach der Stimulation von CC1sil
HDMECs mit gleicher Kombination von Faktoren fur 24 Stunden nur noch 2,5cm

(Abb.5D).

4.3. CEACAM1 Uberexpression und CEACAM1 Silencing in
HDMECSs unter Verwendung von Endostatin bei der
endothelialen Tubeformierung

Um die Bedeutung der Interaktion von Endostatin mit CEACAM1 bei den durch
Endostatin hervorgerufenen Effekten zu untersuchen, wurde neben dem Wound-
Assay auch das endotheliale Tubeformierungsassay durchgefuhrt. Hierfur wurden
ebenfalls transfizierte HDMECs verwendet. CEACAM1 Uberexprimierende
(CC1ex) und CEACAM1 gesilencte (CC1sil) HDMECs wurden auf das bereits
polymerisierten Kollagengel gebracht und bis zu einem subkonfluenten Zustand
kultiviert. Anschlielfend wurden CC1sil HDMECs und CC1ex HDMECs mit VEGF-
A, Endostatin, Angiopoietin-1 einzeln oder in unterschiedlicher Kombination
stimuliert. 24 Stunden nach der Stimulation wurden die endothelialen Tubes
fotografiert und die Lange der Tubes semiquantitativ evaluiert und miteinander

verglichen.
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Abb.6A-D: Endotheliales Tubeformierungsassay: Effekte von CEACAM1-
Uberexpression versus CEACAM1-Silencing in HDMECs auf die Morphogenese der
BlutgefaRe. A=CC1ex-Kontrolle; B=CC1sil-Kontrolle; C=CC1ex-VEGF; D=CC1sil-VEGF.
Die VEGF induzierten Tubes bei CC1ex HDMECs (Pfeile, C) werden reduziert bei CC1sil
HDMECs, die mit VEGF stimuliert sind (Pfeil, D). Als Kontrolle wurden unbehandelte
HDMECs eingesetzt (A und B), die keine Tubeformierung zeigen.

Nach der Stimulation mit VEGF-A fur 24 Stunden wurde bei CC1ex HDMECs eine
signifikant starkere Tubeformierung (+++) (Abb.6C) im Vergleich zu
unbehandelten CC1ex HDMECs, die als Kontrolle verwendet wurden beobachtet
(Abb.6A). Nach der Stimulation von CC1sil mit VEGF-A hingegen konnte eine
signifikant schwachere Tubeformierung (+) gefunden werden (Abb.6D). Die

unbehandelten CC1sil HDMECs wurden als Kontrolle verwendet und zeigten

erwartungsgeman keine Tubeformierung (Abb.6B).

Appliziert man jedoch die beiden Faktoren -VEGF-A und Endostatin- zusammen

zu CC1sil HDMECs, so kam es zu einer deutlichen Formierung von endothelialen
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Kapillaren in vitro. Beim Vergleich von CC1ex HDMECs und CC1sil HDEMCs
nach der Stimulation mit der Kombination der beiden Faktoren konnte festgestellt
werden, dass auch hierbei die endotheliale Ausschaltung von CEACAM1 in einer
fast kompletten Aufhebung der inhibitorischen Wirkung von Endostatin resultierte.
Ein semiquantitativer Vergleich zeigte, dass bei der Stimulation von CC1ex
HDMECs mit VEGF-A plus Endostatin eine mit einem einfachen (+) (Abb.7A)
gewertete Tubebildung zu sehen war, wahrend die Tubeformierung bei der
Stimulation von CC1sil HDMECs mit der gleichen Kombination mit einem

zweifachen (++) gewertet wurde (Abb.7B).
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Abb.7A-D: CEACAM1-Uberexpression versus CEACAM1-Silencing in HDMECs und
endotheliale Tubeformierung in vitro: A=CC1ex-VEGF-A+ES; B=CC1sil-VEGF-A+ES;
C=CC1ex-VEGF-A+Ang-1+ES; D=CC1sil-VEGF-A+Ang-1+ES. Der inhibitorische Effekt
von Endostatin wird bei der Stimulation von VEGF-A plus Endostatin bei CC1sil HDMECs
nahezu aufgehoben (B, Pfeil) im Gegensatz zu CC1ex HDMECs (A, Pfeile). Bei
Kombination von VEGF-A, Ang-1 und Endostatin ist bei CC1ex HDMECs (C, Pfeil) eine
geringere Tubebildung zu sehen als bei CC1sil HDMECs (D, Pfeile).
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Im nachsten Schritt wurde auch die Wirkung der Kombination aus VEGF-A,
Endostatin und Ang-1 in Zusammenhang mit endothelialer Prasenz versus Absenz
studiert. Die Kombination von VEGF-A, Ang-1 und Endostatin fuhrt bei CC1ex
HDMECs zu einer mit einem einfachen (+) zu wertenden Tubeformierung
(Abb.7C), wahrend bei den CC1sil HDMECs dieser Effekt mit (+++) zu werten war
(Abb.7D).

Die folgende Tabelle (Tabelle 1) gibt Ubersichtlich die Ergebnisse dieser

semiquantitativen Auswertung wieder.

Tabelle 1: CC1ex CC1sil
VEGF-A +++ +
Endostatin 0 0
Endostatin+tVEGF-A + +
Endostatin+Ang-1 0 0
Endostatin+tAng-1+VEGF | + +++
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4 4. Immunlokalisation von CEACAM1 und Endostatin in in vitro
induzierten endothelialen Tubes

Um die Lokalisation von CEACAM1 und Endostatin in Endothelzellen, die im
Rahmen der oben beschriebenen Tubeassayanalysen in die Formierung
endothelialer ~ Tubes involviert ~ waren, zZu untersuchen, wurden
immunhistochemische Analysen an Schnitten von den in Paraffin eingebetteten
Kollagengelen mit Tubes durchgefuhrt. Die immunhistochemischen Analysen fur
CEACAM1 wurden mit dem monoklonalen Antikorper 4D1C2 und die fur
Endostatin mit dem polyklonalen Antikorper gegen Endostatin (hES) durchgefuhrt.
Wie unten exemplarisch an den mit VEGF plus Endostatin stimulierten Tubes
dargestellt, zeigten diese Analysen, dass in CC1ex HDMECs das Muster der
Immunfarbung far CEACAM1 (Abb.8A) und fur Endostatin (Abb.8B) sich sehr
ahneln und beide vor allem in der interendothelialen Kontaktzone, also zwischen
den benachbarten Endothelzellen, an der Geloberflache zu finden sind. In CC1sil
HDMECs war die Immunfarbung fur CEACAM1 erwartungsgemaf nur in wenigen
Zellen zu finden (Abb.8C) und das in Abb.8A vorgefundene Muster war nicht mehr
nachweisbar. Dagegen war die Farbung fur Endostatin an CC1sil-HDMECs
erstens starker in der Intensitat als in CC1lex HDMECs und zweitens
hauptsachlich an der basalen Seite des Endothelzellverbandes, also zwischen den

Endothelzellen und dem darunter liegenden Kollagengel, zu finden (Abb.8D).
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Abb. 8A-D: Immunhistochemische Farbung des Tubeformierungsassays mit hES
und 4D1C2: A=CC1ex-VEGF+ES, gefarbt mit dem Antikérper: 4D1C2; B=CC1lex-
VEGF+ES, gefarbt mit dem Antikérper: hES; C=CC1sil-VEGF+ES, gefarbt mit dem
Antikdrper: 4D1C2; D=CC1sil-VEGF+ES, gefarbt mit dem Antikdrper: hES. In CC1ex
HDMECs zeigt sich sowohl fliir CEACAM1(Abb.8A, Pfeil) und fir Endostatin (Abb.8B,
Pfeil) die Immunfarbung in der interendothelialen Kontaktzone. Bei CC1sil HDMECs ist
nur eine geringe Anzahl der Zellen fur die Immunfarbung fur CEACAM1 positiv (Abb.8C,
Pfeile), bei der Immunfarbung fur Endostatin jedoch zeigt sich eine starkere Intensitat und
die Farbung ist vor allem an der basalen Seite des Endothelzellverbandes zu finden
(Abb.8D, Pfeile)

w
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5. Diskussion

Die vorliegende Arbeit belegt erstmalig, dass die Interaktion zwischen dem
Angiogeneseinhibitor Endostatin und dem proangiogenetischen
Zelladhasionsmolekil CEACAM1 endotheliale Funktionen wie Migration und
Tubeformierung beeinflusst. Die hier vorgelegten Ergebnisse zeigen, dass a)
CEACAM1-Silencing (CC1sil) in primaren menschlichen Endothelzellen
(HDMECs) die antimigratorischen Effekte von Endostatin im Wound-Assay
abschwacht und der Wundverschluss durch VEGF schneller erfolgt, als bei
Wildtyp oder CEACAM1-Uberexprimierenden (CC1ex) HDMECs, b) bei CC1ex
HDMECs die antimigratorische Wirkung von Endostatin starker als bei Wildtyp
HDMECs ist, c) auch bei in vitro endothelialen Tube-Assay die Zahl, die Lange
und das Netzwerk von Tubes unter Applikation von VEGF+ Endostatin oder
VEGF+ Endostatin+ Angiopoietin-1 gesteigert war, wenn HDMECs mit CC1sil
verwendet wurden, und d) in anschlieenden Immunfarbungen an solchen Tubes
eine Veranderung am Lokalisationsmuster von Endostatin in Abhangigkeit von

CEACAM1 Prasenz versus Abwesenheit nachgewiesen werden konnte.

5.1. CEACAM1 und Endostatin sind in die frihe Morphogenese
der BlutgefaBe involviert

Bei der Neubildung von Blutgefal3en spielen die morphogenetischen Prozesse der
GefalRwand eine entscheidende Rolle fiir deren Uberleben und Funktion. Die
Morphogenese der Gefaldwand ist charakterisiert durch die Bildung regularer Zell-
Zell-Kontakte zwischen den Endothelzellen, die Integration der peri-endothelialen
Zellen in die Gefallwand und einer regular strukturierten Basalmembran (Dejana

2004). Endostatin beeinflusst die morphogenetischen Prozesse der neuen
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Blutgefalde und stabilisiert dadurch die endothelialen Tubes (Ergun et al., 2001).
Basierend auf diesen Ergebnissen wurde postuliert, dass Endostatin die
angiogenetische Potenz der neuen BlutgefaRe reduzieren und auch ihre
Durchlassigkeit herabsetzen konnte. Tatsachlich konnten spatere Publikationen
belegen, dass das Vorhandensein von Kollagen 18/Endostatin fur die
Aufrechterhaltung einer normalen Durchlassigkeit der Retinagefalde von
entscheidender Bedeutung ist (Takahashi et al., 2003). Wahrend das Fehlen von
Kollagen 18/Endostatin zu einer Ablosung der Retina fuhrte wie bei der
diabetischen Retinopathie, konnte durch Uberexpression von Kollagen 18 sowohl
die Retinaablosung als auch die abnormal hohe GefalRdurchlassigkeit blockiert
werden. Diese Ergebnisse zusammen mit den von Ergun et al. (Ergun et al., 2001)
zuvor publizierten Befunden, die Endostatin in der Basalmembran und in den inter-
endothelialen Kontaktzonen der neuen Gefal3e lokalisieren, belegen, dass
Endostatin in die morphogenetischen Prozesse der neuen Gefal3e involviert ist.
Da auch im Rahmen eines experimentellen Tumors therapeutisch appliziertes
Endostatin hauptsachlich in der Wand neuer Tumorgefalle akkumuliert war,
jedoch nicht in der Wand reifer normaler Blutgefale (Ergun et al., 2001; Schuch et
al., 2005), ist anzunehmen, dass diese morphogenetische Rolle von Endostatin fur
die antiangiogenetische Tumortherapie von Bedeutung sein kann.

Auch CEACAM1 ist in angiogenetisch aktivierten vaskularen Endothelzellen
hochreguliert und ist ultrastrukturell sowohl an der luminalen als auch an der
basolateralen Seite der neuformierten endothelialen Gefalirohre zu finden (Ergun
et al., 2000). Nicht nur die Uberexpression des membran-gebundenen CEACAM1,
sondern auch die Zugabe von loslichem CEACAM1 zu menschlichen

Endothelzellen induzieren Kapillarbildung und verstarken die VEGF-induzierte
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Neubildung von BlutgefaRen. So fuhrte das zellulare Ausschalten von CEACAM1
in primaren menschlichen Endothelzellen via siRNA oder durch Applikation des
CEACAM1-spezifischen Antikorpers zu einer volligen Blockade der VEGF-
induzierten endothelialen Tubes in vitro (Ergun et al., 2000; Kilic et al., 2005).
Dagegen zeigen sowohl die hier vorgelegten Ergebnisse als auch die bisher
publizierten Befunde, dass die CEACAM1-Uberexpression in vaskularen
Endothelzellen angiogenetische Effekte in Gang setzt und die durch VEGF-
induzierte in vitro Kapillarbildung unterstutzt. Als Zell-Zell-Adhasionsmolekul kann
CEACAM1 Zell-Zell-Kontakte zwischen den Endothelzellen vermitteln und somit
zur Formierung endothelialer Lumenbildung beitragen.

Weiterhin ist beschrieben, dass CEACAM1 mit Integrina B3 interagiert
(Ebrahimnejad et al., 2004). Interessanterweise konnte in Versuchen gezeigt
werden,dass auch Endostatin durch Bindung an a,-Integrin eine tumorsuppressive
Wirkung in Bronchialkarzinomen entfaltet (Cui et al., 2007). Durch solche
Interaktionen konnten CEACAM1 und Endostatin auch die Interaktion zwischen
den Endothelzellen und der Extrazellularmatrix modulieren und somit die
Morphogenese der neuen Gefal3e funktionell beeinflussen. Die bereits gezeigte
Lokalisation von CEACAM1 und Endostatin an der basolateralen Seite des
neuformierten  endothelialen  Gefalirohres  unterstitzt ebenfalls diese
Interpretation. Da beide, namlich CEACAM1 und Endostatin, in der Wand
neuformierter kleiner Blutgefal3e in besonders hohen Mengen nachzuweisen sind,
liegt die Vermutung nahe, dass beide Molekile auch direkt miteinander
interagieren konnten. Tatsachlich konnte in einer kurzlich vorgelegten
Dissertationsarbeit nachgewiesen werden, dass Endostatin an CEACAM1 bindet

(Yilmaz, Serap; 2006, Universitat Hamburg).
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5.2. CEACAM1 silencing schwacht die anti-angiogenetische
Wirkung von Endostatin bei der endothelialen Migration

Die hier vorgelegten Ergebnisse aus dem endothelialen Wound-Assay belegen
Uberraschenderweise, dass das zellulare Ausschalten von CEACAM1 in primaren
menschlichen mikrovaskularen Endothelzellen (HDMEC) den inhibitorischen Effekt
von Endostatin an der Migration von Endothelzellen in vitro schwacht.
Uberraschend deswegen, weil die endotheliale Prasenz von CEACAM1 per se
proangiogenetisch wirkt (Kilic et al., 2005), und somit es zunachst paradox
erscheint, dass der Angiogenesehemmer Endostatin auf die Interaktion mit dem
proangiogenetischen Molekil CEACAM1 angewiesen ist. Im Vergleich zu der
Applikation von Endostatin zu Wildtyp HDMECs oder zu CC1ex-HDMECs allein
oder in Kombination mit VEGF und/oder Ang-1 war bei der Behandlung der
CC1sil-HDMECs mit Endostatin oder Endostatin+VEGF oder
Endostatin+VEGF+Ang-1 der inhibitorische Effekt von Endostatin signifikant
reduziert. Dies deutet darauf hin, dass die Interaktion zwischen CEACAM1 und
Endostatin vermutlich die fur endotheliale Migration wichtigen intrazellularen
Signalwege, das Zytoskelett und Zell-Zell-Kontakte zwischen Endothelzellen oder
Endothelzell-Matrix-Kontakte moduliert. Ein moglicher Weg hierzu ware eine
Anderung am Expressionsmuster angiogeneserelevanter Faktoren, die indirekt die
genannten endothelialen Eigenschaften beeinflussen konnten. Trotz grofer
Anstrengungen anhand quantitativer RT-PCR-Analysen konnte im Rahmen dieser
Arbeit nicht schlissig nachgewiesen werden, ob und inwieweit die Zugabe von
Endostatin in Abhangigkeit von CEACAM1-Prasenz versus CEACAM1-
Abwesenheit in HDMECs die Expression solcher Faktoren wie VEGF-A, -C, -D
und deren Rezeptoren VEGFR-1, -2 und -3, Ang-1 und Ang-2 beeinflusst. Weitere

Analysen hierzu sind notwendig, um diesen Weg besser uberprufen zu kénnen.
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Hinweise auf einen potentiellen Einfluss von Endostatin auf die Aktivitat von
Faktoren, die die Zell-Zell-Kontakte regulieren, sind bereits in der Literatur zu
finden. Eine der in diesem Zusammenhang fur die antiangiogenetische Wirkung
von Endostatin verantwortlich gemachten Mechanismen ist die Interaktion des
Endostatins mit dem 3-Catenin (Dixelius et al., 2002; Dixelius et al., 2003), das bei
der Herstellung und Aufrechterhaltung von Zell-Zell-Interaktionen eine wichtige
Rolle spielt. Denn die Migration von Endothelzellen, welche fur den Ablauf der
Angiogenese notwendig ist, erfordert einen kontinuierlichen Auf- und Abbau von
Zell-Zell-Interaktionen. In einer Studie konnte gezeigt werden, dass Endostatin
eine Tyrosinphosphorylierung des p-Catenins bewirkt, welches zur Lockerung
bzw. Loslosung der Zell-Zell-Kontakte fuhrte (Dixelius et al., 2003). Auf der
anderen Seite konnte kurzlich nachgewiesen werden, dass das
Zelladhasionsmolekul CEACAM1 direkt mit f-Catenin interagiert (Jin et al., 2008).
Eine weitere Erklarung fur den Einfluss der Interaktion zwischen CEACAM1 und
Endostatin auf die endotheliale Migration konnte die bereits publizierte Interaktion
von Endostatin mit dem VEGFR-2 bieten (Young-Min et al., 2002). Hierbei konnte
gezeigt werden, dass Endostatin direkt an KDR/Flk-1 bindet und damit die VEGF-
induzierte Phosphorylierung von KDR/FIk-1 in Endothelzellen unterdruckt, die
Bindung von VEGF an Endothelzellen und an seinem Oberflachenrezeptor
KDR/FIk-1 inhibiert. Ebenfalls bereits publizierte Ergebnisse belegen, dass die
Uberexpression von CEACAM1 in HDMECs zu einer signifikanten
Hochregulierung von VEGFR-2 fuhrt (Kilic et al., 2005). Umgekehrt kdnnte das
hier durchgefuhrte CC1sil in HDMECs die Expression von VEGFR-2 reduzieren
und somit die Interaktion von Endostatin mit diesem in der Angiogenese

essentiellen Signalweg unterbinden. Die genauen mechanistischen Prozesse, die
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in Abhangigkeit von CEACAM1 die antimigratorische Wirkung von Endostatin

beeinflussen, sind noch nicht genau geklart und bedurfen weiterer Analysen.

5.3. CEACAM1 silencing schwacht die inhibitorische Wirkung von
Endostatin bei der endothelialen Tubeformierung

Wie bei der endothelialen Migration belegen die hier vorgelegten Befunde anhand
des in vitro endothelialen Tubeformierungsassays, dass auch bei dieser
Untersuchung das =zellulare Ausschalten von CEACAM1 in humanen
mikrovaskularen Endothelzellen durch siRNA die Wirkung von Endostatin
schwacht. Vor allem die Formierung der endothelialen Tubes ist ein Prozess, der
stark von der Interaktion zwischen Endothelzellen und Extrazellularmatrix
abhangig ist und mit einer Polarisierung der Endothelzellen in basale und apikale
Abschnitte einhergeht. Auch bei diesen morphogenetischen Prozessen scheint die
Endostatinwirkung von der Prasenz von CEACAM1 abhangig zu sein. Denn bei
der im Rahmen dieser Arbeit eingesetzten kombinierten Anwendung von VEGF-A
und Endostatin wurde eine Hemmung der in vitro-Kapillarbildung durch Endostatin
nur bei den Wildtyp- und CC1ex HDMECs beobachtet, wahrend bei den fur
CC1sil HDMECs entweder keine Anderung zu sehen war oder sogar manchmal
tendenziell mehr Tubes zu sehen waren. Eine weitere interessante Beobachtung
in diesem Zusammenhang war, dass die alleinige Gabe von VEGF fur CC1sil
HDMECs keine nennenswerte Tubebildung induzierte, wie auch in friheren
Publikationen gezeigt war (Kilic et al., 2005; Oliveira-Ferrer et al., 2004), wahrend
die kombinierte Gabe von VEGF und Endostatin zur deutlichen Tubeformierung
fuhrte. Diese Befunde lassen vermuten, dass Endostatin in Abhangigkeit seiner
Interaktionspartner offensichtlich unterschiedliche und sogar gegensatzliche

Effekte bei der Neubildung von Gefallen herbeifuhren kann. Diese Daten stimmen
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mit den von Rehn et al publizierten Ergebnissen Uberein, die zeigen konnten, dass
in Abhangigkeit davon, ob Endostatin immobilisiert war oder I6slich appliziert
wurde, gegensatzliche Effekte an der endothelialen Migration und Proliferation zu
beobachten waren (Rehn et al., 2001).

Ein weiterer in diesem Zusammenhang zu diskutierender Aspekt ist, dass
Endostatin in murinen Tumormodellen wirksam die Tumorvaskularisierung
blockiert und zu einem signifikanten Ruckgang der Tumorgrof3e sowie zu einer
Unterdriuckung der Metastasierung fuhrt, wahrend in klinischen Studien bisher
keine nennenswerten Erfolge erzielt werden konnten. Vergleicht man die
endotheliale Expression von CEACAM1 bei der Maus und beim Menschen, so
stellt man fest, dass bei der Maus CEACAM1 nicht nur in Endothelzellen der
Tumorgefalde, sondern auch in Endothelzellen der ruhenden Blutgefal3e exprimiert
ist, wahrend es bei beim Menschen fast nur in angiogenetisch aktivierten
Endothelzellen im Rahmen der Tumorerkrankung oder Entzindung nachzuweisen
ist. Dies konnte erklaren, warum Endostatin offensichtlich bei der Maus, nicht
jedoch beim Menschen antiangiogenetisch wirksam wird, da beim Menschen
CEACAM1 als Interaktionspartner nicht von Beginn an in Endothelzellen
vorhanden ist und zudem vermutlich nur in einem Teil der Tumorgefal’e in

ausreichender Menge exprimiert wird.

Zusammenfassend zeigen die hier vorgelegten Ergebnisse erstmalig, dass die
angiogenesehemmenden Effekte von Endoastatin von der endothelialen Prasenz
des CEACAM1 abhangig sind. In zwei fur die Angiogenese entscheidenden
endothelialen Funktionen wie die Migration und Tubeformierung, zeigt Endostatin

in vitro kaum eine hemmende Wirkung, wenn zuvor CEACAM1 in HDMECs durch
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siRNA ausgeschaltet wurde. Weitere in vivo Analysen sind notwendig, um die
klinisch-funktionelle Interaktion zwischen Endostatin und CEACAM1 bei der

Neubildung von BlutgefaRen und bei der antiangiogenetischen Tumortherapie

evaluieren zu konnen.
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7. Abkuirzungsverzeichnis

ABC

Ak
Ang-1/-2
C-CAM
CC1
CCisil
cDNA
CEA

CEACAM1

DAB
EGF
ES

FCS
FGF

Flk-1(KDR)

Fit-1, -4
FSH
GAPDH
HDMECs
hES

HE

Avidin-Biotin-Complex

Antikorper

Angiopoietin-1/-2

Cell-Cell Adhesion Molecule

CEACAM1 Uberexpression

CEACAM1 Silence

Complementary Deoxyribonucleic Acid
Carcinoembryonic Antigen
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VPF Vascular Permeability Factor
VRF Vascular Endothelial Growth Factor-Related

Protein
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