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Verzeichnis der verwendeten Abkiirzungen

°C Grad Celsius

Abb. Abbildung

abs. absolut

Ala Alanin

AP Alkalische Phosphatase

APS Ammoniumpersulfat

BCIP 5-Brom-4-Chlor-3-Indoyl phosphat di-Natriumsalz (X-Phosphat)

bFGF Basischer Fibroblastenwachstumsfaktor (basic fibroblast growth
factor)
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CD Cluster of Differentiation
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E.coli Escherichia coli

ECL Verstiarkte Chemilumineszenz (Enhanced chemiluminescence)
EDTA Ethylendiamintetraacetat

ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay
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NCA Non-specific cross-reacting antigen

NHS N-Hydroxysuccinimid
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PAA Polyacrylamid

PB Phosphatpuffer (phosphate buffer)
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Glycoproteine und Protein-Kohlenhydrat-Interaktionen

Kohlenhydrate kommen auf allen Sduger-Zellen in gebundener Form in Glycolipiden,
Glycoproteinen und Proteoglycanen sowie als Bestandteil der extrazelluldren Matrix
vor. Glycoproteine sind Hauptkomponenten von Siduger-Zellmembranen. Sie sind
Bestandteil multipler Kohlenhydrat-Erkennungssysteme, in denen ihr Proteinriickgrat
als Gerdlist fiir spezifische Glycane dient. Glycane bieten vielfiltigere Moglichkeiten
zur Speicherung von Informationen als z.B. DNA oder Polypeptidketten, da sie nicht
nur als lineare Polymere, sondern auch als verzweigte, variabel verkniipfte Strukturen

vorkommen konnen.

Abb. 1. Darstellung der Glycocalix von Sauger-Zellen.
Abb. 1 zeigt die Glycocalix eines humanen Erythrocyten (oben) und die schematische Darstellung einer

Zellmembran (unten), in die Glycoproteine und Glycolipide integriert sind (Voet und Voet, 1995).
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Die an Glycoproteine gebundenen Kohlenhydrate kénnen in die O- und N-Glycane
unterteilt werden. Bei N-Glycanen ist ein N-Acetylglucosaminylrest am reduzierenden
Ende der Oligosaccharidkette an die Amidgruppe eines Asparagins (N-glycosidisch)
gebunden. Dabei muBl sich das Asparagin innerhalb eines definierten
Aminosédurestrukturmotivs befinden (Asn-X-Thr/Asn-X-Ser, mit X = beliebige
Aminosdure). In O-Glycanen werden die Saccharidketten iiber das reduzierende Ende
an den Hydroxylgruppen der Aminosduren Serin oder Threonin (O-glycosidisch)
befestigt. N-Glycane sind iiber eine einheitliche Core-Region mit dem Peptidriickgrat
verbunden; ihre Unterteilung in den High-Mannose, den hybriden oder komplexen Typ
erfolgt entsprechend der Kohlenhydratstrukturen, die an dem Core befestigt sind.
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Abb. 2. Schematische Darstellung der Glycanstrukturen auf N-Glycanen. (a) High-Mannose-

Glycan, (b) Hybrid-Typ, und (c) komplexer Typ.

Solche Kohlenhydrat-Erkennungssyteme sind an zahlreichen Zell-Zell-Interaktionen
beteiligt, wie sie u.a. wihrend der verschiedenen Stadien der Embryonalentwicklung,
der Differenzierung und Reifung von Zellen und Geweben, Entziindungsreaktionen,
der Wundheilung, Immunitdt, der Blutgerinnung, neuronaler Erkennungs-
mechanismen, der Tumormetastasierung, und der GefidBBneubildung auftreten (Hynes,
1992; Ruoslathi, 1992; Gorski et al., 1994; Feizi, 1985; Springer, 1990; Schachner und
Martini, 1995; Schachner, 1997; Brown, 1997).
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Die auf der Zelloberfliche exprimierten Kohlenhydratstrukturen kénnen je nach
Entwicklungsstadium und Ort ihrer Expression unterschiedliche Funktionen besitzen.
In adulten Organismen ist die Expression spezifischer Kohlenhydrate auf besondere
Zelltypen beschridnkt. Verdnderungen der Zelloberflichenkohlenhydrate auf
Glycoproteinen sind mit verschiedenen pathologischen Prozessen verkniipft, so z.B.

bei Entziindungsreaktionen und der malignen Transformation.

Sauger-Lectine

Die Informationen, die die Glycane auf Glycoproteinen codieren, werden von
kohlenhydratbindenden Proteinen, den Lectinen, durch Ausbildung nicht-kovalenter
Komplexe abgegriffen. Sie verfiigen liber Kohlenhydraterkennungsdoménen (CRD =
carbohydrate recognition domains), die die Bindungsstelle fiir die Saccharide
beinhalten. Lectine umfassen eine groB3e Gruppe von Proteinen oder Proteindominen,
die Saccharide mit mehr oder weniger hoher Spezifitit binden konnen. Die Einteilung
der Lectine erfolgt gemidfl ihrer Bindungsspezifitit fiir Monosaccharid- oder
Disaccharidstrukturen. Die Dissoziationskonstante fiir die gebundenen Zuckereinheiten
liegen im millimolaren bis micromolaren Bereich (Toone, 1994). Pflanzen- und
Microbenlectine sind seit langem bekannt. Sduger-Lectine wurden aufgrund von
Homologien in ihrer Primérstruktur zu folgenden Familien zusammengefa3t

(Drickamer, 1995; Crocker und Feizi, 1996):

- C-Typ-Lectine, deren Ligandenbindung von divalenten Kationen abhiingig
ist (Calcium),

- S-Typ-Lectine, in deren dreidimensionaler Struktur Thiolgruppen fiir die
Ligandenbindung eine Rolle spielen,

- P-Typ-Lectine, die Mannose-6-Phosphat binden und

- I-Typ-Lectine, die Ahnlichkeit mit Immunglobulinen haben.
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Lectinfamilie Beispiel
C-type Selectine
(E-, L- P-Selectin)
Collectine
Proteoglycane
Macrophagen-Mannose-Rezeptor
Endocytose-Rezeptoren, z.B.
Asialoglycoprotein-Rezeptor
P-type Mannose-6-Phosphat-bindendes Protein
S-type Galectine 1,2,3,4,5,6,7,8
I-type CD22

Myelin-assoziiertes Glycoprotein

Tabelle 1. Beispiele fiir Sidugerlectine nach Drickamer et al.

Drickamer, 1995).

(Drickamer und Taylor, 1993;

Aufgrund ihrer niedrig affinen Interaktionen mit Lectinen sind Kohlenhydratstrukturen

oft modulierend an initialen Schritten von Adhédsionsprozessen beteiligt. Eine

»tastende* initiale interzelluldre Wechselwirkung kann dann dadurch zu hoher affinen

Interaktionen fiihren, dal Glycane aufgrund ihrer multiantennéren Struktur, wie sie in

Glycoproteinen realisiert ist, mulitvalente Wechselwirkungen mit ihren Zielrezeptoren

eingehen.

Fiir eine multivalente Wechselwirkung miissen auch die Kohlenhydraterkennungs-

dominen (CRD; carbohydrate recognition domains) vielfach préisentiert oder in

Gruppen (als ,,Cluster*) angeordnet sein (Abb. 3).
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Abb. 3. Beispiele einiger Siugerlectine. Es sind Sdugerlectine gezeigt, die iiber verschiedene Arten
multipler Anordnungen ihrer CRD verfiigen; von links nach rechts: Macrophagen-Mannose-Rezeptor,

danach zwei Endocytoserezeptoren und L-Selectin (Drickamer und Taylor, 1993).

Die Spezifitit eines Rezeptors fiir einen Saccharidliganden wird durch die CRD in der
Lectindomine festgelegt. Die biologische Wirkung einer Ligandenbindung auf die
Zelle wird jedoch durch die anderen Domidnen vermittelt, die nach
Konformationsidnderung in der CRD oder eine Kreuzvernetzung von Rezeptoren auf
derselben Zelle oder zwei verschiedenen Zellen (cis- und trans-Interaktionen) die
Information von der extrazelluldren Seite auf die intrazelluldre Seite iibertragen

konnen (Signaltransduktion).

Microbielle Lectine

Die Bindung symbiontischer und pathogener Microben wird durch die Bindung
microbieller Lectine an Wirtszellrezeptoren vermittelt. Beispiele hierfiir sind die
Bindung des Influenza-Virus (Typ A, B und C) iiber sein Hdmagglutinin an
Sialinsdurereste, die auf Wirtszellen exprimiert sind, sowie die symbiontische und
pathologische Kolonialisierung gramnegativer Bakterien (E. coli) an
Wirtszellepithelien (Weis et al., 1988; Bloch, 1990; Bloch et al., 1992). Diese
Adhisionsprozesse werden durch Lectine vermittelt, die Bestandteil der Virenhiille
bzw. Untereinheiten bakterieller Pili (Fimbrien) sind. Gramnegative Bakterien tragen

zwischen 100 und 400 Fimbrien pro Zelle (Klemm, 1994).
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Fimbrielle Lectine, die intercalierend und terminal entlang der Fimbrien angeordnet
sind, lassen sich entsprechend ihrer Saccharidbindungsspezifitit in P-Fimbrien
(Galabiosid-spezifisch), S-Fimbrien (Sialinsdure-spezifsch) und Typ-1-Fimbrien

(Mannose-spezifisch) unterteilen.

Typ-1-Fimbrien sind helicale, fibrillire Polymere, die aus einer strukturellen
Hauptuntereinheit, dem FimA-Protein (16-18 kD) bestehen, welches zu ca. 98% am
Aufbau der Fimbrien beteiligt ist. Zusitzlich ist das fimbrielle Lectin, das FimH-
Protein (29-32 kD) Teil der Fimbrienstruktur sowie zwei weitere Proteine unbekannter
Funktion, die als FimF und FimG bezeichnet werden (Krogfelt, 1990; Sokurenko et al.,
1994; Klemm et al., 1985; Klemm, 1984). Fiir das fimbrielle Lectin wird eine
dreigeteilte CRD postuliert, in die z.B. Trisaccharide gut passen, welche terminal einen
Mannoserest tragen (Sharon, 1987). Zusitzlich werden in der Umgebung der CRD
aromatische Aminosduren vermutet. Diese Annahmen stiitzen sich auf Inhibitions-
studien, in denen die Adhésion von Typ-1-Fimbrien und Typ-1-fimbriierten Bakterien
durch verschiedene Mannose-enthaltende Oligosaccharide und a-Mannoside, die
aromatische sowie nicht-aromatische Aglycon-Reste enthielten, gehemmt wurde. In
diesen Experimenten waren bestimmte Trisaccharide und Aryl-Mannoside die

wirksamsten Inhibitoren (Firon et al., 1982; Firon et al., 1987; Ofek, et al., 1986).

Die Adhésion der Microben an das Wirtsepithel ist in vielen Fillen eine notwendige
Voraussetzung fiir die kommensale Besiedelung des Darmepithels, aber auch fiir eine
erfolgreiche Infektion. Typ-1-Fimbrien erwiesen sich als Pathogenititsfaktor, da nur
fimbriierte Stimme invasive pathogene Eigenschaften zeigen. Zu den Infektionen, die
durch fimbriierte E. coli-Stimme hervorgerufen werden konnen, gehdren Infektionen

des Urogenitaltraktes, Sepsis, Diarrhoe und Neugeborenen-Meningitis (Hacker, 1990).

Es hat sich herausgestellt, dal klinische Isolate aus Patienten mit urogenitalen
Infekten, in denen Typ-1-fimbriierte E. coli-Stimme gefunden wurden, zu einem
schwerwiegenderen Krankheitsbild fiihrten als nicht-fimbriierte Stimme. In murinen
Cystitis-Modellen konnte dieser Befund bestitigt werden. Hier fiihrte die aktive und

passive Immunisierung der Miuse mit Antikorpern, die gegen Typ-1-Fimbrien, Typ-1-
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fimbriierten Bakterien, komplementdre Mannosestrukturen, oder das fimbrielle Lectin
gerichtet waren, zu einer deutlichen Reduktion der urogenitalen Infektionen (Abraham

et al., 1985; Thankavel et al., 1997; Langermann et al., 1997).

Bedeutung der Multivalenz natiirlicher Glycane und die Entwicklung von

Glycomimetica

Natiirliche Glycane besitzen komplexe multiantennire dreidimensionale Strukturen,
welche oft bestimmte Oligosaccharide als Cluster priasentieren. Dadurch wird nicht nur
die effektive Bindung an komplementidre Rezeptoren ermdoglicht, sondern auch eine

besondere Flexibilitit und Feinregulation bei spezifischen Adhisionsprozessen.

Mit Hinblick auf den multiantenndren Charakter natiirlicher N-Glycane wurden
ebenfalls multivalente Glycomimetica entwickelt, in denen die vielfache Anordnung
natiirlicher Kohlenhydratepitope dreidimensional mdglichst korrekt mimikriert werden
soll. Dabei soll durch die Biindelung (,,Clustering“) z.B. monomerer Zucker eine
hochaffine Bindung der multivalenten Glycomimetika an Zielrezeptoren ermoglicht
werden, die fiir die vielfach angeordneten Zucker-Einheiten spezifisch sind. Die
Bedeutung der Multivalenz in Kohlenhydrat-Protein-Interaktionen wurde in vitro
durch solche Neoglycokonjugate nachgewiesen. In einer Bindungsstudie konnte durch
lineare Erhohung der Anzahl der monomeren Saccharide auf einem BSA-Konjugat die
Affinitdt zum Rezeptor logarithmisch erhoht werden. Dieses Phidnomen, das zuerst fiir
die Bindung hepatischer Sidugerlectine an Galactoside beschrieben wurde, wird als

Cluster-Effekt bezeichnet (Lee, 1978; Lee, 1993; Lee und Lee, 1995).

Zu den wichtigsten multivalenten Glycomimetica gehoren die erwédhnten BSA-
Neoglycokonjugate, Glycodendrimere und Clusterglycoside. Bei Glycodendrimeren
handelt es sich um baumartig verzweigte Molekiile, die sich generationsweise
aufbauen und vergroBern lassen und in der Peripherie mit Sacchariden funktionalisiert
sind. Zu ihren prominentesten Vertretern gehdren die PAMAM-Dendrimere (PAMAM
= Polyamidoamin) (Tomalia et al., 1976; Tomalia et al., 1990). In Clusterglycosiden

sind kleinere, verzweigte oligofunktionelle Kernmolekiile mit Zuckern glycosyliert.
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Beispiele hierfiir sind triantennidre Clusterglycoside, die als Kernstruktur Tris
(Tris(hydroxymethyl)aminomethan) oder Titriplex I (Nitrilotriacetat) enthalten
(Lindhorst, 1996; Roy, 1996). Der Vorteil von Glycodendrimeren und Glycoclustern
gegeniiber Neoglycokonjugaten und Glycopolymeren ist ihre Monodispersitit: sie sind
chemisch exakt definiert und ihre Valenz und Struktur sind synthetisch steuerbar und

nicht nur statistisch vorhersagbar.

Synthetische Glycokonjugate bieten ein breites Spektrum therapeutischer
Perspektiven. Sialinsdure enthaltende oligosaccharidische Cluster konnten z.B. zur
Inhibition der Adhésion des Influenza-Hédmagglutinins an Wirtszellen eingesetzt
wurden, was in vitro bereits gezeigt wurde. Ferner wurden synthetische
Glycokonjugate zur Blockierung der Interaktion zwischen E-Selectin und Sialinsédure
tragenden Glycanen auf Tumorzellen verwendet, um Tumormetastasierung zu

inhibieren.

Ein weiteres Anwendungsbeispiel ist die Entwicklung mannosidischer
Clusterglycoside, welche zur Inhibition der Adhidsion Mannose-sensitiver Typ-1-
Fimbrien von E. coli an Erythrocyten eingesetzt wurden (Lindhorst et al., 1998; Kotter
et al., 1998). Diese Clustermannoside erwiesen sich um mehr als tausendfach
wirksamer als die bekannten monosaccharidischen Referenzinhibitoren, so dafl auf
dieser Grundlage die Entwicklung noch hoher affiner und damit wirksamerer

Inhibitoren moglich sein sollte.

Humane Zelladhisionsmolekiile

Zu den humanen Zelladhdsionsmolekiilen gehoren fiinf Familien, die aufgrund von

Sequenzhomologien wie folgt zusammengefalit wurden:

1. Immunglobuline,
Integrine,

Selectine,

R

Cadherine, und
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5. Mitglieder der CD44-Familie.

Zelladhdsionsmolekiile haben vielféltige Funktionen. Sie sind an morphogenetischen
Prozessen wihrend der Ontogenie beteiligt und an der zelluldren Organisation von
Geweben. Sie beeinflussen die Proliferation von Zellen, die Genexpression,
Differenzierungsprozesse sowie Migration und Apoptose. Komplexe multizellulidre
Ereignisse werden ebenfalls durch Adhidsionsmolekiile bestimmt, wie
Entziindungsreaktionen, Tumormetastasierung, Embryonalentwicklung und
Angiogenese (Horwitz et al., 1996). Vielfach werden diese Adhédsionsprozesse durch

Protein-Kohlenhydrat-Erkennungsvorgéinge vermittelt.

In dieser Arbeit steht ein Adhésionsmolekiil der Immunglobulinsuperfamilie,
CEACAMI1, im Mittelpunkt. Ferner sind Wechselwirkungen zwischen CEACAM1
und E-Selectin relevant. Im folgenden wird daher ndher auf diese beiden

Adhisionsmolekiile eingegangen.

CEACAM1

CEACAMI1 (CD66a, C-CAM, BGP, NCA-160; aktuelle Nomenklatur: CEACAMI,
Beauchemin et al., 1999) ist ein Mitglied der CEA-Genfamilie (CEA =
Carcinoembryonales Antigen) des CD66 Clusters von hochglycosylierten Zell-Zell-
Adhiésionsmolekiilen, die der Superfamilie der Immunglobuline angehért. Die CEA-
Genfamilie 148t sich in zwei Gruppen einteilen, in die CEA-Familie und die PSG-
Familie (PSG = pregnancy specific glycoprotein). Die CEA-Genfamilie ist auf dem
humanen Chromosom 19 lokalisiert (q13.1-2) und besteht aus insgesamt 29 Genen,
von denen 18 exprimiert werden (Hammarstrom, 1999). In der Doménenstruktur
weisen die einzelnen Familienmitglieder der CEA-Familie hohe Homologien
zueinander auf; sie verfiigen iliber eine extrazelluidre N-terminale Doméne, die zu der
variablen Doméne der Immunglobuline homolog ist (IgV) sowie iiber eine unter-
schiedliche Anzahl von extrazelluliren Doménen, die den konstanten Doméinen der
Immunglobuline entsprechen (IgC2). Der Grofiteil der Molekiile ist iiber einen GPI-
Anker in der Plasmamembran gebunden; CEACAM1, CEACAM3 und CEACAM4
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verfiigen iiber eine cytoplasmatische Domine, die die Interaktion mit

signaltransduktorischen Komponenten erméglicht.

CEA r 1

CGM1 CGM?

CDé6e CD&6c CDE&6b

NCAS0  CD87 | CCAM2 (rat) Bgp2
NCA-50/90 NCA-85 . BgpA (mouse)
——— C-CAM1 {rat)
CDé6d
‘ V-type Ig doman L BgpD Imouss) ]
CD86a (man) Cel-CAM 105 rat)  Bgp Imousal
0 C2-ype Ig domain BGP {man) Ecto-ATPase (rat)  Bgpl (mouse)
BGP1 (man) HA 4 (rat) MHVR (mouse)
ﬂ_? GPIl anchor TM CEA [man) gp 110 (mt)
- — - NCA-160 [man) pp 120 (a)
CBATP {rat]

Abb. 4. Schematische Darstellung der Mitglieder der CEA-Genfamilie. Die einzelnen Mitglieder

weisen hohe Homologien untereinander und zwischen verschiedenen Spezies auf (Obrink, 1997).

CEACAMI1 weist ein breites Expressionspektrum in humanen Epithelien auf
(Gastrointestinaltrakt, Niere, Cervix, Endometrium, Blase). In der myeloischen Reihe
wird CEACAMI1 hauptsédchlich durch Granulocyten exprimiert; auf Lymphocyten
konnte es bisher nur in T-Zell-Leukdmien und stimulierten T-Lymphocyten
nachgewiesen werden (Hanenberg et al., 1994; Kammerer et al., 1998). CEACAM1 ist
neben CEACAM3 und CEACAMA4 das einzige Mitglied der CEA-Genfamilie, das
nebem einer transmembrandsen Domédnde auch iiber einen cytoplasmatischen Anteil
verfiigt, der Interaktionen mit Adaptermolekiilen in intrazelluldren Signal-

transduktionskaskaden erlaubt.

CEACAMI verfiigt iiber eine cytoplasmatische Domine, die sowohl Bindungsmotive
fiir aktivierende als auch inhibitorische Komponenten in der Signaltransduktion

enthilt; dies ist ein Grund dafiir, dal CEACAMI1 Eigenschaften als Tumorsuppressor
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und Differenzierungsmarker zugeschrieben werden konnen, und dafl es in einigen

Tumoren zur Hochregulation der CEACAMI1-Expression kommt.

Als intrazellulire Liganden, die an stimulatorische Adaptermolekiile der
Signaltransduktion binden, wurden Mitglieder der src-Kinase-Familie identifiziert (c-
src, lyn und fck). Sie binden nach Phosphorylierung zweier Tyrosinreste in einem
ITAM-éhnlichen (immunoreceptor tyrosine-based activation motif) Abschnitt in der
cytoplasmatischen Doméne. Als negative regulatorische Komponenten, die an
phosphorylierte Tyrosin- bzw. Serinreste in einem ITIM-Motiv (immunoreceptor
tyrosine-based inhibition motif) binden, wurden Phosphatasen (SHP1 und SHP2)
identifiziert [(Briimmer et al., 1995; Skubitz et al., 1995; Beauchemin et al., 1997,
Huber et al., 1999). Ferner konnte die Interaktion zwischen der Cytoskelettkomponente
Actin und des cytoskelettbindenden, Ca**-abhiingigen Proteins Calmodulin mit
CEACAMI nachgewiesen werden (Da Silva-Azevedo et al., 1999; Edlund et al., 1996;
Edlund und Obrink, 1993).

Als Resultat der Bindung intrazellulédrer signaltransduzierender Proteine und Kontakt
zum Cytoskelett kann CEACAMI1 modulierend auf Signaltransduktionskaskaden und
die Organisation des Cytoskeletts einwirken. Dadurch kann es zur Veridnderung der
Genexpression kommen, womit CEACAMI1 Einfliisse auf die Zellproliferation und

-differenzierung nehmen kann.

Mitglieder der CEA-Familie sind komplex glycosylierte Proteine, deren
Glycanstrukturen ausschlieBlich N-glycosidisch mit dem Protein verkniipft sind.
Mindestens 35% des Molekulargewichtes von CEACAMI1 (160 kD) sind durch die
Glycosylierung bestimmt (Yamashito et al., 1987; Yamashito et al., 1989). CEACAMI1
verfiigt liber 20 Motive fiir eine N-Glycosylierung (Hinoda et al., 1989; Hinoda et al.,
1988). Doménenspezifische Glycosylierung ist bisher nur fiir die A2-Doméne bekannt,
die High-Mannosereste triagt (Mahrenholtz et al., 1993;. Ferner wurden Lewis* und
Sialyl-Lewis*-Determinanten nachgewiesen (Stocks und Kerr, 1993; Stocks et al.,

1990).
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Uber die biologische Bedeutung des humanen CEACAM1 konnten bisher folgende
Annahmen gemacht werden (Rojas et al., 1990; Prall et al., 1996; Fringsmyr et al.,
1995; Hammarstrém, 1999; Virji et al., 1996; Virji et al., 1996):

- CEACAMI1 vermittelt homo- und heterotypische Zell-Zell-Adhésionsprozesse,
bei denen divalente Kationen eine Rolle spielen konnten,

- in myeloischen Zellen und Darmepithelzellen ist es ein Differenzierungsmarker,

- CEACAMI stimuliert die Aktivierung von Integrinen auf neutrophilen
Granulocyten,

- es ist einer der prominenten Triger von CD15 und CD15s (Lewis*/Sialyl-Lewis®)
Epitopen auf Granulocyten

- die Expression von CEACAM1 ist in malignen Geweben dysreguliert,

- CEACAMI1 wird durch Endothelzellen in Kapillaren von Tumoren und im
Endometrium, nicht aber in groeren Gefdllen exprimiert,

- CEACAMI interagiert mit intrazelluldren signaltransduktorischen Komponenten,
die zu einer Veridnderung der Genexpression fiihren konnten, und

- CEACAMI wurde als zellulidrer Rezeptor fiir Neisserien identifiziert.

Uber die biologische Funktion einzelner Glycoepitope auf CEACAMI ist jedoch

wenig bekannt. Sie sollen Gegenstand der Untersuchungen in dieser Arbeit sein.

Selectine

Selectine (,,Selective lectin-dependent cell adhesion molecules*) sind drei eng
miteinander verwandte Adhésionsmolekiile, die Calcium-abhéngige Zell-Zell-

Interaktionen zwischen Leukocyten, Thrombocyten und Endothelzellen vermitteln.

Entsprechend ihrer Expression werden die Selectine als E-Selectin (exprimiert auf
Cytokin- oder Endotoxin-aktiviertem Endothel), L-Selectin (konstitutiv exprimiert auf
Leukocyten) und P-Selectin (Induktion der Expression nach Stimulation von Plittchen

und Endothelzellen mit Gerinnungsfaktoren und Entziindungsmediatoren) bezeichnet.
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Sie bestehen aus einer N-terminalen Lectindomine, die denen der Calcium-abhédngigen
Lectine gleicht, gefolgt von einer Domine, die homolog zum epidermalen
Wachstumsfaktor (EGF) ist und einer variablen Anzahl von Konsensussequenzen
komplementbindender Proteine. Die Selectine sind transmembrandse Proteine, die
iber eine cytoplasmatische Domine verfiigen (Nelson et al., 1995; Carlos et al., 1994;

Lasky, 1992; McEver et al., 1995; McEver, 1994).

@ e[cic| [cyt) Lselectin

GE[CIC[C]C[C]C:FCV!\; E-Selectin

LT TeTelEle o) s

Abb. 5. Schematische Darstellung der drei Selectine, einer Gruppe von C-Typ-Lectinen. Die
einzelnen Doménen sind mit L=Lectindomine, E=dem epidermalen Wachstumsfaktor homologe
Doméne, C=Komplementprotein-Konsensus-Doménen und Cyt=cytoplasmatische Domine bezeichnet

(Wagener, 1999).

Selectine binden an sialylierte, fucosylierte Lactosaminoglycane auf Glycoproteinen
oder Glycolipiden. Der Prototyp des E-Selectin-Liganden ist das Tetrasaccharid Sialyl-
Lewis®, das terminal auf komplexen Kohlenhydratseitenketten von Glycoproteinen auf
Leukocyten, insbesondere Granulocyten, exprimiert wird. Sein Isomer, sialyl Lewis",
wird ebenfalls von E-Selectin erkannt. Die Gegenwart von Fucose- und
Sialinsdureresten ist fiir die Bindung an E-Selectin essentiell (Walz et al., 1990; Polley
et al., 1991; Phillips et al., 1990; Tyrrell et al., 1991). Es konnte gezeigt werden, dal3
die Adhésion von Leukocyten an E-Selectin durch Sialyl-Lewis*-Mimetica inhibierbar
ist (Hallahan et al., 1997). Zu den biologischen Prozessen, die durch E-Selectin
vermittelt werden, gehoren die Adhédsion und Migration von Leukocyten an

Endothelien, Tumormetastasierung sowie Angiogenese.
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Adhiision von neutrophilen Granulocyten an Endothelien

Selectine vermitteln regionale inflammatorische Antworten durch die Erkennung
zellspezifischer Kohlenhydrate. Die Bindung von Selectinen an Zelloberfldchen-
kohlenhydratliganden erlaubt zirkulierenden Leukocyten die kurzzeitige Anheftung
und das Entlangrollen an Gefdwinden. Durch diese niedrig-affinen Kontakte zur
Gefiwand werden die Leukocyten durch die dort sezernierten Chemokine und
exprimierten Adhésionsmolekiile stimuliert. Uber ihre dadurch aktivierten Integrine
adhérieren die Leukocyten hochaffin an Ig-Familienmitglieder (=Liganden) auf dem
Endothel. Als Antwort auf einen chemotaktischen Gradienten, der durch Entziindungs-
mediatoren im aktivierten Endothel gebildet wird, benutzen die Leukocyten ihre
Integrine, um durch das Endothel an den Ort der Entziindung zu wandern. Durch
Signaltransduktionsprozesse, die von den Integrinen ausgeldst werden, wird die
Reorganisation des Cytoskeletts der Leukocyten eingeleitet. Ein Abflachen der Zellen
und ihr anschlieBender Durchtritt durch die GefiBwinde wird dadurch erleichtert
(McEver, 1994; McEver et al., 1995; Carlos et al., 1994; Lasky, 1992; Varki, 1997;
Imhof und Dunon, 1997).

—~ Sel o
Chemoattractants
—— L —
Lesinoye. | Ta. Attachment 2. Activation

1b. Rolling 3, Arrest and Adhesion

4. Transendothelial
migration

Abb. 6. Leukocytenextravasion in ein entziindetes Gewebe (Springer, 1994). Die
Adhisionsmolekiile, die in den einzelnen Phasen der Migration eine Rolle spielen, sind oben in der

Abbildung erwihnt.
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Mechanismen der Tumormetastasierung und Angiogenese

In der metastatischen Kaskade 16sen sich Tumorzellen eines Primértumors aus ihrem
Verband, invadieren das umliegende Stroma und treten dann in das vaskuldre oder
lymphatische System iiber. Um eine Metastase in einem entfernten Gewebe bilden zu
konnen, miissen die disseminierten Zellen im Blutgefdsystem zunichst iiberleben,

bevor sie nach Adhésion an das dortige Endothel in das Organ eindringen.

Viele dieser Schritte sind mit der Extravasion von Leukocyten in entziindete Gewebe
vergleichbar oder auch mit der Gewebsneubildung bei der Wundheilung. In allen
Fillen kommt es zu Verdnderungen in der zelluliren Adhision, zur Produktion
proteolytischer Enzyme und zum Abbau des Stromas sowie zur Ausschiittung von
Wachstumsfaktoren und Cytokinen, die zur Aktivierung von Stroma- und
Endothelzellen fiihren (Bazzoni et al., 1999; Hanahan und Folkman, 1996; Meyer et
al., 1998; Folkman, 1995; Woodhouse et al., 1997).

Angiogenese tritt im Adultus physiologischerweise nur wéahrend der Proliferation des
Endometriums und der Reifung des Corpus Luteum auf; die im Verlauf des
Tumorwachstums neugebildeten Gefélle unterscheiden sich von normalen Blutgefden
dahingehend, dal} sie hohere Permeabilitit aufweisen, iiber weniger Basalmembran-
anteile verfiigen und daB die Proliferationsrate hoher ist als in Endothelien gesunder

Gewebe (Hobson et al., 1984).

Den einzelnen Stadien der metastatischen Kaskade konnen regulatorische Einfliisse
verschiedener Zelladhisionsmolekiile zugeordnet werden (Stromblad und Cheresh,
1996; Bischoff, 1997): Im friihen Stadium der malignen Progression korreliert der
Verlust des Zusammenhalts einzelner Zellen im Gewebe (Epithel) hdufig mit einer

Verinderung der Eigenschaften von Mitgliedern der Cadherinfamilie.

Bei der Wechselwirkung der auswandernden Zellen mit der extrazelluliren Matrix
spielen Integrine eine herausragende Rolle. Weitere Adhédsionsmolekiile, wie z.B.
Mitglieder der Immunglobulinsuperfamilie und/oder der Selectin-Familie, sind an der

heterophilen Zell-Zell-Wechselwirkung von disseminierten Tumorzellen und dem

15



Einleitung

Endothel der Zielorgane beteiligt (Meyer et al., 1998; Bazzoni et al., 1999). Zu
weiteren Glycan-Rezeptor-Interaktionen, die bei der Tumormetastasierung eine Rolle
spielen, gehort die Wechselwirkung zwischen CD44-Molekiilen und Glucuronsiuren
sowie die Interaktion zwischen P-Galactosiden und Galectinen (Turner und Catteral,

1997).

Angiogenese

Die GefédBneubildung (Angiogenese) wird durch ein komplexes Netzwerk aus
angiogenetischen Stimulatoren und Inhibitoren reguliert. Von Folkman wurde die
Hypothese aufgestellt, dall eine GefiBneubildung das Ergebnis der
Gleichgewichtsverschiebung der Konzentrationen solcher Stimulatoren und
Inhibitoren zueinander ist (,,Balance hypothesis of the angiogenic switch®; (Hanahan,
1996)). Zu den angiogenetischen Stimulatoren gehoren von Tumoren und entziindeten
Geweben produzierte Substanzen, die zu der Gruppe der Wachstumsfaktoren und
Chemokine gehoren (VEGF = vaskulidrer endothelialer Wachstumsfaktor; FGF =
Fibroblastenwachstumsfaktor oder TNFoo = Tumornekrosefaktor a). Zu den
Inhibitoren gehoren Substanzen, die von gesunden Zellen und Geweben produziert

werden, z.B. Endostatin und Retinsdure (Wagener, 1999).

Die Angiogenese kann in drei Phasen unterteilt werden (Stromblad und Cheresh,

1996):

1. Initiation, in der angiogenetische Stimulatoren (bFGF, VEGF) von dem
Tumor/dem entziindeten Gewebe freigesetzt werden und die Invasions- und

Proliferationsphase auslésen.

2. Invasions- und Proliferationsphase, in der die Endothelzellen stark proliferieren.
Sie sezernieren proteolytische Enzyme und Komponenten der extrazelluldren

Matrix und exprimieren vermehrt Zelladhidsionsmolekiile. Die Sekretion von
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Proteasen und Molekiilen der extrazelluliren Matrix filhren nun zu einer
Umbildung des extrazelluldren Milieus. Dieses dient dazu, das Uberleben und die
Proliferation der Endothelzellen in den Gefédllen zu sichern sowie die Migration zu
erleichtern. Die Migration der Zellen fiihrt zur Einsprossung von Gefidl3en in das
Tumorparenchym. Der Prozess der Angiogenese wird durch die Reifungsphase

abgeschlossen.

3. Reifungsphase, in der sich die Endothelzellen strecken und die abgeschlossene
GefaBstruktur bilden, indem sie Kontakt zu einer neusynthetisierten Basallamina

aufnehmen.

Nachdem der durch E-Selectin und Sialyl-Lewis™-Epitope vermittelte Mechanismus
der Leukocytenadhision an aktivierte Endothelien bekannt war, wurde ein dhnlicher
Mechanismus fiir die Metastasierung von Tumorzellen und die Migration von
Endothelzellen wihrend der GefidBBneubildung postuliert. Inzwischen gibt es zahlreiche
Arbeiten, die einen Zusammenhang zwischen der Expression von E-Selectin,
verstirkter Expression von Lewis-Antigenen und Tumormetastasierungsprozessen in
experimentellen Modellen und auf der Basis von Patientendaten beschreiben.
Zusammenfassend 146t sich daraus ein erhohtes Metastasierungspotential primérer
Tumoren ableiten, in denen die Lewis-Antigene, insbesondere Sialyl-Lewis®,
hochreguliert sind oder aber E-Selectin in den Endothelien vermehrt exprimiert wird.
Dieses geht mit einer schlechten Prognose fiir an Colon- oder Lungencarcinom
erkrankten Patienten einher. Die folgende Tabelle stellt einige der aktuellen Arbeiten

zuSsammen:
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Tumor(-zellinie)

Referenz

Blasencarcinom Skorstengaard et al., 1999
Coloncarcinom Sawada et al., 1998
Coloncarcinom Kim et al., 1999

Coloncarcinom/Adhirenz an HDMEC

Daneker et al., 1996

Coloncarcinom/Adhéirenz an HUVEC

Sawada et al., 1994

Coloncarcinom/Lebermetastasen

Tanaka, et al., 1999

Coloncarcinom/Lebermetastasen

Weston et al., 1999

Coloncarcinom/Lebermetastasen

Nakamori et al., 1997

Coloncarcinom/Lebermetastasen

Matsushita et al., 1998

Coloncarcinom/Lebermetastasen

Ono et al., 1996

Coloncarcinom; sE-Selectin

Takahashi et al., 1998

Fibrosarkom/Adhéarenz an HUVEC

Okada et al., 1994

Hals-und Kopfweichteilcarcinom

Farmer et al., 1998

Lungencarcinom Fukuoka et al., 1998
Lungencarcinom Martin-Satue et al., 1998
Lungencarcinom Khatib et al., 1999
Lungencarcinom Martin-Satue et al., 1999
Magencarcinom Ikeda et al., 1996

Magencarcinom/Adhédrenz an HUVEC

Nakashio et al., 1997

Magencarcinom/Lebermetastasen

Tatsumi et al., 1998

Magencarcinom; sE-Selectin

Benekli et al., 1998

Mammacarcinom

Renkonen et al., 1997

Mammacarcinom, sE-Selectin im Serum

Zhang et al., 1999

Mammacarcinom; sE-Selectin im Serum

Matsuura et al., 1997

Melanom

Araki et al., 1997

Melanom/Lungenmetastasen

Saiki et al., 1996

Prostatacarcinom

Jorgensen et al., 1997

Renales Carcinom/Adhéirenz an HUVEC

Steinbach et al., 1996

Tabelle 2.

verschiedenen Metastasierungsprozessen.

Publikationen iiber die Beteiligung von Lewis-Antigenen und E-Selectin bei
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Resiimee und Fragestellung

Das humane Adhidsionsmolekiill CEACAMI1 (CD66a), das an zelluldaren
Differenzierungs- und Aktivierungsprozessen beteiligt ist, verfiigt iiber komplexe
Glycane, die zu 35% zu seinem Molekulargewicht beitragen. Auf neutrophilen
Granulocyten ist CEACAMI ein prominenter Triager von Lewis-Antigenen (Lewis”
(CD15) und Sialyl-Lewis* (CD15s)). Durch Massenspektrometrie konnten auch High-
Mannose-Epitope auf CEACAMI1 nachgewiesen werden. Uber die biologische
Funktion der Glycane auf CEACAMI ist wenig bekannt. Da CEACAMI auf
zahlreichen Epithelien exprimiert wird, liegt die Vermutung nahe, dal} es als ein
ubiquitidrer Bestandteil der Glycocalix von Epithelien nicht nur iiber strukturgebende
Eigenschaften verfiigt, sondern auch ein Kandidat fiir die Regulation der kommensalen
Bakterienflora ist. In diesem Zusammenhang ist CEACAM1 auch ein moglicher
Bindungspartner fiir pathogene Keime. Da es auf Epithelien und neutrophilen
Granulocyten exprimiert wird, kann postuliert werden, dal CEACAMI eine Rolle bei

der angeborenen Immunitit spielt.

Die Expression von Lewis-Antigenen macht CEACAMI1 zu einem potentiellen
Liganden fiir das C-Typ-Lectin E-Selectin. E-Selectin ist ein Adhédsionsmolekiil, das
an Entziindungsprozessen, der Leukocytenmigration, der Metastasierung von Tumoren

und der Wanderung von Endothelzellen bei der Angiogenese beteiligt ist.

Diese Arbeit soll dazu beitragen, die biologische Funktion der Glycane, die auf
CEACAMI1 exprimiert werden, in einen physiologischen Zusammenhang einzuordnen.
Die Schwerpunkte liegen hierbei auf der Interaktion von CEACAMI1 mit Mannose-
sensitiven Typ-1-Fimbrien aus E. coli und der Bedeutung von CEACAMI1 als Triger

von Sialyl-Lewis*-Epitopen.

Konkret wurde folgenden Fragen nachgegangen:
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. Haben die High-Mannose-Gruppen von CEACAM1 eine Funktion als Rezeptor fiir

Typ-1-fimbriierte Bakterien?

. Spielen CEACAMI1 und die Sialyl-Lewis*-Gruppen von CEACAM1 eine Rolle bei

der Metastasierung?

. Welche Funktion haben die Sialyl-Lewis*-Gruppen von CEACAMI bei der
Gefédlneubildung?
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Material

Chemikalien

Sofern es nicht anders im Text an entsprechender Stelle erwihnt ist, wurden die
verwendeten Chemikalien und Losungen in analytischer Qualitdt von den Firmen
Merck (Darmstadt) und Sigma (Deisenhofen) bezogen. Es wurde fiir die Proteinchemie
ausschlieBlich zweifach destilliertes Wasser eingesetzt. Fiir die immunologischen,
zellbiologischen und molekularbiologischen Methoden wurde steriles Wasser zu
Injektionszwecken bzw. autoklaviertes Wasser als Reagenz und zum Ansetzen der

Losungen/Puffer benutzt.

Geriite

Analysewaagen
Autoklaven
Bioreaktor, CellPharm (Hollow Fibre)

Blotting Apparatur

Brutschrank
Chromatographieanlagen

Durchflucytometer

Elektronenmikroskop, CM 100
ELISA-Platten-Photometer
Filmkassetten und Rontgenfilme

Gelkammern und Zubehor
Heizblocke

Hybridisierofen
Konfokales Laser-Scanning Mikroskop

Lichtmikroskop
Mikrotom

Mettler, Giefen
Tecnomara, Fernwald
Heraeus/in vitro-
Systems, Hanau
Biometra, Gottingen
Zapf, Sarstedt

DuoFlow, Fa. Biorad,
Miinchen;

FPLC, Pharmacia LKB,
Miinchen

FACSCalibur, Becton
und Dickinson, Vertrieb:
Heidelberg

Philips, Hamburg

SLT, Crailsheim
Amersham/Pharmacia
LKB, Miinchen
Biometra, Gottingen
Flow Laboratories,
Meckenheim

Flow Laboratories,
Meckenheim

Zeiss (Zeiss Invers 410),
Jena

Leica, Bensheim

Leica, Bensheim
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PCR-Geriit, Minicycler
pH-Meter

Pipetten

Polaroid Kamera, Filme

Saulenmintel

Spannungsgeriit fiir die Elektrophorese
sterile Werkbank

StrahlungsmeBgerit
Transilluminator (254 nm)
UV-Spectralphotometer (UV-160)
Wasserbad

Whatman-Papier
Zentrifugen

Sorvall RC5C, Rotoren SS34 und GSA
Hettich Rotosilenta
eppendorf Tischzentrifugen

sonstige Verbrauchsmaterialien:
Boyden-Kammer

Dialyseschlduche (Ausschluvolumen 16-20 kD)
Glasgerite (Flaschen, Kiivetten)

Nap-5-Séulen (Sephadex-G25)

Nitrocellulose

Nylonmembranen (Genescreen Plus)
Scintillationszédhler (Tricarb)

sterile Plastikartikel

Ultrafiltrationseinheiten
(AusschluBBvolumen 5, 10, 30, 50 und 100 kD)

Biozym, Hamburg
Beckman, Miinchen
eppendorf, Hamburg
Polaroid, Hertfordshire,
UK

Pharmacia LKB,
Miinchen

Biometra, Gottingen
Flow Laboratories,
Meckenheim
Berthold, Miinchen
Herolab, St. Leon-Rot
Shimadzu, Japan
Flow Laboratories,
Meckenheim
Whatman, Kent, UK

Sorvall/DuPont,
Bad Homburg
Hettich, Tuttlingen
eppendorf, Hamburg

Neuro Probe, Gaithersburg,
USA

Biomol, Hamburg

Schott, Mainz

Pharmacia LKB, Miinchen
Schleicher und Schuell, Dassel
NEN Du Pont, Bad Homburg
Canberra Packard, Frankfurt
Falcon und Greiner, beide
Vertrieb durch Merck,
Darmstadt; Nunc, Wiesbaden;
Braun, Melsungen; Becton
und Dickinson,Vertrieb:
Heidelberg; Sarstedt,
Niirmbrecht

Amicon, Witten

Millipore, Eschborn
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Antikorper
Detektionsantikorper (primire Antikorper)
Antikorper, Subklasse

4D1/C2, muriner IgG1-Antikorper, Prof. Dr. C.
Wagener

Polyclonales Kaninchen-Antiserum, Prof. Dr. J.
Hacker

T84.1, muriner IgG1-Antikorper, Prof. Dr. J.
Shively, Prof. Dr. C. Wagener

2HS, muriner IgM-Antikorper, Becton und
Dickinson, Heidelberg

MMA, IgM aus der Maus, Becton und Dickinson,
Heidelberg

L5, IgM aus der Ratte, Prof. Dr. M. Schachner

Lectine

Galectin-1, Prof. Dr. H.-J. Gabius

Zielantigen
humanes CEACAMI1

Typ 1 Fimbrien aus E.
coli

humanes CEACAMI1,
CEACAMS3, CEA,
CEACAM4

humanes CD15s (Sialyl-
Lewis®)

humanes CD15 (Lewis")

humanes CD15 (Lewis")

humanes CEA,
CEACAMI1
Lactosaminoglycane

Sekundire, markierte und enzymgekoppelte Antikorper

Sekundéirantikorper

Streptavidin-Peroxidase

Streptavidin-LRSC

Streptavidin-DTAF

Ziege-anti-Maus-FITC

Ziege-anti-Maus, Fc-Fragment-spezifisch-
Peroxidase

Ziege-anti-Maus, Fc-Fragment-spezifisch-
Alkalische Phosphatase

Ziege-anti-Maus, Fc-Fragment-spezifisch-DTAF
Kaninchen-anti-Ratte, y-Ketten-spezifisch-
Peroxidase

Ziege-anti-Maus, u-Ketten-spezifisch-Peroxidase
Ziege-anti-Kaninchen-Peroxidase

DAKO, Hamburg
Dianova, Hamburg
Dianova, Hamburg
Dianova, Hamburg
DAKO, Hamburg

Dianova, Hamburg

Dianova, Hamburg
Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen
Dianova, Hamburg
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Reagenzien fiir die Zellkultur und Immuncytochemie

Seren

Normales Schweineserum

Fotales Rinderserum (FBS), normaler IgG-
Gehalt

Fotales Rinderserum, reduzierter IgG-Gehalt

Zellkulturmedien

RPMI 1640
McCoy’s modified Eagle Medium 5A

Endothelzellmedium (Earle’s Medium199)
Zellinien

HT29
HT29mdr

HDMEC
T84.1-Hybridoma
4D1/C2-Hybridoma
Bakterien

HB101, pPK14

Sonstige Chemikalien und Kits

Mycoplasmen-Detektionskit

XX-Biotin-SE (Biotinester mit C12-Spacer)
Diff-Quick

Collagen

MAPS-Puffer

Enzyme

Tag-Polymerase (Amplitaq gold)
PNGaseF
Klenow Fragent aus E. coli

DAKO, Hamburg
Life Technologies,
Eggenstein

Life Technologies,
Eggenstein

Life Technologies,
Eggenstein

Life Technologies,
Eggenstein
Promocell, Heidelberg

ETCC, European Tissue Culture
Collection, Porton Down, UK
Derivat von HT29,
colchicinbehandelt

Promocell, Heidelberg

Prof. Dr. J. Shively, Prof.

Dr. C. Wagener

Prof. Dr. C. Wagener

Prof. Dr. P. Klemm, Prof.
Dr. J. Hacker

Roche, Mannheim

Molecular Probes, Leiden
Dade Behring, Schweiz
Collagen Corp., Fremont, USA
Biorad, Miinchen

Perkin Elmer

Roche, Mannheim
Amersham/Pharmacia LKB,
Miinchen
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Versuchstiere

Scid/scid-Miuse (Balb/c C57BL/Kalgh-I Tierhaltung UKE, Hamburg
scid/scid)
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Methoden

Proteinchemische Methoden

1 Gewinnung von Proteinen

1.1 Isolierung von Granulocyten aus Buffy Coats

Die Isolierung humaner Granulocyten wurde nach Stoffel et al. durchgefiihrt (Stoffel et
al., 1993). Aus Buffy Coats wurde im GroBmalstab (ca. 500 Buffy Coats) die
Granulocytenfraktion durch Zentrifugation in 11-Zentrifugenflaschen abgetrennt
(Schwing-Rotor, Hettich-Kiihlzentrifuge, 20 min., 2.000 Upm, 4°C). Der weille Ring,
der die Granulocyten enthielt, wurde abgeerntet und in frische 250ml-
Zentrifugenrohrchen iiberfiihrt. Die verbliebenen Erythrocyten wurden durch
Resuspendieren der Zellen im fiinffachen Volumen Ammoniumchlorid-Puffer lysiert.
Die lysierten Erythrocyten wurden von den intakten Granulocyten durch
Zentrifugation abgetrennt (Sorvall Kiihlzentrifuge, GSA-Rotor, 1.500 Upm, 20 min.,
4°C). Das Zellpellet wurde insgesamt drei Mal mit Ammoniumchlorid-Puffer
gewaschen, bis es eine weillliche Farbung aufwies. Die Granulocyten wurden zwei
Mal mit PBS gewaschen, w.o. zentrifugiert und anschlieBend einer

Detergenzienextraktion unterzogen.

1.1.1 Detergenzienextraktion von Membranproteinen aus Granulocyten

Die in PBS gewaschenen Leukocyten wurden 1:1 (v/v) mit zweifach konzentriertem
Extraktionspuffer versetzt und iiber Nacht bei 4°C unter stetem Schiitteln inkubiert.
Die Extrakte wurden in der Sorvall-Zenrifuge bei 20.000 x g fiir 60 min. bei 4°C

abzentrifugiert. Die 16slichen Uberstinde wurden bei -20°C gelagert.
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1.2 Extraktion von Proteinen aus Tumorgewebe

Das Tumorgewebe wurde direkt nach der Operation in fliissigem Stickstoff
eingefroren. In einem sterilen Morser wurde das Gewebe, in Stickstoff gekiihlt, zu
einem feinen Pulver zerrieben und anschliefend w.o. mit einfach konzentriertem
Extraktionspuffer behandelt. Die 16sliche Proteinfraktion wurde nach Zentrifugation

w.0. bei -20°C gelagert.

Losungen:

Ammoniumchlorid-Puffer

155 mM NH,CI, 1 mM KHCO,, 0,1 mM EDTA

Extraktionspuffer, zweifach konzentriert, in PBS
2% Triton X-100 (w/v), 10 mM Benzamidin, 20 mM EDTA, 20 mM 6-
Aminohexansidure, 4 mM PMSF

PMSF (Stocklésung 0,5M)
25 g PMSF werden in 288 ml Isopropanol gel6st und bei -20°C gelagert.

1.3 Isolierung der Typ-1-Fimbrien aus E. coli

1.3.1 Anzucht von rekombinanten E. coli (HB101/pPKIl4)

Typ-1-Fimbrien aus E. coli wurden aus dem Laborstamm HB101 isoliert, der mit dem
Plasmid pPKl4 transfiziert ist. HB101 weist per se keine mannose-spezifische
Adhision auf, die erst nach Transfektion mit dem Plasmid pPKl14 und Expression von
mannose-spezifischen Typ-1-Fimbrien induziert wird. Das Plasmid pPKI4 enthilt den
gesamten Gencluster fiir die Expression von Typ-1-Fimbrien (Klemm et al., 1989). Die
Isolierung und Reinigung erfolgte durch Kombination verschiedener Originalmethoden
(Dodd und Eisenstein, 1982; Eshdat et al., 1982; Eshdat et al., 1981, Ofek et al., 1986;
Klemm et al., 1989). Auf 100 Petrischalen (< 15 cm, Nunc) mit je ca. 50 ml Luria-
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Bertani-Medium (LB-Medium), 100 pg/ml Ampicillin, wurde der E. coli Stamm
HB101 / pPKL4 mit einer Impfése auf LB-Agar/Ampicillin ausgestrichen und 48 h bei
37 °C bebriitet (Sambrook und Maniatis, 1989; Klemm et al., 1989).

1.3.2 Isolierung der Typ-1-Fimbrien

Der Bakterienrasen wurde mit einem Spatel abgenommen und in ein Becherglas
tiberfiihrt. Die Resuspension der Bakterienschlacke erfolgte auf Eis mit 50 mM
Tris/HCI, 0,05 % Natriumazid, pH 7,8. Die Suspension wurde fiir 20 min. bei 4°C,
5.000 Upm (4.068 x g) zentrifugiert (Sorvall Zentrifuge, GSA-Rotor). Der klare
Uberstand wurde verworfen und das Pellet w.o. in eisgekiihltem 50mM Tris-Puffer
resuspendiert. Es wurde in 60 ml 50 mM Tris-Puffer w.o. aufgenommen. Die Fimbrien
wurden mechanisch in einem Omni-Mixer (Sorvall) auf Eis (Stufe 3, drei Mal 5 min.)
abgeschert. Die Suspension wurde 20 min. bei 4 °C in der Sorvall Zentrifuge
zentrifugiert (GSA Rotor, ca. 16.270 x g). Das Pellet wurde mit 50 mM Tris-Puffer
(w.0.) gewaschen und resuspendiert und w.o. zentrifugiert. Die Uberstinde, die die

Fimbrien enthielten, wurden auf Eis vereinigt.

Losungen:

Luria-Bertani-Medium (LB-Medium)/NaOH, pH 7,5
10 g Trypton (Difco), 5 g Hefeextrakt (Difco) und 5 g NaCl werden mit Wasser zu
1.000 ml aufgefiillt und autoklaviert. Nach Abkiihlen des Mediums wurde Ampicillin

zu einer Endkonzentration von 100 pg/ml zugesetzt.

LB-Agar
LB-Medium, 1,5% (w/v) Agar, autoklavieren. Nach Abkiihlen wurde Ampicillin w.o.

zugesetzt.

Tris/HCI-Puffer, pH 7,8
10 mM Tris, 0,05% Natriumazid (w/v)
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2 Reinigung von Proteinen

2.1 Ammoniumsulfatfillung der Typ-1-Fimbrien aus dem Uberstand

Um die Fimbrien von anderen Proteinen in dem Uberstand zu trennen, wurde eine
Ammoniumsulfatfdllung durchgefiihrt. Hierbei konnen Proteine aufgrund ihrer
unterschiedlichen Loslichkeit bei verschiedenen Salzkonzentrationen selektiv
ausgefillt werden ("salting-out-effect"; Englard et al., 1990). Die Ausfillung der
Fimbrien aus dem Uberstand wurde dieser bis zu einer Sittigung von ca. 12 % mit

10,5 g kristallinem Ammoniumsulfat versetzt (Dawson, 1986). Die Fimbrien bildeten
einen weillen Niederschlag, wihrend andere, kontaminierende Proteine in Losung
blieben. Das Prizipitat wurde abzentrifugiert (20 min, 4°C, 16.270 x g, Sorvall
Zentrifuge, GSA-Rotor), der Uberstand verworfen und das Pellet in 10 mM Tris/HCl,
pH 7.8, aufgenommen und resuspendiert. Zur Entfernung des Ammoniumsulfats aus
der Proteinlésung wurden die Proben fiir 48 h bei 4 °C gegen eine 500fache Vorlage
von 10 mM Tris/HCI, pH 7,8, 0,5 % Natriumdideoxycholat (Biozol) dialysiert. Der

Puffer wurde jeweils nach 16 h erneuert.

Losungen:

Dialysepuffer
10 mM Tris/HCI, pH 7,8, 0,5 % (w/v) Natriumdidesoxycholat

2.2 Entfernung von Natriumdidesoxycholat

Zur Entfernung des Detergenz Natriumdidesoxycholat wurde ein Detergenz-
adsorbierendes Granulat (Amberlite-Beads, XAD-16) eingesetzt. Die Fimbrienlosung
wurde hierfiir in Dialyseschlduche gegeben und wie oben gegen 10 mM Tris/HCI-
Puffer dialysiert. In das Dialysebad wurde zusitzlich XAD-16 Detergenz-Absorber-
Granulat gegeben. Die Losung wurde unter zweimaligem Wechseln einer 500fachen

Vorlage fiir 48h bei 4°C dialysiert.
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2.3 Charakterisierung der Typ-1-Fimbrien aus E. coli

Die gereinigten Typ-1-Fimbrien wurden durch Analyse in der Gelelektrophorese mit
anschlieBender Silberfdarbung, Immunoblotting und Elektronenmikroskopie
charakterisiert. Die funktionelle Charakterisierung, d.h. die Mannose-spezifische

Adhision, wurde durch einen Hefe-Agglutinationstest {iberpriift.

2.4 Hefe-Agglutinationstest

Analog zu der von Lindhorst et al. beschriebenen Agglutination von Erythrocyten
durch Typ-1-Fimbrien wurden die hier isolierten Typ-1-Fimbrien auf ihre
Agglutinationsfahigkeit von intakten Hefezellen sowie Hefe-Mannan untersucht
(Lindhorst et al., 1998). Lyophilisierte Hefe (S. cerevisiae) und Hefe-Mannan (Sigma)
wurden zu einer Endkonzentration von 2mg/ml in PBS gelost. Von den Suspensionen
wurden je 100 ul auf Objekttriger getropft. Gereinigte Typ-1-Fimbrien wurden in

verschiedenen Verdiinnungen dazu gegeben.

2.5 Reinigung der monoklonalen Antikorper T84.1 und 4D1/C2 aus

Zellkulturiiberstinden iiber immobilisiertes Protein A (Protein A-Sepharose)

Die Aufreinigung der mAb T84.1 und 4D1/C2 wurde an der Chromatographieanlage
(DuoFlow, Biorad) bei 4°C durchgefiihrt. Alle verwendeten Losungen wurden vor

Gebrauch sterilfiltriert und entgast.

Die murinen Antikorper T84.1 und 4D1/C2 (beide IgG1-Subklasse) wurden durch
Affinitdtschromatographie aus Hybridomaiiberstinden iiber Protein A aus
Staphylococcus aureus (SPA) aufgereinigt. Beide Hybridomalinien wurden detailliert
beschrieben (Wagener et al., 1983; Drzeniek et al., 1991). SPA bindet Antikorper iiber
die Fc-Region (Hjelm et al., 1972; Ey et al., 1978). Da die Affinitdt muriner
Immunglobuline zu Protein A gering ist, wurde die Bindung an die Protein-A-Matrix
durch Verwendung eines alkalischen, hochmolaren Salzpuffers unterstiitzt. Durch

einen pH-Sprung wurden die gebundenen Immunglobuline eluiert. Zur Aufreinigung
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wurde das Puffersystem der Firma Biorad verwendet. Der Zellkulturiiberstand wurde
fiir 45 min. bei 4°C zentrifugiert (Sorvall-Zentifuge, GSA-Rotor, 10.000 x g)
anschlieend im Verhiltnis 1:1 mit MAPS-Bindungspuffer (Biorad), pH 9,0 versetzt.
Die Losung wurde mit einer FluBrate von 1 ml/min. auf die Protein A-Matrix
(rekombinantes Protein A, S. aureus, Pharmacia) aufgetragen. Die Matrix wurde mit
dem zehnfachen Volumen MAPS-Bindungspuffer gewaschen und mit dem fiinffachen
Volumen MAPS-Elutionspuffer (pH 3,0, Biorad) eluiert. AnschlieBend wurde die
Matrix mit dem fiinffachen Volumen an MAPS-Bindungspuffer redquilibriert und mit

dem zehnfachen Volumen 20%igem Ethanol zur Reinigung und Lagerung behandelt.

Die isolierten Antikorper wurden durch Auftrennung in der PAA-Gelelektrophorese
mit anschlieBender Silberfarbung auf ihre Reinheit iiberpriift. Thre Immunoreaktivitit
wurde im Western Blot getestet. Die Konzentration wurde im Sandwich-ELISA
bestimmt (sieche Abschnitte 6.1 und 8.1 ff). Zur Lagerung wurden die Antikorper gegen
PBS/Azid dialysiert und bei 4°C gelagert.

Losungen:

MAPS-Bindungspuffer, pH 9,0
Nach Angaben des Herstellers; 0,05% Natriumazid (w/v)

MAPS-Elutionspuffer, pH 3,0
Nach Angaben des Herstellers; 0,05 % Natriumazid (w/v)

2.6 Kopplung des mAb T 84.1 an CNBr-aktivierte Sepharose 4B

Als feste Phase in der Affinitdtschromatographie wurde Sepharose 4B, an die
Cyanogenbromidgruppen gebunden waren, eingesetzt. Zur kovalenten
Immobilisierung von monoklonalen Antikdrpern wurden diese iiber ihre primiren
Aminogruppen an die Matrix gekoppelt: Die Cyanogenbromidgruppen besitzen ein
elektrophiles C-Atom, das nach Abspaltung von Bromwasserstoff durch
Sédurebehandlung in Form eines Cyanatesters vorliegt, der im sauren Milieu stabil ist

(pH<4). Durch einen nucleophilen Angriff eines Stickstoffatoms (z.B. aus primédren
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Aminogruppen in Proteinen) wird das Amin kovalent als Isoharnstoffderivat an der

Sepharose gebunden (Aslam und Dent, 1998; Wilcek, 1984).

Pro 1 ml gequollenem Gel (Sepharose 4B, CNBr-aktiviert, Pharmacia, entsprechend
0,33g Trockenmasse) wurden 2,5 mg T84.1 eingesetzt.

Vor der Kopplung an die Matrix wurde der Antikorper iiber Nacht bei 4°C gegen eine
500fache Vorlage an Kopplungspuffer dialysiert. Die Antikorperlosung (c=2,5 mg/ml)
wurde im Verhiltnis 1:1 mit DMF versetzt, um Antikorper-Aggregate aufzulosen, die

nach der Dialyse entstanden waren.

Vorbereitung der Affinititsmatrix zur Kopplung:

Alle verwendeten Losungen wurden vor Gebrauch sterilfiltriert. Die Arbeitsschritte

erfolgten bei 4°C.

Die Additive an der Matrix wurden durch 15 min. Quellen in 1 mM HCI, pH 2,8-3,0,
bei Raumtemperatur, entfernt; pro Gramm Trockensubstanz wurde die Sepharose mit
je 200 ml eiskalter 1 mM HCI gespiilt und in einer G3-Glasfritte trockengesaugt. Die
Sepharose wurde zu der Antikorperlosung gegeben und die Kopplung wurde iiber
Nacht bei 4 °C unter stetem Schiitteln durchgefiihrt. Alle folgenden Schritte wurden an
der Chromatographieanlage (Biorad, Biologic DuoFlow) mit einer Flufrate von 1
ml/min. bei 4 °C durchgefiihrt. Die Matrix wurde mit dem zehnfachen Volumen an
Kopplungspuffer gespiilt, um ungebundenes Material zu entfernen. Nicht besetzte
reaktive Gruppen wurden fiir 6 h bei 4°C in 1,0 M Ethanolaminlosung, pH 8.0,
blockiert. Die Matrix wurde mit dem dreifachen Gelbettvolumen Ethanolaminldsung
und anschlieBend mit drei Volumina DMF gespiilt, um Antikorper-Aggregate
aufzulosen. Die Matrix wurde anschliefend in fiinf Gelbettvolumina Kopplungspuffer
re-dquilibriert und in fiinfmaligem Wechsel mit Natriumacetat-/Natriumchloridpuffer
(pH 4,0) und TrisHCI-/Natriumchloridpuffer (pH 8,0) gewaschen. Danach wurde die
Sédule zwei Mal mit je zehn Gelbettvolumina PBS und fiinf Gelbettvolumina 0,2 M
Glycin blindeluiert. Zur Lagerung bei 4 °C wurde die Sdule griindlich mit PBS, 0,05 %
Azid, gespiilt.
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Losungen:

Kopplungspuffer, pH 8,5
0,1 M NaHCO;; 0,75 M NaCl/NaOH, pHS8,5

1,0 M Ethanolamin/HCI, pH 8,0

0,1 M Acetatpuffer/0,5 M NaCl, pH 4,0
0,5 M NaCl, 0,1 M Natriumacetat, wasserfrei/Eisessig, pH 4,0

0,1 M Tris/HCI, pH 8,0
0,5 M NaCl, 0,1 M Tris/HCI, pH 8,0

PBS nach Dulbecco, pH 7,2- 74
137 mM NacCl; 2,7 mM KCI; 8,1 mM Na,HPO,; 1,15 mM KH,PO,

PBS nach Dulbecco, pH 7,2- 7,4 mit Azid:
0,05% NaN, (w/v) in PBS

0,2 M Glycin/HCI, pH 2,8

2.7 T 84.1-Affinititschromatographie zur Aufreinigung von CEACAM1

Alle Arbeitsschritte wurden bei 4 °C mit sterilfiltrierten, entgasten und azidhaltigen
Puffern (0,05 % NaN;; w/v) durchgefiihrt. Soweit es nicht anders erwihnt ist, wurde

die Biorad Biologic DuoFlow-Chromatographieanlage (Biorad) verwendet.

Nach Kopplung des monoklonalen Antikorpers T 84.1 an CNBr-aktivierte Sepharose
4B wurden Proteinrohextrakte (aus Tumorgewebe bzw. Granulocyten) mehrfach iiber

die Sdule zirkuliert (1 ml/min).
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2.7.1 Priparative Isolierung von humanem CEACAMI aus Granulocyten

Granulocytenrohextrakte wurden wie beschrieben aus Buffy coats hergestellt. Die
erhaltenen Rohextrakte wurden zur Entfernung von Partikeln fiir 45 min. bei 20.000 x
g (4°C, Sorvall-Zentrifuge, GSA-Rotor) zentrifugiert. Das Material wurde mit einer
FluBrate von 1 ml/min. iiber eine 42,5 ml T84.1-Matrix in einem XK26-Sdulenmantel
(Pharmacia) gepumpt. Anschlielend wurden ungebundene Proteine durch Waschen
mit PBS (zehnfaches Siulenvolumen, 1 ml/min.), pH 7,4, entfernt, bis eine
gleichméfige Basislinie erreicht war. Die Elution erfolgte durch einen pH-Sprung in
einem Stufengradienten mit 0,2 M Glycinpuffer (1 ml/min.), pH 2,8. Die Sidule wurde

anschliefend mit dem fiinffachen Sdulenvolumen an PBS/Azid redquilibriert.

Die Chromatographie wurde photometrisch bei 280 nm zur Detektion von Proteinen
verfolgt. GemiB3 des erhaltenen Elutionsprofils wurden proteinhaltige Fraktionen

vereinigt und mit 2M NaOH neutralisiert.

Das Eluat wurde iiber Amicon 10-Filter MWCO 5 kD, Amicon) um das Achtzig- bis
Hundertfache aufkonzentriert und in PAA-Gelelektrophorese mit anschlieBender

Silberfarbung und Western Blot analysiert.

2.7.2 Analytische Isolierung von CEACAM1 aus Tumorgewebe

Aufgrund der geringen Probenmengen wurde die Affinitdtschromatographie zur
Aufreinigung von CEACAMI1 aus Tumorgewebe manuell durchgefiihrt. 300 ul
Affinititsmatrix wurden in mit Watte gestopfte 1ml-Spritzen gefiillt. Je 500 ul
aufkonzentrierte Tumorextrakte wurden zweifach iiber die Siule zirkuliert. Die Matrix
wurde mit 3 ml PBS gespiilt und anschlieBend mit 2 ml Glycinpuffer (pH 2,8) eluiert.
Die Matrix wurde mit 3ml redquilibriert. Das gewonnene Eluat wurde mit 2 M NaOH
neutralisiert und fiir weitere Analysen (Western Blots, siehe Abschnitt 8.1 ff)

verwendet.
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2.8 Aufreinigung von CEACAM1 durch Affinititschromatographie iiber das

Mannose-spezifische Lectin GNA (Galanthus nivalis agglutinin)

Zur analytischen Aufreinigung von CEACAMI1 aus neutrophilen Granulocyten wurde
an Sepharose 4B immobilisiertes GNA-Lectin verwendet (Galanthus nivalis
agglutinin; Lectin aus dem Schneeglockchen). Die Affnitidtschromatographie wurde

nach Shibuya et al. modifiziert (Shibuya et al., 1988).

An Agarose immobilisiertes GNA-Lectin (Galanthus nivalis Agglutinin; spezifisch fiir
endstdndige Mannosylreste) wurde iiber Nacht bei 4°C mit CEACAMI aus der T84.1
Affinitdtschromatographie in Lectinbindungspuffer auf dem Rotationsschiittler
inkubiert. Die Matrix wurde in einen Sdulenmantel gefiillt. Alle weiteren
Arbeitsschritte wurden an der Chromatographieanlage (FPLC, Pharmacia) bei 4°C

durchgefiihrt. Die FluBrate der Puffer betrug wéahrend der Aufreinigung 1 ml/min..

Die Matrix wurde mit dem zehnfachen Volumen an TBS gewaschen. Das gebundene
Material wurde mit dem dreifachen Sdulenvolumen Elutionspuffer (0,5 M Methyl-a-
D-Mannopyranosid in TBS) in einem Stufengradienten eluiert. Anschliefend wurde

die Matrix mit dem zehnfachen Volumen an TBS gespiilt.

Losungen:

TBS, pH 7,5
50 mM Tris/HCI, 150 mM NaCl, 0,05% (w/v) NaN,

Lectinbindungspuffer, pH 7,5
TBS; je 1 mM CaCl,x2H,0, MgCl,x 6H,0, MnCl,x2H,0

0,5 M Methyl- a.-D-Mannosid
0,5 M Methyl-a-D-Mannosid in TBS, pH 7,5
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2.9 Gelfiltration von T84.1-affinitéitschromatographisch gereinigten Proteinen

Alle verwendeten Puffer wurden vor Beginn der Arbeiten sterilfiltriert und entgast.

Alle Arbeitsschritte wurden bei 4°C durchgefiihrt.

Fiir die Gelfiltration wurde eine Agarose-Dextransdule (Superdex200 Prep grade,
Pharmacia) mit einem Gelbettvolumen von 320 ml in einem XK26-Sdulenmantel
(Pharmacia) verwendet. Mit diesem Material ist die Auftrennung von Molekiilen in

einem Bereich von 5-600 kD moglich (Stellwagen, 1990).

Zur Vorbereitung auf die Gelfiltration wurde die Superdex200 Sédule mit 600 ml (ca.

zweifaches Sdulenvolumen) Gelfiltrationspuffer blindeluiert und dquilibriert.

Zur Gelfiltration von Affinitdtschromatographieprodukten des T84.1 Eluats wurden 2
ml des konzentrierten Eluates iiber einen statischen Loop mit einer
FluBgeschwindigkeit von 0,25 ml/min. manuell auf die Sidule geladen. Die Elution

wurde ebenfalls mit einer FluBrate von 0,25 ml/min durchgefiihrt.

Nach 60 ml Elutionsvolumen wurden Fraktionen von je 4 ml gesammelt. Die
Fraktionen wurden iiber Nacht einzeln in Filtrationseinheiten (MWCO 10 kD, Amicon;
Hettich-Kiihlzentrifuge; 1.000 Upm, 4°C) um das Zehnfache aufkonzentriert und
anschlieBend durch PAA-Gelelektrophorese mit anschlieBender Silberfarbung und
Western Blot (siehe Abschnitte 4 und 8) analysiert.

Zur Reinigung und Lagerung der Sdule bei 4°C wurde die Matrix mit je 800 ml 1,0 M
NaOH und 20% Ethanol mit einer FluBrate von 0,25 ml/min. gespiilt.

Losungen:

Puffer fiir die Gelfiltration (Aquilibrierung und Elution)
0,05 M Tris/HCI, 0,35 M NaCl, 0,1% Triton X-100 (w/v), pH 7,5
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Regenerationslosungen

20% Ethanol (v/v) und 1 M NaOH

2.10 Entfernung von Triton-X-100 nach der Gelfiltration

Zur Entfernung des Triton-X-100 aus den aufkonzentrierten Elutionsfraktionen wurden
die Proben mit PBS um den Faktor fiinf verdiinnt und anschlieBend in
Ultrafiltrationseinheiten (Amicon MWCO 100 kD) umgepuffert. Der Vorgang wurde

vier Mal wiederholt.

2.11 Perchlorsaurextraktion der Eluate aus der Gelfiltration

Im Fall der Kontamination der Gelfiltrationsprodukte durch murine bzw. humane
Immunglobuline wurden die Elutionsfraktionen 1:1 mit 0,3 M Perchlorsidure versetzt
und fiir 20 min. bei 4°C unter stetem Schiitteln inkubiert. AnschlieBend wurden die
Proben mit 5 M NaOH neutralisiert und in Amicon-Filtrationseinheiten gegen PBS

dialysiert.

Losungen:

0,3 M Perchlorsiaure

3 Konzentrationsbestimmung von Proteinen

3.1 Proteinbestimmung nach der Bradford-Methode

Die Proteinbestimmung nach Bradford beruht auf der Anfidrbung von Proteinen durch
einen Farbstoff, der mit Seitenketten von Aminosiduren Komplexe bildet. Die
Verinderung der Extinktion einer Proteinlésung kann im Photometer gemessen
werden. Der saure Farbstoff Coomassie-Brilliantblau (G250) besitzt ein
Absorptionsmaximum bei 465 nm, das sich in Gegenwart von Proteinen/Aminoséduren

zu 595 nm verschiebt. Die Verschiebung wird durch die Komplexbildung zwischen
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dem anionischen Farbstoff und den kationischen und nichtpolaren Seitenketten in

Proteinen ausgelost (Bradford, 1976).

Mit der Bradford-Methode lassen sich Proteinkonzentrationen von 0,05-0,5 pg/ml
nachweisen. Fiir die Standardkurve wurde eine Verdiinnungsreihe mit BSA hergestellt
(1,2,5,8,10, 12 und 15 ug/ml). Der Leerwert wurde gegen das Milieu geeicht, in dem

sich auch die zu bestimmende Proteinlosung befand.

Nach Angaben des Herstellers wurden 200 ul der Bradford-Reagenz-Losung (Biorad)
mit 800 ul der Verdiinnungsreihe des Proteins/BSA versetzt, gemischt und fiir 5 min.
bei RT inkubiert. AnschlieBend wurde die Extinktion der Proben bei 595 nm im

Photometer vermessen.

4 Charakterisierung von Proteinen

4.1 Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach Limmli

In der Gelelektrophorese werden in Polyacrylamidgelen Proteine ihres
Molekulargewichts nach aufgetrennt. Dieses wird dadurch ermdglicht, dal in
denaturierenden SDS-haltigen (Sodiumdodecylsulfat)-Gelen die Proteine in einem
konstanten Ladungs-zu-Masse-Verhiltnis vom negativ geladenen Detergenz SDS
komplexiert werden. Je nach Vernetzungsgrad der Polyacrylamidgele und Anteil des
Polyacrylamids erhédlt man nach der Auftrennung im elektrischen Feld einen
Molekulargewichtsbereich, in dem die Auftrennung der einzelnen Proteine linear ist.
Die Vernetzung und der Gehalt an Polyacrylamid werden gemidl des
Molekulargewichtsbereichs ausgewdhlt, in dem die lineare Auftrennung erfolgen soll
(z.B. 15% ige Trenngele fiir Proteine von 10-60 kD; 7-8%ige Gele fiir Proteine von
50-220 kD etc.). Die vertikale Polyacrylamidgelelektrophorese wurde im

diskontinuierlichen Puffersystem nach Lammli durchgefiihrt (Limmli, 1970).
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Losungen:

Trenngel-Puffer, vierfach konzentriert

1,5M Tris/HCI, pH 8.8

Sammelgel-Puffer, vierfach konzentriert

0,5 M Tris/HCl, pH 6,8

Laufpuffer fiir die Elektrophorese, zehnfach konzentriert
1,92 M Glycin; 0,248 M Tris; 10% SDS (w/v); fiir die Gebrauchslosung wurde der

Puffer 1:10 verdiinnt.

Denaturierender Probenpuffer (zweifach konzentriert) nach Limmli
50mM Tris/HCI, pH 6.8, 12% Glycerin (v/v), 4% SDS (w/v), 2% (-Mercaptoethanol
(v/v),0,01% Serva Blue (w/v)

Acrylamid-/Bisacrylamidlosung

40%ige Losung (w/v), 19:1, Roche

TEMED, 10% (Biorad)

APS (Biorad)

10%ige Losung (w/v)

SDS

10%ige Losung (w/v)
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Fiir ein Trenngel von 5 ml wurden folgende Ansétze zusammenpipettiert:

Substanz 7 % 10% 12,5% 15%

Acrylamid- 0,875 ml 1,25 ml 1,565 ml 1,875 ml
/Bisacrylamidlosung (40%)

Trenngel-Puffer, 4x 1,25 ml 1,25 ml 1,25 ml 1,25 ml
Wasser 2,825 ml 2,45 ml 2,135 ml 1,825 ml

SDS (10%ige Losung) 50 ul 50 ul 50 ul 50 ul

TEMED (10%ige Losung) 15 ul 15 ul 15 ul 15 ul

APS (10%ige Losung) 30 ul 30 ul 30 ul 30 ul

Tabelle 3. Pipettierschema fiir 7-15%ige Trenngele nach Lammli.

Das Trenngel wurde nach Einfiillen zwischen die Glasplatten mit Butanol
tiberschichtet und vollstindig auspolymerisiert. Das Butanol wurde entfernt. Das
Sammelgel wurde nach folgender Vorschrift zusammenpipettiert und auf das Trenngel

gegossen:

Substanz 5%iges Sammelgel
Acrylamid-/Bisacrylamidlosung (40%) 310 ul
Sammelgel-Puffer, 4x 625 ul
Wasser 1,86 ml
SDS (10%ige Losung) 25 ul
TEMED 3,75 ul
APS (10%ige Losung) 7,5 pl

Tabelle 4. Pipettierschmea fiir ein 5%iges Sammelgel nach Limmli.

Je nach Probenvolumen wurden Kdmme mit einem Fassungsvermégen von 20 oder 40
pul Fiillvolumen pro Tasche in das Sammelgel eingesetzt. Das Sammelgel wurde
ausgehirtet und der Kamm wurde entfernt. Nach Aufkochen der Proben (5 min. im
Wasserbad, 95°C) wurden diese in die Taschen geladen. Die Elektrophorese wurde bei
Raumtemperatur durchgefiihrt. Die Konzentrierung der Proben im Sammelgel erfolgte
bei konstanter Stromstédrke (10mA), ebenso die Auftrennung im Trenngel (20mA). Es
wurden Molekulargewichtsstandards der Firma Sigma und Life Technologies

verwendet.

Spezifische Proteine wurden nach Auftrennung im PAA-Gel und Western Transfer
durch monoklonale Antikérper und Lectine nachgewiesen. Der Western Transfer und

der immunologische Nachweis wurden zusammen in Abschnitt 8 beschrieben.
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4.2 Darstellung von Proteinen in Polyacrylamidgelen durch Silberfirbung

Zur Detektion von Proteinen nach Auftrennung in der Gelelektrophorese wurden die
Gele einer Silberfdarbung unterzogen. In der Silberfirbung koénnen Protein-
konzentrationen bis in den Nanogramm-Bereich (bezogen auf eine Bande von ca. 0,5
cm) nachgewiesen werden. Alle Firbeschritte wurden bei Raumtemperatur
entsprechend Tabelle 5 durchgefiihrt:

Vorgang Losung Dauer
Fixieren 50% Methanol 30 min.

10% Elisessig

40% Wasser
Quellen 5%  Methanol 10 min.

7,5% Eisessig

87,5 % Wasser
Waschen Wasser 2X 5 min.
Sensitivieren/ 0,02% Natriumthiosulfat | 1 min.
Reduktion in Wasser
Waschen Wasser 2 X 5 min.
Firben 0,02 % Silbernitrat 30 min. unter

1 mM Formaldehyd Lichtausschluf3
Waschen Wasser 2 x 1 min.
Entwickeln 6% Natriumcarbonat bis Banden sichtbar

6 mM Formaldehyd werden
Stoppen 5 ml 2,3 M Citrat, 10

mM EDTA
Aufbewahren 20% Ethanol, 5%

Glycerin

Tabelle 5. Protokoll fiir die Darstellung von Proteinen in Polyacrylamidgelen

durch Silberfarbung.

5 Biochemische Modifikation von Proteinen

5.1 Biotinylierung von Proteinen

Fiir die Biotinylierung von Proteinen (Antikdrper oder Typ-1-Fimbrien aus E. coli)
wurde eine modifizierte Methode von Guedson et al. verwendet (Guedson et al., 1979).
Gereinigtes Protein wurde im Verhéltnis 20:1 (w/w) mit einer frisch angesetzten

Biotinlosung in trockenem DMF (Dimethylformamid) versetzt und fiir 2 h bei
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Raumtemperatur unter stetem Schiitteln inkubiert. (Verwendet wurde NHS-Biotin (N-
Hydroxysuccinimidylester des Biotins bzw. ein langkettiger Succinimidylester des
Biotins, 6-((6-biotinoyl)amino)hexanoyl)aminohexansiure)succinimidylester, Mole-
cular Probes). Nicht gebundenes Biotin wurde durch Dialyse gegen PBS in Amicon-
Filtereinheiten (MWCO 10kD, Amicon) entfernt. Die Kontrolle der Biotinylierungs-
reaktion erfolgte im Dot Blot (siehe Abschnitt 8.3). Die biotinylierten Proteine wurden
bei -20°C gelagert.

Losungen:

DMF zur Spektroskopie, Uvasol Grade (Merck)

Biotinsuccinimidoester in DMF
Die Biotinester wurden in einer Endkonzentration von 10ug/ul in DMF gel6st und bei -

20°C gelagert. Die Losungen waren bis zu 14 Tagen stabil.

5.2 Enzymatische Deglycosylierung von CEACAM1

Fiir die Deglycosylierung (Abspaltung der N-Glycane) wurde CEACAMI aus der
Gelfiltration eingesetzt. Die Deglycosylierung wurde mit der Glycosidase F (PNGase
F; E.C. 3.5.1.52 aus Flavobacterium meningoseptum rekombinant hergestellt in E. coli,

Roche) nach Haselbeck et al. durchgefiihrt (Haselbeck et al., 1990).

Pro Ansatz wurden ca. 5 ug des aufgereinigten Molekiils eingesetzt.

Die Proben wurden in einem Volumen von 50 pl fiir 2 min. bei 95°C in 1%iger SDS-
Losung denaturiert. Danach wurden 450 ul Endoglycosidase-F (PNGaseF, Roche)-
Reaktionspuffer hinzugefiigt, und der Reakionsansatz wurde w. o. aufgekocht. Nach
Abkiihlen auf 37°C wurden 5, 10 und 20 Enzymeinheiten (units) PNGase F

zugegeben. Die Ansitze wurden fiir 18 h bei 37°C im Heizblock inkubiert.
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Losungen:

1% SDS-Losung
Eine 10%ige SDS-Losung wurde mit PBS (pH 7.4) 1:10 verdiinnt.

Endoglycosidase-F-Reaktionspuffer
20 mM Natriumhydrogenphosphat/NaOH, pH 7,2, 0,5 % Nonidet-40(v/v), 5SmM
EDTA, 0,2 mM Natriumazid

Immunologische Methoden

6.1 ELISA zur Quantifizierung des Antikorpers T84.1 aus Zellkultur

Zur Quantifizierung des Antikorpers aus Zellkulturiiberstinden wurde ein Sandwich-
ELISA (ELISA=enzyme-linked immunosorbent assay) durchgefiihrt. Durch
Verwendung eines "Finger-Antikorpers", der spezifisch murine Immunglobuline
erkennt, konnen diese auch in Gegenwart hoher Konzentrationen unspezifischer
kompetitiver Proteine (FBS-Komponenten/bovine Immunglobuline) reproduzierbar

bestimmt werden (Flemming und Pen, 1988; Macy et al., 1988).

Als Standardimmunglobuline wurden kommerzielle, gereinigte murine 1gGl-
Antikorper bzw. gereinigter T84.1 Antikorper bekannter Konzentration eingesetzt, die
in den Konzentrationen von 0,1ug/ml seriell in Zweierschritten bis auf 0,002 pg/ml
verdiinnt wurden. Als Referenzwert wurde 1% Milchpulverlosung in PBS bzw.

Zellkulturmedium eingesetzt.

Die Verdiinnung der Zellkulturiiberstdnde variierte entsprechend der Zelldichte und

Dauer der Kultur.

ELISA-Platten wurden mit einem Finger-Antikérper (Kaninchen-anti-Maus

Immunglobuline) in einer Verdiinnung von 1:1.000 in PBS (je 100 ul/Napf) beschickt.
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Die Platten wurden fiir 15 min. auf einem ELISA-Schiittler bei 300 Upm und

Raumtemperatur bewegt und anschlie3end iiber Nacht bei 4°C inkubiert.

Ungebundenes Material wurde durch Abschlagen der Platten entfernt. Unspezifische
Bindungsstellen wurden durch Inkubation mit je 200 ul 1% Milchpulverlosung in PBS
fiir 2 h bei 37°C wie oben auf dem ELISA-Schiittler abgedeckt. Erneut wurden die
Platten abgeklopft und mit je 100 ul der Standardverdiinnung (gereinigte murine IgG)
bzw. den Zellkulturiiberstinden in Milchpulver/PBS fiir 2 h bei 37°C inkubiert. Nach
dreimaligem Waschen mit PBS wurde der Detektionsantikorper (Ziege-anti-Maus,
gekoppelt an Peroxidase) in einer Verdiinnung von 1:1.000 in Milchpulver/PBS wie
oben inkubiert. Die Platten wurden fiinf Mal mit frisch angesetztem Substratpuffer
gewaschen (0,1 M Citratpuffer, pH 5,0). Die Darstellung der Peroxidase erfolgte mit
dem l06slichen Substrat OPD (o-Phenyldiamindihydrochlorid). Die Reaktion wurde
durch Zugabe von 3 M HCI nach ca. 5-10 min. gestoppt. Die optische Dichte wurde

bei 492 nm im ELISA-Platten-Photometer gemessen.

Losungen:

PBS, 1% Magermilchpulver (Gliicksklee) (w/v)

Citratpuffer (fiinffach konzentriert)

0,5 M Trinatriumcitratdihydrat (Lsg. A), 0,5 M Citrat (Lsg. B)

Puffer A mit Puffer B auf den pH von 5,0 einstellen

Substratpuffer

Der fiinffach konzentrierte Citratpuffer wird 1:5 verdiinnt; er ist max. 1 Woche bei 4°C

stabil.

Reaktionslosung

1 OPD-Tablette ( 15 mg OPD) in 12,5 ml Substratpuffer, 5 ul 30%iges H,0,
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6.2 ELISA zur Detektion von Mycoplasmen-Kontamination in Zellkultur

Mycoplasmentest

Zur Uberpriifung der Zellen auf Kontamination durch Mycoplasmen wurde ein
Sandwich-ELISA durchgefiihrt. Mycoplasmen sind prokaryontische Kontaminanten,
die den Stoffwechsel, die Morphologie und das Wachstumsverhalten von Zellen
negativ beeinflussen konnen. Der Test ist zum Nachweis der hidufig vorkommenden
Spezies M. orale, A. laidiawii, M. arginini und M. hyorhinis geeignet. Alle
verwendeten Losungen wurden nach Rekonstitution dem Mycoplasmen-Detektions-
Kit (Roche) entnommen. Der Mycoplasmentest wurde entsprechend den Angaben des
Herstellers (Roche) durchgefiihrt. Untersucht wurden Proben aus der Zellkultur,
Wasser aus dem Brutschrank sowie das verwendete Zellkulturmedium. Alle
Inkubationsschritte wurden auf dem ELISA-Platten-Schiittler bei 300 Upm
durchgefiihrt.

Die ELISA-Platten wurden mit den Anti-Mycoplasmen-Antikérpern gegen die
obengenannten Spezies als Fianger-Antikorper (je 250 pl) beschichtet und fiir 2 h bei
37°C im ELISA-Platten-Schiittler inkubiert. Nach Entfernen des ungebundenen
Materials durch Abklopfen der Platte wurden unspezifische Bindungsstellen fiir 30
min. bei 37°C mit je 200 ul Blockierungslosung abgedeckt. Die Blockierungslosung
wurde abgeschlagen und die Platte drei Mal mit je 200 ul Waschpuffer gewaschen. Je
200 pl der entsprechenden Proben und Positivkontrollen (inaktivierte Mycoplasmen)
wurden liber Nacht bei 4°C inkubiert. Die Platte wurde w.o. gewaschen und fiir 2 h bei
37°C mit dem Detektionsantikorper (biotinylierte Anti-Mycoplasmen-Antikorper)
beschickt. Nach viermaligem Waschen wurde an alkalische Phosphatase gekoppeltes
Streptavidin (je 200 ul) zugegeben und fiir 1 h bei 37°C inkubiert. Nach Waschen w.o.
wurden je 200 pl Substratlosung in die Népfe pipettiert. Die Farbreaktion war nach 1 h

abgeschlossen und wurde anschlieend photometrisch bei 405 nm ausgewertet.
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7 Immunprizipitation

Losliche Antigene konnen durch Reaktion mit spezifischen Antikorpern prizipitiert
werden, da sich in der Aquivalenzzone von Antigen- und Antikorperkonzentration
unlosliche Komplexe bilden (Harlow und Lane, 1988). Die Komplexe wurden durch
Immobilisierung der Antikorper an Protein A Agarosebeads isoliert und nach
mehrmaligem Waschen in PBS nach PAA-Gelelektrophorese im Immunoblot

analysiert.

7.1 Prizipitation von CEACAMI1 durch Typ-1-Fimbrien aus E. coli

Affinitdtsgereinigtes CEACAM1 wurde gegen Lectinpuffer dialysiert und mit 12,5
pg/ml biotinylierten Typ-1-Fimbrien iiber Nacht bei 4 °C auf dem Rotationsschiittler
inkubiert. Die Fimbrien  wurden durch Streptavidin-Agarose (Upstate
Biotechnologies) immobilisiert. Die Agarose wurde durch Zentrifugation (1 min.,
13.000 Upm, Eppendorfzentrifuge, 4°C) pelletiert, drei mal mit TBS gewaschen und
erneut pelletiert. Gebundenes Material wurde durch fiinfminiitiges Aufkochen in

Probenpuffer fiir die Gelelektrophorese eluiert und im Immunoblot analysiert.

7.2 Immunprizipitation von CEACAMI1 durch E-Selectin.

Wie oben wurde CEACAMI1 aus der Affinitdtschromatographie gegen
Lectinbindungspuffer dialysiert. Die Prizipitation erfolgte w.o. durch an Streptavidin
immobilisiertes, biotinyliertes E-Selectin (20 ug; Calbiochem; rekombinantes humanes

E-Selectin aus CHO-Zellen; CHO=chinese hamster ovary).
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8 Elektrophoretischer Transfer von Proteinen aus PAA-Gelen auf Nitrocellulose

(Western Blotting)

Nach der PAA-Gelelektrophorese wurden die Proteine aus den SDS-Gelen auf
Nitrocellulosemembranen zum immunologischen Nachweis spezifischer Antigene
transferiert. Der Transfer von Proteinen aus SDS-Gelen auf Nitrocellulose wurde
elektrophoretisch nach Towbin et al. durchgefiihrt (Towbin et al., 1979). Die negativ
geladenen Proteine werden dabei auf die positiv geladene Nitrocellulosemembran
tibertragen. Der Transfer wird durch die Verwendung eines diskontinuierlichen

Puffersystems unterstiitzt.

Whatman-Filterpapiere und die Nitrocellulosemembran wurden passend auf die
GelgroBe zugeschnitten (je 8 x 10 cm). Die Kathodenplatte der Apparatur wurde mit
zehnfach konzentriertem Anodenpuffer (Anodenpuffer I) befeuchtet und luftblasenfrei
mit drei in Anodenpuffer I getrankten Filtern belegt. Darauf folgten drei in einfach
konzentriertem Anodenpuffer (Anodenpuffer II) getrinkte Filter. Die in Anodenpuffer
IT dquilibrierte Nitrocellulosemembran (Schleicher und Schuell, BA85 Protran-
Membran, 0,45um PorengroBe) wurde aufgelegt. AnschlieBend folgte das Gel. Auf der
Membran wurden die Positionen des Molekulargewichtsstandards markiert. Das Gel
wurde mit drei in Kathodenpuffer eingeweichten Whatman-Filtern bedeckt. Der
Deckel der Apparatur, der die Anodenplatte enthielt, wurde fest verschlossen und mit

Gewichten beschwert. Der Transfer der Proteine erfolgte iiber 45 min. mit 3 mA/cm®.

Nach dem Transfer wurde das Gel verworfen und der Bereich der
Nitrocellulosemembran abgetrennt, der den Molekulargewichtsstandard enthielt und
mit Amidoschwarzldsung gefirbt (sieche Abschnitt 8.1). Die ilibrige Membran wurde
den Abschnitten 8.2 ff beschriebenen Methoden zum immunologischen Nachweis

spezifischer Antigene unterzogen.

Puffer:

Millipore, 1995 Instructions Manuals, Protein Blotting protocols for Immobilon-P

transfer membrane, Bedford, Massachusetts
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Anodenpuffer I
0,3 M Tris/HCI, 10% Methanol, pH 104

Anodenpuffer I1
0,03 M Tris/HCl, 10% Methanol, pH 10,4

Kathodenpuffer
25 mM Tris/HCI, 192 mM 6-Aminohexansdure, 10% Methanol
pH94

8.1 Unspezifische Detektion von Proteinen nach Western Transfer auf

Nitrocellulose durch Amidoschwarzfirbung

Nach Western Transfer wurde der Molekulargewichtsstandard fiir 5 min. bei
Raumtemperatur in Amidoschwarzlésung gefidrbt. AnschlieBend wurde der
Hintergrund in Entfirbelosung ausgewaschen, bis die Banden des Standards klar

erkennbar waren.

Losungen:

Amidoschwarz-Losung

0,02 % (w/v) Naphtholblau, 40% Methanol, 10% Eisessig

Entfirbelosung

20% Methanol, 5% Eisessig

8.2 Immunologische Detektion spezifischer Antigene auf

Nitrocellulosemembranen nach Western Transfer

Unspezifische Bindungsstellen auf den Membranen wurden nach Western-Transfer fiir
2 h bei RT in 3% Milchpulver (Gliicksklee) in PBS oder TBS (pH 7.4) unter Schiitteln
abgedeckt. Die Blockierungslosung wurde verworfen. Uber Nacht wurden die

Membranen mit dem entsprechenden Detektionsantikorper bei 4°C auf dem
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Rotationsschiittler inkubiert (die entsprechenden Detektionsantikdrper und ihre
Konzentrationen sind im Ergebnisteil angegeben). Ungebundener Antikdrper wurde
durch dreimaliges Waschen fiir je 5 min. bei RT in PBS oder TBS entfernt. Der
Sekundirantikorper (konjugiert mit alkalischer Phosphatase oder Peroxidase) wurde
fiir 2 h bei RT auf dem Rotationsschiittler mit den Membranen in einer Verdiinnung

von 1:2.000 — 1:5.000 (in PBS oder TBS) inkubiert.

8.2.1 Darstellung der Enzymaktivititen der Sekundéirantikorper im Western Blot

8.2.1.1 Chemilumineszenz-Reaktion zur Darstellung der Peroxidase-Reaktion

Fiir den sensitiven Nachweis der Peroxidase-Reaktion im Immunoblot wurde nach
Verwendung eines Peroxidase-gekoppelten sekundiren Antikorpers ein
Chemilumineszenz-taugliches Substrat verwendet (ECL-Kit, Amersham). Bei der
Chemilumineszenz wird Luminol durch die Peroxidase oxidiert und dadurch aktiviert.
Es sendet Licht aus und fillt anschlieBend in seinen Grundzustand zuriick. Das

emittierte Licht kann durch Auflegen eines Rontgenfilms sichtbar gemacht werden.

Nach Inkubation mit dem Peroxidase-konjugierten Sekundérantikorper wurden die
Nitrocellulosemembranen iiber 3-4 h bei RT in TBS (pH 7.5; 0,05% Tween 20)
gewaschen. Der Wechsel der Puffervorlage erfolgte alle 15 min.. Nach Angaben des
Herstellers wurden die Substratlosungen zusammenpipettiert. Die Membranen wurden
gleichmifig mit der Substratlosung fiir genau 1 min. bedeckt; die Losung wurde
anschlieend durch Abtropfen riickstandslos entfernt. Fiir einen variablen Zeitraum (je
nach Signalstirke von 1 min. bis zu Expositionen {iber Nacht) wurde ein Rontgenfilm

(Hyperfilm™) aufgelegt.

Losungen:

Waschpuffer fiir die Chemilumineszenzreaktion

TBS, pH 7.,5; 0,5 % Tween 20 (v/v)
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8.2.1.2 Darstellung der Peroxidase in der DAB-Firbung

Nach Inkubation mit dem sekundédren Peroxidase-konjugierten Antikérper wurde die
Membran fiir 2 h in TBS gewaschen. Die Vorlage wurde alle 15 min. gewechselt. Die
Darstellung der Peroxidase erfolgte durch Umsetzung von DAB (3"Diaminobenzidin)
nach Oxidation zu einem unldslichen Farbstoff, der einen braunen Niederschlag bildet.
Die Farbelosung wurde unmittelbar vor Gebrauch angesetzt. Die Membran wurde
unter Lichtausschluf3 gefirbt, bis Banden sichtbar wurden. Durch Schwenken in
Wasser konnte die Reaktion gestoppt werden. Die Membran wurde zur Dokumentation

auf Filterpapier getrocknet.

Losungen:

Farbelosung

1 DAB-Tablette (entsprechend 15 mg DAB) in 15 ml TBS, 12 ul 30% H,0,

8.2.1.3 Darstellung der Alkalischen Phosphatase (AP) im Immunoblot

Nach Inkubation mit einem AP-konjugierten Sekundérantikérper wurde die Membran
drei Mal fiir je 10 min. bei RT in Substratpuffer (pH 9,8) &quilibriert. Die
Reaktionslosung, die die Substrate NBT (Nitrotetrazoliumblau; Roche) und BCIP (5-
Brom-4-Chlor-3-indoylphosphat; Roche) enthilt, wurde so lange auf den Membranen

belassen, bis eine Fiarbung (dunkelblauer Niederschlag) sichtbar war.

Losungen:

Substratpuffer
0,1 M NaCl; 0,1 M Tris/HCI; 50 mM MgCl,; pH 9,8

Reaktionslosung fiir eine Membran

50 ul NBT (Roche) und 37,5 ul BCIP (Roche) in 10 ml Substratpuffer
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8.3 Dot Blot

Bei einem Dot Blot werden die zu analysierenden Proteine direkt auf die
Nitrocellulosemembran getropft und getrocknet. Nach Blockieren (30 min. bei
Raumtemperatur in 3%iger Milchpulverlésung in PBS) wurde der Dot Blot mit dem
Detektionsantikorper fiir 1 h bei RT in PBS inkubiert. Nach dreimaligem Waschen in
PBS wurde die Membran mit den sekunddren Antikorpern fiir 1 h bei RT inkubiert.
Die Membran wurde erneut wie zuvor gewaschen. Die Detektion der gebundenen
Antikorper erfolgte mit den unldslichen Substraten fiir die alkalische Phosphatase-

oder die Meerettich-Peroxidase (NBT/BCIP bzw. DAB).

8.4.1 Lectinblot zum ir vitro Nachweis der Interaktion zwischen CEACAMI1 und
Typ-1-Fimbrien

Aufgereinigtes CEACAM1 wurde nach Gelelektrophorese auf Nitrocellulose
transferiert. Die Membran wurde nach Blockieren in Milchpulver/TBS zwei Mal fiir je
15 min. bei RT in Lectinbindungspuffer (TBS mit je 1 mM CaCl,, MgCl, und MnCl,)
dquilibriert. Fiir den Nachweis von CEACAM1 wurden anstelle des Detektions-
antikorpers biotinylierte Typ-1-Fimbrien aus E. coli eingesetzt. Die Inkubation mit den
Typ-1-Fimbrien wurde iiber Nacht in Lectinbindungspuffer bei 4°C auf dem
Rotationsschiittler durchgefiihrt. Nach dreimaligem Waschen fiir je 10 min. in TBS
wurde die Membran mit Peroxidase-konjugiertem Streptavidin inkubiert (1:2.000, 2 h,
RT) und anschliefend fiir 2 h in TBS gewaschen. Die Puffervorlage wurde jeweils
nach 15 min. gewechselt. Die Entwicklung der Peroxidase-Aktivitét erfolgte in der

Chemilumineszenz-Reaktion.

8.4.2. Lectinblot zum Nachweis der Interaktion von CEACAMI1 und Galectin-1

CEACAMI wurde wie beschrieben auf Nitrocellulose transferiert; nach Aquilibrieren
der Membran in Lectinbindungspuffer wurde der Blot iiber Nacht bei 4°C mit 5 ug
biotinyliertem Galectin-1 inkubiert. Nach dem Waschen und Inkubation mit
Peroxidase-gekoppeltem Streptavidin (1:5.000) erfolgte die Darstellung der

Peroxidase-Reaktion in der Chemilumineszenz.
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9 DurchfluBlcytometrische Untersuchungen

Die durchflulcytometrischen Experimente wurden an einem FACSCalibur-Cytometer
(Becton/Dickinson) durchgefiihrt und mit der installierten Software ausgewertet
(CellQuest, Becton/Dickinson; WinMDI-Software). Alle Losungen wurden vor
Gebrauch sterilfiltriert. Abbildung 7 stellt den Aufbau der durchflucytometrischen

Analysen schematisch dar:

Versuchsaufbau zur durchfluBcytometrischen Analyse

Biotinylierte Typ-1-Fimbrien/anti-CEACAM | -Antikdrper

Inhibitionsversuche: Typ-1-Fimbrien
wurden mit a-Mannosiden eemischt

Zugabe der neutrophilen Granulocyten Internalisierungsstudien:

* Typ-1-Fimbrien wurden
fiir 1 h bei 37 °C mit den
Inkubation fiir 1 h bei 4°C Granulocyten inkubiert
* Inkubation mit anti-

"EACAMI-
Weachea P CEACA

* / Antikdrpem,

Zugabe des sekundiren Antikorpers oder des Streptavidins
(DTAF-markierter anti-Maus-Antikérper; DTAF-markiertes

Streptavidin)
Nachweis von =  Inkubation fiir I h, 4°C, Waschen Nachweis von
Typ-1-Fimbrien _>' CEACAMI

auf Granulocyten auf Granulocyten

Abb. 7. FluBdiagramm zum Versuchsaufbau der Experimente in der Durchflulcytometrie. Die
Experimente zur Inhibition der Adhésion von Typ-1-Fimbrien durch a-Mannoside sind in blau
unterlegt. Die Bindungsstudien fiir anti-CEACAM1-Antikorper an neutrophile Granulocyten sind in rot
unterlegt. In griin ist der Ablauf des Experiments zur Analyse der Oberflichenexpression von

CEACAMI auf neutrophilen Granulocyten nach Inkubation mit Typ-1-Fimbrien gezeigt.
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9.1 Bindung von anti-CEACAMI1-Antikorpern oder biotinylierten Typ-1-

Fimbrien aus E. coli an Granulocyten aus Spenderblut

In durchfluBcytometrischen Analysen wurde die Bindung biotinylierter Typ-1-
Fimbrien an neutrophile Granulocyten aus Spenderblut (siehe Abschnitt 17)

untersucht. Fiir jedes Experiment wurden Zellen eines anderen Spenders pripariert.

Die Granulocyten (2 x 10° Zellen in 100 1 PBS, pH 7,2 mit 0,1 % BSA und je 1 mM
CaCl, und MgCl,) wurden fiir 1 h bei 4 °C unter stetem Schiitteln mit den Antikdrpern
4D1/C2, T 84.1, oder 12-140-4 (je 4ug/ml) oder biotinylierten Typ-1-Fimbrien aus E.
coli (0,25 mg/ml) inkubiert. Die Zellen wurden mit 1 ml 4 °C kaltem PBS (w.0.)
gewaschen und mit 300 ul FBS (Gibco; mit reduziertem IgG-Gehalt; c(bovines 1gG) <
2 pg/ml) unterschichtet. Durch dieses Serumkissen wurden die Granulocyten in einer
Kiihlzentrifuge pelletiert (Hettich Rotixa; 1.500 Upm, ohne Bremse, 120 sec.
Anlaufzeit, 4°C). Der Uberstand wurde vollstindig abgesaugt und verworfen. Die
Zellen wurden in je 100 ul PBS (w.0.) zusammen mit dem sekundédren Antikorper (fiir
die Antikorper: DTAF-konjugierter Kaninchen-anti-Maus-Antikorper, 1:200; fiir Typ-
1-Fimbrien: Streptavidin, DTAF-markiert, 1:200; DTAF = 5-(4,6-Dichloro-
triazinyl)aminofluorescein) resuspendiert und erneut w.o. inkubiert, gewaschen und
zentrifugiert. Zur Messung im Durchflulcytometer wurden die Zellen in je 500 ul PBS

aufgenommen und unter Lichtausschluf} auf Eis gelagert.

9.1 Inhibitonsexperimente: Inhibition der Bindung biotinylierter Typ-1-Fimbrien

aus E. coli an humane Granulocyten durch a-D-Mannoside

Die Mannose-spezifische Adhésion von Typ-1-Fimbrien an vitale Granulocyten wurde
in Gegenwart verschiedener mannosidischer Inhibitoren in der Durchflulcytometrie
untersucht. Hierzu wurden die Granulocyten, die Inhibitoren und die Fimbrien fiir 1 h
bei 4°C unter stetem Schiitteln ko-inkubiert. Die Bindung der biotinylierten Fimbrien
an die Zellen wurde w.o. durch DTAF-markiertes Streptavidin nachgewiesen. Als
Inhibitoren wurden Methyl-a-D-Mannopyranosid, p-Nitrophenyl-a-D-

mannopyranosid, Benzyl-a-D-mannopyranosid, D-Mannose, D-Glucose sowie die
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trivalenten Clustermannoside 5 und 6 in verschiedenen Konzentrationen eingesetzt.
Die Substanzen wurden vor jedem Versuch frisch in 50% wiBirigem Methanol (v/v)

bzw. in Wasser gelost und anschliefend in PBS verdiinnt.

9.2.1 Synthese der trivalenten Clustermannoside

Die Synthese der in den Inhibitionsstudien eingesetzten trivalenten Clustermannoside 5
und 6 wurde detailliert in der Literatur beschrieben (Kiebug et al., 1997; Kotter et al.,
1998).

9.3 Verinderung der Oberflichenexpression von CEACAMI1 auf neutrophilen

Granulocyten nach Inkubation mit Typ-1-Fimbrien

Aus Spenderblut isolierte neutrophile Granulocyten wurden fiir 1 h bei 37°C mit
biotinylierten Typ-1-Fimbrien inkubiert. Nach jeweils 10 min. wurde die Reaktion
durch Zugabe von Iml eiskaltem PBS gestoppt; die Zellen wurden gewaschen und
zentrifugiert. Fiir 1 h wurden die Zellen (je 2 x 10°) mit dem monoklonalen Antikorper
4D1/C2 bei 4 °C auf dem Schiittler inkubiert. Nach Waschen der Zellen wurde die
Bindung von 4D1/C2 an die Granulocyten durch einen DTAF-konjugierten anti-Maus-

Antikorper nachgewiesen.

10 Immuncytochemie

10.1 Transplantation humaner Tumorzellinien in scid Miuse.

Die Zellen der humanen Coloncarcinomzellinien HT29 und HT29mdr wurden vor der
Injektion unter sterilen Bedingungen durch Trypsinieren geerntet und nach Waschen
mit PBS auf ihre Vitalitdt durch Trypanblau-Firbung iiberpriift. Von jeder Zellinie
wurden 1-5 x 107 vitale Zellen in 1 ml Zellkulturmedium resuspendiert; davon wurden
100 ul zwischen die Schulterblitter von scid-Miusen (scid=severe combined
immunodeficient; BALB/c C57BL/Kalgh-I scid/scid) subkutan injiziert (Schumacher,

1996). Die Miduse wurden unter vollstindig sterilen Bedingungen gehalten. Vor

54



Material und Methoden

Entfernung der Tumore wurden sie durch Genickbruch getotet. Nach ca. 3 Wochen
wurden die von der Zellinie HT29 abgeleiteten Tumore exzidiert; bei den langsamer
wachsenden HT29mdr Tumoren fand die operative Entfernung nach ca. 6 Wochen
statt. Zusdtzlich wurden den Maiusen die Lungen entfernt, um das

Metastasierungsverhalten der Tumoren beurteilen zu konnen.

10.2 Einbettung der Tumore in Paraffin und Anfertigung von Paraffinschnitten

Die Tumore wurden nach Excision geteilt. Ein Gewebestiick wurde nach Gefrieren in
kaltem 2-Methylbutan im Stickstoffbad zur Immunhistochemie konserviert und bis zur
Einbettungsprozedur bei -200°C gelagert. Fiir die proteinchemischen Analysen und die

RNA-Gewinnung wurden die Gewebestiicke direkt in Stickstoff eingefroren.

Fiir die Einbettung in Paraffin (Paraplast Plus; Sherwood Medical) wurden die
Tumoren in 4%igem Formalin in 0,1 M Phosphatpuffer iiber Nacht fixiert und iiber

eine aufsteigende Reihe von Isopropanol in Paraffin eingebettet.

Die Lungen wurden auf Millimeterpapier mit einem Skalpell in ca. 1 mm dicke
Scheiben geschnitten und in 4%igem Agar (Agar noble, Difco) aufgenommen und

tiber Isopropanol in Paraffin eingebettet.

Die Paraffinblocke wurden mit einem Mikrotom (Leica) in 4-5um dicke Scheiben
geschnitten; die einzelnen Schnitte wurden in einem Wasserbad (Medax) bei 42 °C
geglittet, auf einen silanisierten Objekttriger (Histobond; Marienfeld) aufgebracht und
anschlieBend auf einer Warmebank (Medax) bei 40°C getrocknet.

Zur Fixierung erfolgte eine Inkubation der Paraffinschnitte iiber Nacht bei 37°C im

Brutschrank.

10.3 Entparaffinierung und Rehydrierung der Paraffinschnitte

Die Entparaffinierung und die Rehydrierung der Schnitte erfolgte durch serielle
Inkubation fiir jeweils 5 min. in einem Tauchbad von 100% Xylol (I) und (II),
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100%igem Ethanol (Merck) (I), 100%igem Ethanol (II), 96%, 70%, 50% und
35%igem Ethanol bei Raumtemperatur. AnschlieBend wurden die Pridparate in

destilliertem Wasser fiir 10 min. belassen.

10.4 Immunfirbungen

Vor der Immunfiarbung wurden die Paraffinschnitte in 10 mM Citratpuffer, pH 6,0, in
der Mikrowelle einmal fiir 8 min. bei 750 Watt und je 2 min. bei 450 Watt aufgekocht
(Prall et al., 1996). Nach 15 min. Abkiihlung bei Raumtemperatur wurde schrittweise

kalter Puffer dazugegeben, bis die Losung Raumtemperatur erreicht hatte.

10.4.1 Darstellung von CEACAM1 mit dem mAb 4D1/C2 durch Peroxidase-
Reaktion

Die folgenden Inkubationen wurden bei Raumtemperatur durchgefiihrt, soweit es nicht
anders erwéhnt ist. Alle Inkubationsschritte der Objekttrager mit Antikérpern und
Enzym-Konjugaten wurden in einer feuchten Kammer durchgefiihrt. Nach
Mikrowellenbehandlung wurden die Schnitte drei Mal fiir je 5 min. in TBS-Puffer
gespiilt. AnschlieBend erfolgte die Hemmung der endogenen Peroxidase durch
zwanzigminiitige Inkubation in einem Bad aus 0,3% H,0, in reinem Methanol. Erneut
wurden die Pridparate dreifach wie zuvor in TBS #quilibriert. Unspezifische
Bindungsstellen wurden durch 20miniitige Inkubation mit normalem Kaninchenserum
oder normalem Schweineserum (10%ig in TBS, DAKO) abgedeckt. Von dem
primiren anti-CEACAM1-Antikorper 4D1/C2 wurden je 100 ul der Antikérperlosung
in TBS (c= 4 pg/ml) auf die Schnitte getrdufelt und iiber Nacht bei 4°C inkubiert.
Nach dreimaligem Spiilen fiir je 5 min. in TBS erfolgte eine Inkubation von 30 min.
mit dem Sekundirantikérper. Es handelt sich um einen biotinylierten Anti-Maus-
Antikorper, der durch die hochaffine Bindung des Streptavidin-Enzymkomplexes eine
Verstiarkung der Detektion erlaubt. Der Sekundirantikorper wurde 1:40 in TBS
verdiinnt eingesetzt; je 100 pl wurden auf die einzelnen Schnitte aufgebracht (Ziege-
anti-Maus-Biotin, DAKO). Ungebundene Immunglobuline wurden durch Waschen in
TBS wie zuvor entfernt. Nach halbstiindiger Inkubation mit dem Peroxidase-

konjugierten Streptavidin (in einer Verdiinnung von 1:250, nach Angaben des
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Herstellers; 100 ul je Priaparat, POD-ABC-Komplex, Vectastain ABC-Kit, Elite PK
6100 Standard, Vector Laboratories) und Waschen in 0,1 M PB-Puffer erfolgte die
Darstellung der Peroxidase mit Hilfe einer durch Glucose-Oxidase verstdrkten

Reaktion, bei der ein schwarzer Niederschlag entsteht:

Pro Kiivette wurden 60 mg NH,Cl in 150 ml PB vollstdndig gelost, und nacheinander
3 ml einer 0,05 M NiSO,-Loésung sowie 3 ml einer 10%igen Glucoselosung zugesetzt.
Unter Lichtausschluf} erfolgte die Zugabe von 75 mg DAB Pulver. Kurz vor Gebrauch

wurden 500 ul einer Glucoseoxidaselosung (c=1,2 mg/ml in H,0) zugefiigt.

Die Férbelosung wurde zwischen 7 und 20 min. auf den Préparaten belassen, bis eine
schwarze Verfarbung zu beobachten war. Die Reaktion konnte durch Spiilen der

Schnitte in destilliertem Wasser abgebrochen werden.

Im Falle einer Einzelfirbung wurden die Préparate anschlieBend mit Hdmalaun-

Losung nach Mayer gegengefirbt, dehydriert und eingedeckt.

10.4.1.1 Bléuen der Schnitte in Mayers Himalaunléosung

In einem Tauchbad von Mayers Himalaunlosung (50%ig in destilliertem Wasser)
wurden die Priparate fiir 10 Sekunden geschwenkt und danach in flieBendem Wasser

fiir 10 min. geblaut.

10.4.1.2 Dehydrieren und Eindecken von Priparaten nach Darstellung der

Peroxidase durch Glucoseoxidase-Verstirkung

Die Dehydrierung wurde in Tauchbddern einer aufsteigenden Alkoholreihe und Xylol
vorgenommen: in 50%iger, 70%iger, und 95%iger Ethanollosung wurden die Schnitte
je 5 min. inkubiert; es folgten Inkubationen in reinem Alkohol, je 2 Mal fiir 5 min. und
anschlieBend in 100%igem Xylol fiir 5 min., 2 min. und 1 min.. Sie wurden mit

Kunstharz (Clarion/Eukitt) eingedeckt.
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10.4.2 Darstellung der Sialyl-Lewis* Epitope mit dem mAb 2HS durch Reaktion

der alkalischen Phosphatase

Nach Aufkochen der Préiparate in Citratpuffer wurden die Schnitte wie oben in TBS
dquilibriert und in 10% Serum/TBS blockiert. Der primére anti-Sialyl-Lewis®
Antikorper 2H5 wurde iiber Nacht bei 4°C in einer Konzentration von 12 pg/ml

eingesetzt. Pro Priaparat wurden je 100 ul der Antikorperlosung eingesetzt.

Ungebundene Antikorper wurden durch dreimaliges Waschen in TBS entfernt. Der
sekundédre Antikorper (anti-muriner p-Ketten spezifischer Antikorper aus der Ziege)
wurde in einer Verdiinnung von 1:40 auf die Schnitte gebracht und fiir 20 min.
inkubiert. Nach erneutem Waschen erfolgte die Inkubation mit der Avidin-
gekoppelten alkalischen Phosphatase (Alkaline Phosphatase Standard, AK-5000,
Vectastain ABC-Kit 1t. Angaben des Herstellers). Nach Abspiilen ungebundenen
Materials mit TBS wurde die Farbreaktion durchgefiihrt: 7,5 ml einer 4%igen
Natriumnitritlosung (Losung 1) wurden mit 100 ml einer HCI-sauren
Neufuchsinlosung (Losung 2) vermischt. Nacheinander wurden 60 mg Levamisol, in
150 ml Tris-Puffer, pH 8,2, gelost (Losung 3) dazugegeben. Schliellich erfolgte noch
die Zugabe des Substrates fiir die alkalische Phosphatase, 30 mg Naphthol-AS-
Biphosphat in 750 yl DMF (Losung 4).

Die Firbung wurde fiir 20 min. unter Lichtausschluf} durchgefiihrt und in flieBendem
Wasser gestoppt. Die Schnitte wurden in Mayers Hdamalaunlésung wie beschrieben
gegengefiarbt und geblidut. Wie bei der Peroxidase-Darstellung wurden die Priparate

entwassert.

Die Konservierung der Priparate erfolgte in wasserhaltigem Eindeckmedium (Crystal

Mount™). Die Objekttriiger wurden nach dem Eindecken bei 70-80°C getrocknet.
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10.4.3 Doppelfirbungen: Serielle Darstellung der Peroxidase und alkalischen
Phosphatase

Bei serieller Darstellung von CEACAM1 durch Peroxidase-Firbung und dem Sialyl-
Lewis® Antigen durch alkalische Phosphatase wurde die Firbung der alkalischen

Phosphatase direkt an die Peroxidase-Fiarbung angeschlossen.

tTM

Das Eindecken erfolgte durch Konservierung in Crystal Mount™ und Clarion™.

Losungen:

4%iger Agar in PB:
Agar noble (Difco Laboratories 0124-17-0) wurde zu 4% (w/v) in PB, pH 7 4, gelost.

0,1 M PB-Puffer , pH 7,2-7 4
0,03 M KH,PO,, 0,1 M Na,HPO,x 2H,0; Einstellen des pH Wertes durch Zugabe von
kristallinem Na,HPO,x2H,O auf 7 4.

Mayers Himalaunlosung

50%ig (v/v) in Wasser

Citratpuffer, 10 mM/NaOH
10 mM Citrat-Monohydrat

TBS, pH 7,6/HCI
50 mM Trizma Base, 150 mM NaCl

Losung fiir die Peroxidase-Glucoseoxidase-Darstellung
60 mg NH,CI, 0,05 M NiSO,, 10% Glucoselosung (w/v), 75 mg DAB, 1,2 mg

Glucoseoxidase in 150 ml PB
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Losungen fiir die Darstellung der alkalischen Phosphatase

Losung 1: 4% NaNO, in ddH,0, 7,5 ml; Losung 2: 5 g Neufuchsin in 100 ml 2 N HCl;
Losung 3: 10 mM Tris, 300mM NaCl, pH 8,24, + 60 mg Levamisol; Losung 4: 20-30
mg Naphthol-AS-Biphosphat in 750 ul DMF abs..

Eindeckmedien
DePeX

tTM

Crystal Moun (Biomeda Corp.)

Clarion™ permanent mounting media (Biomeda Corp.)

10.5 Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie

Aus Frischblut isolierte neutrophile Granulocyten wurden nach Inkubation mit
biotinylierten Typ-1-Fimbrien in der konfokalen Laser-Scanning Mikroskopie
untersucht. Die Aufnahmen wurden an einem konfokalen Zeiss Laser-Scanning
Mikroskop (Zeiss LSM 410 invert) mit einem Olimmersionsobjektiv (40 x 1,3)
erstellt. Die Aufnahmen wurden mit Hilfe der installierten Zeiss CLSM-Software
digitalisiert, elektronisch mit verschiedenen Zoomfaktoren (1-4) vergrofert und mit

Adobe Photoshop™ und Power Point bearbeitet.

Die Granulocyten und Typ-1-Fimbrien wurden wie in 1.1 und 17 beschrieben isoliert.
Fiir Zeitintervalle von 1, 5, 10, 20, 30 und 40 min. wurden jeweils 1 x 10°
Granulocyten (in PBS mit je ImM CaCl,, MgCl,, MnCl,, pH 7,4) mit 10ug
biotinylierten Typ-1-Fimbrien bei 37°C unter stetem Schiitteln inkubiert. Nach Zugabe
von je 2 ml eisgekiihltem PBS wurden die Zellen bei 2.500 Upm (Hettich-Zentrifuge,
4°C, 10 min.) pelletiert und in je 200 1l PBS aufgenommen und resuspendiert. Zur
Immunfarbung wurden die Zellen auf Superfrost-Objekttrigern verstrichen und bei
37°C getrocknet. Anschlieend wurde eine immuncytochemische Doppelfirbung zum

Nachweis von CEACAMI1 und biotinylierten Typ-1-Fimbrien durchgefiihrt:

Die Zellen wurden kurz in PBS gespiilt und anschlieBend fiir 10 min. bei
Raumtemperatur in 4% Paraformaldehyd/PBS fixiert. Nach dreimaligem Waschen in

PBS (je 5 min.) wurden die Pridparate in TBS/FBS/BSA blockiert und fiir 1 h mit dem
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anti-CEACAMI1-Antikorper 4D1/C2 (20ug/ml) inkubiert. Die Objekttriger wurden
drei Mal fiir je 5 min. in PBS gewaschen und erneut in TBS/FBS/BSA blockiert. Nach
Spiilen in PBS wurde der FITC (Fluoresceinisothiocyanat)-markierte anti-Maus
Antikorper (Dianova) fiir 30 min. aufgetragen (1:50 in PBS); nach Waschen w.o.
erfolgte die Inkubation mit Streptavidin-markiertem LRSC (LRSC=Lissamin"™-
Rhodamin B-Sulfonylchlorid; Dianova; 1:50; in PBS). Nach erneutem Waschen

wurden die Zellen mikroskopiert.

Losungen:

Fixierungslosung

4% Paraformaldehyd (w/v) in PBS

Blockierungslosung

20%FBS, 12% BSA in TBS,pH 7,2

10.6 Elektronenmikroskopie

Aus Frischblut isolierte Granulocyten wurden zu Aliquots von 2x10° Zellen/ml in PBS
mit je 1| mM CaCl, und MgCl, in 15 ml Greiner-Réhrchen vorgelegt. Nach Zugabe von
je 12,5 ug Typ-1-Fimbrien aus E. coli wurden die Zellen 1, 5, 10, 20, 30 und 40 min.
inkubiert. Zur Fixierung wurden die Zellen in 3%igem Glutardialdehyd in 0,1 M
Phosphatpuffer (PB) fiir 2 h bei Raumtemperatur inkubiert. Das Glutardialdehyd
wurde in 0,1 M PB/0,1 M Saccharose ausgewaschen. Die Zellen wurden zwei Mal in
PB/Saccharosepuffer gewaschen. Nach Pelletieren in der Eppendorfzentrifuge wurden
die Zellen in PB aufgenommen und 1:1 mit 4%igem Agar (Agar noble, Difco) versetzt
und sofort in der Eppendorfzentrifuge in ein Agarkissen hineinzentrifugiert. Die
Granulocytenpellets wurden nach Fixation in 1%igem Osmiumtetroxid in Saccharose-
PB-Puffer in einer aufsteigenden Alkoholreihe (Alkohole unvergillt) dehydriert und
tiber das Intermedium Propylenoxid in Glycidether (Epon812; Serva) nach der
Methode von Luft, 1961, eingebettet. Nach Anfertigung von Semidiinnschnitten mit

einem Leica Ultracut Mikrotom wurden die Schnitte in 1%igem Toluidinblau in
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1%Natriumtetraborat und 1% Pyrroninrot (3:2) bei 60°C gefidrbt und unter dem

Mikroskop begutachtet.

Nach Aufsuchen geeigneter Areale wurden Ultradiinnschnitte von 60 nm angefertigt.
Die Kontrastierung zur Elektronenmikroskopie erfolgte nach Reynolds mit wilrigem

oder alkoholischem Uranylacetat (Reynolds, 1963).

Die Aufnahmen wurden mit einem Philips-Elektronenmikroskop (CM100) angefertigt.
Die Bilder wurden auf AGFA Fotopapier abgezogen (AGFA Spezial BS 310RC glossy

grade special).

Losungen:

3% Glutardialdehyd in PB
3% Glutardialdehyd (w/v) in 0,1 M PB-Puffer

Saccharose-PB-Puffer
0,1 M PB, 0,1 M Saccharose

4% Agar in 0,1 PB
4% Agar (w/v) in PB

1% 0OsO, in PB
2% OsO, (w/v in Wasser), Saccharose-PB-Puffer (1:1)

Toluidin-Blau/Pyronin-Rot-Firbelosung
Losung 1: 1% Toluidin Blau (w/v; Chroma) in 1% Dinatrium-Tetraborat-Decahydrat
(w/v); Losung 2: 1% Pyronin G (w/v); beide Losungen vor Gebrauch im Verhiltnis 3:2

mischen

Uranylacetat

1% Uranylacetat (w/v)
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Bleicitrat

1% Bleicitrat (w/v)

Zellbiologische Methoden

11 Bestimmung von Zellzahlen in einer Neubauer-Zihlkammer

Fiir die Bestimmung der Zelltiter wurde eine Zdhlkammer nach Neubauer eingesetzt.
In PBS verdiinnte Zellsuspensionen wurden auf den Objekttriger pipettiert. Unter dem
Lichtmikroskop wurden in dem groben Raster vier GroB3quadrate ausgezéhlt. Die so
erhaltene Zellzahl wurde mit dem Faktor 10.000 sowie dem entsprechenden
Verdiinnungsfaktor multipliziert; auf diese Weise wurde die Zellzahl/ml festgestellt (4

GroBquadrate = 0.4 mm’; 0.4 mm’ x 2,5 x 1.000 x Verdiinnungsfaktor = Zellzahl/ml).
12 Trypsinieren von adhirenten Zellen

Von einem konfluenten Zellrasen in einer T75-Flasche wurde das Medium vollstindig
abgesaugt. Die Zellen wurden zwei Mal mit PBS gewaschen und anschlieBend mit
5 ml Trypsin/EDTA (0,25%ig, Life Technologies) versetzt. Das Trypsin wurde verteilt
und das Ablosen der Zellen unter dem Lichtmikroskop beobachtet. Die Trypsinierung
wurde durch Zugabe von frischem Zellkulturmedium (mit 10% FBS; zweifaches
Volumen) gestoppt. Die Zellen wurden bei 900 Upm bei Raumtemperatur pelletiert
und mit Zellkulturmedium gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation wurden die Zellen

ausgesit oder in Experimente eingesetzt.

Losungen:

Trypsin/EDTA (Life Technologies)
0,25% Trypsin (w/v), ImM EDTA in HBSS (Hanks” balanced salt solution)
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13 Einfrieren und Auftauen von Zellen

13.1. Einfrieren von Zellen

2x10°Zellen wurden bei 900 Upm pelletiert. Sie wurden in 1 ml Einfriermedium (FBS,
10 % DMSO) resuspendiert und auf Eis gestellt. Danach wurden die Zellen bei —80°C
fiir drei Tage eingefroren und anschlieBend in fliissigem Stickstoff bei —200°C

gelagert.

13.2 Auftauen von Zellen

Durch langsames Schwenken in einem Wasserbad (37°C) wurden die Zellen aufgetaut
und schnell in 10 ml konditioniertes Zellkulturmedium iiberfiihrt. Die Zellen wurden
bei 900 Upm (Sigma-Zentrifuge, Raumtemperatur) pelletiert und wiederholt in 10 ml
Medium gewaschen. Danach wurden sie in entsprechender Dichte ausgesit und bei

37°C im Brutschrank mit 5%CO, kultiviert.

14 Kultivierung von Zellen

14.1 Kultivierung humaner Endothelzellen (HDMEC)

HDMEC (HDMEC=Human dermal microvascular endothelial cells; PromoCell)
wurden in Gelatine-beschichteten Zellkulturschalen in Endothelial Cell Growth
Medium MV (PromoCell) mit 5% FBS mit je 1 U/ml Penicillin/Streptomycin (Life
Technologies) angeziichtet. Die Zellen wurden im Brutschrank bei 37°C, 5%CO,

inkubiert.

14.2 Kultivierung humaner Tumorzellinien HT29 und HT29mdr

Die humanen Coloncarcinomzellinien HT29 und die mit Colchicin behandelte
Variante HT29mdr wurden in McCoy’s modified medium 5A (Life Technologies) 10
% FBS Life Technologies) bei 37°C und 5% CO, in Zellkulturflaschen konfluent

geziichtet. Die Zellinie HT29mdr zeichnet sich durch die Uberexpression des
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"multidrug resistance glycoproteinsl" (mdrl) aus. Diese Eigenschaft kann durch die
Behandlung mit Colchicin induziert werden (McCoy’s modified medium 5A mit 0,15

mg Colchicin/50 ml).

14.3 Kultivierung der Hybridoma-Zellinie T84.1

Die Hybridoma-Zellinie T84.1 wurde in RPMI 1640-Medium mit L-Glutamin (Life
Technologies), Penicillin und Streptomycin (je 1 U/ml; Life Technologies) und 10%
FBS (reduzierter IgG-Gehalt, c(bovine IgG) ca. 2ug/ml; Life Technologies) bei 37°C
und 5%CO, kultiviert.

15 Klonierung der Hybridoma-Zellinie T84.1

Hybridomazellen sind Fusionszellen aus murinen Milzzellen und einer
Myelomzellinie, die nach Fusion in Polyethylenglycol durch Selektionierung
gewonnen wurden (Kohler und Milstein, 1975). Der gewiinschte Klon wird durch
verschiedene immunologische Methoden auf seine Antigenspezifitit (z.B. Western
Blot, ELISA; siehe hierzu die entsprechenden Abschnitte 8 und 6) iiberpriift und

anschliefend in Massenkultur expandiert.

Details der Hybridomazellinie T84.1 sind in der Literatur beschrieben (Wagener et al.,
1983). Diese Zellinie produziert einen murinen IgG1 Antikorper, der gegen CEA,
CEACAMI1, CEACAM3 und CEACAMS gerichtet ist (Wagener et al., 1983;
Neumaier, et al., 1985).

Die Hybridomazellen (Prof. Dr. J. Shively) wurden in Aliquots von 2x10° Zellen/ml
unter stindigem Schwenken bei 37°C im Wasserbad aufgetaut und in 15 ml RPMI-
Medium (RPMI1640, Life Technologies, mit Glutamin, 10%FBS) Fotales Bovines
Serum) resuspendiert. Um abgestorbene Zellen zu entfernen, wurden die lebenden
Zellen bei 900 rpm (Hettich-Zenrifuge) pelletiert und wie zuvor in RPMI-Medium
gewaschen und aufgenommen. Fiir die erste Expansion wurden je ca. 1x10° Zellen in
T75-Zellkulturflaschen (Nunc; 75cm® Oberfldche) ausgesiit und im Brutschrank mit
5% CO, bei 37°C inkubiert. Die Generationsdauer der Population betrug ca. 18-20h.

65



Material und Methoden

Nach Anzucht der Zellen wurden diese in 96-Loch-Platten vereinzelt, indem je 100 ul
einer Zellsuspension (c=3 Zellen/ml) in einen Napf pipettiert wurden. Statistisch
enthielt jeder 3. Napf eine Zelle. Die Zellen wurden klonal zu Kolonien unter den
obengenannten Bedingungen expandiert. Durch einen ELISA (siehe hierzu Abschnitt
6.1) wurde die Antikorperproduktion der einzelnen Klone kontrolliert. Die
Immunoreaktivitdt und Spezifitit des Antikdrpers wurde gegeniiber Granulocyten-

rohextrakten im Western Blot (Abschnitt 8) untersucht.

16 Produktion des mAb T84.1 im Hohlfaser-Bioreaktor-System (Hollow Fibre)

Fiir die Antikorperproduktion im GrofmaBstab wurde nach Bestimmung der
Antikorperkonzentration im Sandwich-ELISA der bestproduzierende Klon ausgewéhlt
und expandiert. Hierfiir erfolgte die Adaptierung an RPMI11640-Medium mit 10 %
FBS (Life Technologies, reduzierter IgG-Gehalt), das einen erhohten Glucosegehalt
aufwies (Endkonzentration 4,5g/1), und in dem Glutamin zusétzlich in Form eines
Dipeptides supplementiert wurde (GlutaMAX™-II, L-Glycyl-L-Glutamin; Endkonzen-

tration L-Glutamin gesamt: 4 mM).

Die GroBkultur wurde in einem Cell-Pharm-System (In vitro-Systems) vorgenommen,
in dem die Zellen in einem Bioreaktor semi-adhédrent an pordosen Mikro-Hohlfasern
entlang wuchsen, der iiber einen Kreislauf mit einem temperierten Medium- und
Gasreservoir verbunden war. Fiir die Kultivierung der Zellen in dem Hohlfaserreaktor
stand somit eine Oberflidche von ca. 17 m* (19ft>) zur Verfiigung. Die Versorgung mit
Nihrstoffen erfolgte durch die Poren in den Fasern, die mit einem
AusschluBdurchmesser von 30 kD zwar den Durchtritt von Nahrstoffen aus dem
Medium erlaubten, jedoch Serumkomponenten und die von den Zellen produzierten
Antikorper zuriickhielten. Es wurde ein dreitigiger Vorlauf unter Kulturbedingungen
durchgefiihrt, um die Sterilitit des Systems zu iiberpriifen. AnschlieBend wurden
einmalig 5x10° Zellen in den Reaktor eingesetzt. Die Mediumrezirkulationsrate im
Reaktor wurde fiir die ersten 5 Tage auf 50 ml/min eingestellt, um das Anheften der
Zellen zu erleichtern; spiter wurde die Rezirkulation des Mediums auf 300 ml/min
gesteigert und nach Bedarf weiter bis auf 450 ml/min erhoht. Der Verbrauch des

Mediums betrug zu Anfang des Laufes ca. 2 1/Tag. Er wurde entsprechend des
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Wachstumsverhaltens der Zellen und des Bedarfs ebenfalls erhoht. Der

durchschnittliche Mediumverbrauch belief sich auf 4,5 1/Tag.

Die Kultivierung erfolgte in dem beschriebenen Medium mit einem CO,-Gehalt von
5% und bei 37°C. Der Stoffwechsel der Zellen im Bioreaktor wurde regelméBig in
einem BGA-Gerit (Blutgas-Analyse-Gerét) iliberpriift (iiberpriifte Parameter: O,-
Sattigung, CO,-Sittigung, Glucose- und Lactatkonzentration, pH-Wert). Auf diese
Weise konnte die tigliche Fiitterungsrate sowie der CO,-Verbrauch adaptiert werden.
FBS wurde alle 2 Tage nach Erreichen der logarithmischen Wachstumsphase in einer

Endkonzentration von 10% zugefiittert.

Die Antikorperproduktion wurde mit einem Sandwich-ELISA iiberpriift (siehe
Abschnitt 6.1).

17 Isolierung vitaler humaner Granulocyten aus Spenderblut

Alle verwendeten Losungen wurden vor Gebrauch durch Autoklavieren oder
Sterilfiltrieren (0,2 gm Spritzenvorsatzfilter, Corning Costar) sterilisiert. Zum
Ansetzen der Losungen wurde steriles Wasser verwendet. Es wurden sterile Pipetten,

Zentrifugenrohrchen und Glasgerite benutzt.

30 ml Frischblut (abgenommen in Na’K*-EDTA-Ro6hrchen, S-Monovetten, Sarstedt)
wurden im Verhiltnis von 5:1 mit 3,8%igem Natriumcitrat gemischt, um die
Gerinnung zu verhindern. 3/8 des Volumens wurden an 37° C warmem PBS
zugegeben (Blut/Natriumcitrat/PBS 4+1+3). Zur Auftrennung der Zellpopulationen im
Ficollgradienten wurden je 17 ml auf 8 ml Ficoll-Paque (Pharmacia) geschichtet
(Boyum, 1968). Nach 40miniitiger Zentrifugation bei 1.500 Upm bei 20°C mit 120
sec. Anlaufzeit und ohne Bremse (Hettich Rotixa Zentrifuge) wurde der Uberstand, der
Monozyten und das Serum enthielt, bis auf 3mm iiber dem Erythrocytensediment
abgenommen und verworfen. Die Granulocytenpopulation wurde von dem
Erythrocytensediment durch Absaugen mit einer sterilen Stabpipette abgenommen und
in einen hohen 100 ml MefBzylinder gegeben. Der Mefizylinder wurde mit 1%iger
PVA-Losung (PVA = Polyvinylalkohol; in 0,9 %iger NaCl-Losung) auf ca. 55 ml
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aufgefiillt und die Zellen wurden griindlich resuspendiert. Zur Abtrennung der
Erythrocyten von den Granulocyten durch Sedimentation wurde die Suspension fiir 30
min. bei Raumtemperatur inkubiert. Der Uberstand wurde in 50 ml Greiner-Réhrchen
tiberfiihrt und bei 20°C fiir 20 min. bei 1.000 Upm, ohne Anlaufzeit und Bremse
(Hettich Rotixa-Zentrifuge) zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen; das Pellet
wurde zur Lyse der restlichen Erythrocyten in 1 ml destilliertem Wasser aufgenommen
und schnell resuspendiert. Nach Zugabe von 4 ml Wasser wurde das Rohrchen fiir
genau 45 sec. geschwenkt. Zur Wiederherstellung der Osmolaritit wurden 5 ml auf

37°C erwiarmtes zweifach konzentriertes PBS zugegeben (Brandt et al., 1991).

Die Zellzahl wurde nach Verdiinnung eines Aliquots (Verdiinnung ca. 1:50) in einer
Neubauer-Zihlkammer bestimmt. Die Uberpriifung der Vitalitiit erfolgte nach
Anfirben der Zellen mit Trypanblau-Losung; nur tote Zellen nehmen den Farbstoff
auf, so daf durch Auszihlen in der Neubauer-Kammer der prozentuale Anteil lebender

Zellen bestimmt werden kann.

Die Zellzahl wurde mit PBS auf einen Titer von 2x10’ Zellen/ml eingestellt. Bis zur

weiteren Verwendung wurden die Zellen auf Eis gelagert.

Losungen:

PBS nach Dulbecco, einfach und zweifach konzentriert, pH 7,2

Trypanblau
0,4% Trypanblau (w/v)

Citrat

3.8 % Trinatriumcitrat-dihydrat (w/v)

1% PVA
0,9% NaCl, 1% PVA
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18 Chemotaxe-Assay zur Analyse des Migrationsverhaltens von Endothelzellen

(HDMEC)

In der Angiogenese (GefidBneubildung) ist Wanderung von Zellen ein essentieller
Schritt, die durch verschiedene Angiogenese-Aktivatoren ausgelost werden kann. Die
chemotaktische Reaktion der Endothelzellen auf verschiedene aktivierende oder
inhibierende Faktoren kann in vitro in Boyden-Kammern untersucht werden (Schmidt

et al., 1998; Ergiin et al., 1999).

Hierzu wurden in die unteren Nipfe einer 96-Loch-Boyden Kammer (Neuroprobe)
unterschiedliche Konzentrationen der Testsubstanzen (VEGF, CEACAMI1, sowie die
Antikorper 4D1/C2 und 2HS5) einzeln oder zusammen in verschiedenen
Kombinationen pipettiert. Die Népfe wurden mit einem Filter (8 ym Porengréf3e,
Nucleopore filter) bedeckt, der zuvor iiber Nacht mit Vitrogen 100 (Collagen Corp.)
getrinkt worden war. Die Endothelzellen (HDMEC) wurden in je 50 ul serumfreiem
Medium (Endothelial Cell Growth Medium MV, Promocell), 0,1 % BSA,
aufgenommen und auf die Filter gesetzt. Nach Inkubation von 5-6 h bei 37°C wurde
die Zahl der durch die Filter gewanderten Zellen nach Fiarbung mit Diff Quick (Dade)

lichtmikroskopisch bestimmt.

Molekularbiologische Methoden

19 Polymerasekettenreaktion (PCR)

In der PCR konnen definierte DNA-Abschnitte einer Matrizen-DNA effektiv und
sensitiv amplifiziert werden. Das zu amplifizierende Fragment wird durch
sequenzspezifische Oligonucleotide (Starter-Molekiile oder Primer) fiir die DNA-
Polymerase festgelegt, die die Einzelstringe jeweils in 5°-3"-Richtung verlidngert. In
der PCR werden thermostabile Polymerasen eingesetzt, die ihr Temperaturoptimum
bei 72°C haben (Taq,-Tth-, Pfu, Vent-Polymerase) (Saiki et al., 1988; Chien et al.,
1976; Mullis und Falcoona, 1987). Die Matrizen-DNA wird bei 95°C zu
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Einzelstringen denaturiert. AnschlieBend hybridisieren die Primer im Bereich ihrer
entsprechenden Schmelztemperatur mit der denaturierten Matrize ("Annealing") auf
dem codogenen und dem nichttranskribierten Strang. Die Polymerase verldngert beide
Stridnge in 3’Richtung. Der zwischen den Primern liegende Abschnitt wird hierbei
amplifiziert. Der Zyklus aus Denaturierung der Matrize, Hybridisierung mit den
Primern und Extension des Zielfragmentes wird ca. 30 mal wiederholt. Am Ende folgt
ein finaler Extensionsschritt von 10 min., um unvollstindige PCR-Fragmente zum

vollstindigen Amplifikat zu polymerisieren.

Fiir eine grotmogliche Spezifitidt der Amplifizierung von DNA-Fragmenten ist u.a.
die Hybridisierungstemperatur der Primer entscheidend. Zur Abschitzung der

optimalen Annealingtemperatur wurde folgende Formel verwendet:

Tm=4x (G+C) + 2 x (A+T)

Fiir jedes GC-Paar wird hierbei eine Schmelztemperatur von 4°C angenommen, fiir
jedes A/T-Paar eine Schmelztemperatur von 2°C. Lag die errechnete Annealing-
Temperatur oberhalb von 65°C, wurden 65°C als Anlagerungstemperatur gewéhlt, um

noch eine effiziente Verldngerung zu erreichen.

20 Synthese von Primern fiir die PCR

Die Primer fir CEACAMI1-cyt 3"'UTR sowie fiir die a-2,3-Sialyltransferase wurden
an einem Pharmacia-Synthesizer nach der Phosphoramiditmethode hergestellt und

anschliefend liber Chromatographie aufgereinigt.

21.1 Herstellung einer CEACAM1-spezifischen Sonde fiir die Hybridisierung im
Northern Blot

Fiir die Hybridisierung im Northern Blot wurde durch PCR eine Sonde fiir humanes
CEACAMI1 aus CEACAMI1 cDNA hergestellt (Dr. Peter Nollau; Gen-Datenbank-
Zugangs-Nr. D12502, X16354). Die Sonde codiert fiir einen 258 bp grofen Bereich in

70



Material und Methoden

der 3 untranslatierten Region im CEACAM1-Gen (Frangsmyr et al., 1995; Barnett et
al., 1989).

Fiir die PCR wurde die Tag® Polymerase (Perkin Elmer) sowie die hierzu
supplementierten Reaktionspuffer verwendet. Sie liegt inaktiv vor und kann durch

einen HeiB3-Start (Hot Start) in der PCR durch Hitzedenaturierung aktiviert werden.

Reaktionsansatz:

Reagenz Volumen
10fach konzentrierter PCR-Puffer|5 ul
(Perkin Elmer)

2,0 mM dNTPs Spul

25 mM MgCl, 3ul

5 Primer 20 pmol 1 pul

3" Primer 20 pmol 1 ml
Polymerase (Taq®" ;5U/ul) 0,5ul
Matrizen-DNA 1l
Wasser ad 50 ul 33,5 ul
Gesamtvolumen 50 ul

Tabelle 6. Pipettierschema fiir die PCR zur Amplifizierung der 3"UTR von CEACAM1.

Der Reaktionsansatz wurde mit 2 Tropfen (ca. 50 ul) Mineraldl iiberschichtet. Die
Reaktion wurde in einem Biozym Minicycler mit dem folgenden Programm
durchgefiihrt (Tabelle 7).

Vorgang Temperatur Dauer
(1) initiales Denaturieren 95°C 10 min.
(2) Denaturieren 95°C 1 min.
(3) Anlagerung der Starter-Molekiile |55°C 1 min.
(4) Elongation 72°C 1 min.
(5)finale Elongation 72°C 10 min.

Tabelle 7. Programm zur Amplifizierung der 3"UTR von CEACAM1 durch PCR.

Es wurden 35 Zyklen (Schritte (2)-(5)) durchgefiihrt.

Primer:
5" Primer: 5'AGGG GT GGG GAC AGA AACA A3
3’Primer: 5°CTC ATT CCT TCC CAC CCC CA3Z3”
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21.2 Herstellung einer DNA-Sonde fiir die humane o-2,3-Sialyltransferase durch
PCR

Nach Sasaki et al. wurde durch PCR eine DNA-Sonde fiir die a-2,3-Sialyltransferase
(Gen-Datenbank-Zugangs-Nr. X74570) hergestellt. Als Matrizen-DNA wurde cDNA

aus einer Leukocytenbibliothek (Dr. P. Nollau) verwendet (Sasaki et al., 1994).

Das Amplifikat ist ein 0,9 kb grofles Fragment, das die C-terminale Region der a-2,3-
Sialyltransferase ((E.C. 2.4.99.6) CMP-N-acetylneuraminate:N-acetlyllactosaminide
a2 ,3-sialylransferase; (Gal-B13(4)GlcNAc-a2,3-sialyltransferase; ST4) beinhaltet
(Aminosduren 31-329). Die hier beschriebene Sialyltransferase ist in vitro an der

Synthese von Sialyl-Lewis*-Gruppen beteiligt (Sasaki et al., 1994).

Reaktionsansatz:

Reagenz Volumen
10fach konzentrierter PCR-Puffer Sul
2,0 mM dNTPs Sul

25 mM MgC(Cl, 3ul

5" Primer, 20 pmol 1 pul

3" Primer, 20 pmol 1 pul
Polymerase 0,51l
Matrizen-DNA 1l
Wasser ad 50 pl 33,5 ul
Gesamtvolumen 50 ul

Tabelle 8. Pipettierschema zur Herstellung eines Fragmentes der o-2,3-Sialyltransferase durch

PCR.

Der Reaktionsansatz wurde mit 2 Tropfen (ca. 50 ul) Mineraldl iiberschichtet. Die
Reaktion wurde in einem Biozym Minicycler durchgefiihrt. In der Negativkontrolle
wurde die Matrizen-DNA weggelassen. In Tabelle 9 ist das PCR-Programm fiir die

Amplifizierung des Zielfragments beschrieben.
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Vorgang Temperatur Dauer
(1) initiales Denaturieren 95°C 10 min.
(2) Denaturieren 95°C 1 min.
(3) Anlagerung der Primer 65°C 1 min.
(4) Elongation 72°C 1 min.
(5) finale Elongation 72°C 10 min.

Tabelle 9. PCR-Programm fiir die Amplifikation eines Fragmentes der o-2,3-Sialyltransferase.

Insgesamt wurden 30 Zyklen (Schritt (2)-(5)) durchgefiihrt.

Primer:
5 Primer: S’ GTTTTATTTTCCCATCCCAGAGAAGAAGGAG3”
3’Primer : 5’ AGGTCAGAAGGACGTGAGGTTCTT3”

21.3 Verwendung der cDNA fiir humanes 3-Actin als Kontrollsonde in Northern

Blots

Die vollstindige humane f-Actin cDNA (1,8 kb; Zugangs-Nummern in der Gen-
Datenbank: M10278; X00351) wurde von der Firma Clonetech bezogen. Sie diente bei
der Hybridisierung von Northern Blots als Kontrollsonde, um den gleichméBigen

Transfer der RNA auf die Nylonmembran zu iiberpriifen.

25 ng der -Actin cDNA wurden zur radioaktiven Markierung eingesetzt.

22 Agarosegelelektrophorese zur Auftrennung von DNA und RNA

22.1 Gelelektrophorese von doppelstringiger DNA

Die Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte in einem horizontalen Agarosegel.
Wie auch im Polyacrylamidgel zur Auftrennung von Proteinen gibt es in Agarosegelen
eine lineare Abhiédngigkeit zwischen der Grofe der Molekiile und der

Wanderungsdistanz im Gel. (Verhiltnis des Logarithmus (log,,) der Lidnge des

linearen, doppelstringigen Fragmentes und der Wanderungsdistanz; siche Tabelle 10).
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Agarosekonzentration (in % w/v) Optimaler Auftrennungsbereich
linearer, doppelstringiger DNA-
Fragmente (in kb)
0,3 5-60
0,6 1-20
0,7 0,8-10
09 0,5-7
1,2 04-6
1,5 0,2-3
20 0,1-2

Tabelle 10. Ubersicht zur Verwendung von verschieden konzentrierten Agarosegelen

zur Auftrennung von DNA.

Die entsprechende Menge Agarose wurde in TAE-Puffer durch Aufkochen in der
Mikrowelle aufgelost. Vor dem GieBlen des Gels wurde Ethidiumbromidlésung
(5ul/100 ml Gel) zugesetzt. Das Gel wurde in den Gelschlitten gegossen und
vollstindig auspolymerisiert. Die Proben wurden mit zehnfach konzentriertem DNA-
Ladungspuffer versetzt und direkt auf das Gel geladen. Als GréBenstandard wurde eine

100bp-Leiter eingesetzt (Life Technologies; 100-1500 bp, in 100 bp-Schritten).

Die Elektrophorese wurde bei konstanter Spannung (70V) durchgefiihrt. Als
Elektrophoresepuffer wurde TAE-Puffer verwendet. Zur Dokumentation wurde das

Gel auf dem UV-Illuminator fotografiert.

22.2 Agarosegelelektrophorese von RNA

Agarosegele unter den obengenannten Bedingungen lassen sich ebenfalls zur
GroBenauftrennung von RNA verwenden. Die Auftrennung in einem nativen
Agarosegel wie oben fiir DNA beschrieben 146t sich jedoch nur zur Qualitédtskontrolle
priaparierter RNA verwenden, da RNA iiber Wasserstoffbriickenbindungen multiple
Sekundirstrukturen ausbilden kann, die das Laufverhalten verdndern. Vor dem

Northern Blot wurde daher ein denaturierendes Formaldehydgel verwendet (siehe
Abschnitt 27.1).
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Losungen:

TAE-Puffer, 50fach konzentriert
242 g Trizma Base, 57,1 ml Eisessig, 100 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0)

DNA-Ladungspuffer, Sfach konzentriert
30% Glycerin (v/v), 50 mM EDTA, 0,001% Bromphenolblau (w/v)

23 Aufreinigung von PCR-Produkten aus Agarosegelen

Zur Aufreinigung von PCR-Produkten aus Agarosegelen wurden Glasmilchsidulen
(GlassMAX™ DNA Isolation Spin Cartidge System) und die hierzu supplementierten
Puffer der Firma Life Technologies benutzt. Nach dem Prinzip eines Anionen-
austauschers binden Silicate DNA in Gegenwart hoher Salzkonzentrationen. Die DNA
kann nach dem Waschen mit TE-Puffer oder Wasser von der Glasmatrix eluiert
werden. Soweit es nicht anders erwéhnt ist, wurden die folgenden Arbeitsschritte bei

Raumtemperatur durchgefiihrt.

Nach Agarosegelelektrophorese wurde das entsprechende DNA-Fragment auf dem
UV-Illuminator aus dem Gel ausgeschnitten. Pro 0,1 g Gelmaterial wurden 450 ul
Natriumiodid (Bindungslosung) zugegeben. Die Agarose wurde bei 50°C
geschmolzen. Die Losung wurde auf eine Glasmilchsédule aufgetragen und fiir 20 sec.
bei 13.000 Upm in einem Eppendorf-Reaktionsgefill zentrifugiert. Der Durchlauf
wurde verworfen. Danach wurde die Sédule drei Mal mit 0,4 ml Waschpuffer
gewaschen und w.o. zentrifugiert. Nach dem letzten Waschschritt wurde die Séule fiir
I min. bei 13.000 Upm trockenzentrifugiert. Mit 50 pl auf 65°C vorgewédrmtem TE-
Puffer (pH 8,0) wurde die DNA in ein frisches Reaktionsgefid3 durch Zentrifugation
(Eppendorfzentrifuge, 13.000 Upm, 20 sec.) eluiert. Zur Optimierung der Ausbeute
wurde dieser Schritt wiederholt. Die Ausbeute wurde photometrisch bei 260 nm

bestimmt und die DNA wurde bei -20°C gelagert.
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Losungen:

Natriumiodid (Bindungslosung)

6 M Nal-Losung in Wasser

Waschpuffer
Nach Angaben des Herstellers wurden 4 ml des Waschpufferkonzentrates mit 71 ml
Wasser und 85 ml 100%igem Ethanol zu einer Gebrauchslosung ergénzt. Der

Waschpuffer wurde bei 4 °C gelagert.

TE-Puffer
10 mM Tris/HCl, pH 7,4, 1 mM EDTA, pH 8,0

24 Sequenzierung von PCR-Produkten nach Sanger

Die zu charakterisierenden PCR Produkte wurden nach Agarosegelelektrophorese iiber
Glasmilch-Sédulen aufgereinigt (s.0.). Die Ausbeute wurde photometrisch bei 260 nm

bestimmt (s. Abschnitt 26).

Zur Sequenzierung nach Sanger wurden die DNA-Fragmente in einer PCR mit
Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelten Nucleotiden markiert. Der Einbau der markierten
Didesoxynucleotide wihrend der Elongation fiihrt zum Kettenabbruch (Sanger et al.,
1977). Statistisch lassen sich die Bedingungen so wihlen, dal Fragmente entstehen,
die sich in ihrer Lénge jeweils um ein Nucleotid unterscheiden. In einem
Polyacrylamidgel konnen sie entsprechend ihrer GroBe aufgetrennt werden. Wihrend
der elektrophoretischen Auftrennung werden die markierten Nucleotide durch einen

Laser angeregt und vermessen.

Fiir den Einbau Fluoreszenzfarbstoff-markierter Nucleotide wurde das Cycle-
Sequencing BigDye Kit™ der Firma Perkin Elmer verwendet. Nach Angaben des

Herstellers wurde folgender Ansatz gewéhlt (Tabellen 11 und 12):
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Reagenz Volumen

4 pl Terminator Reaction Mix 4 ul

4 pl Ergidnzungslosung 4 ul

Matrizen-DNA in TE-Puffer x pl (ca. 200 ng PCR-Produkt)
Primer* 1 ul (15 pmol)

Wasser ad 20 ul y ul

Gesamtvolumen 20 ul

Tabelle 11. Pipettierschema fiir eine PCR zur Sequenzierung von PCR-Produkten.

(*Je nachdem, ob vom 5°Ende oder vom 3"Ende des PCR-Produktes sequenziert
werden sollte, wurde der Primer fiir die Hybridisierung mit dem codogenen oder

nichttranslatierten Strang verwendet).

PCR-Programm:

Vorgang Temperatur Dauer
(1) initiales Denaturieren 95°C 5 min.
(2) Denaturieren 95°C 10 sec.
(3) Anlagerung der Primer 50°C 15 sec.
(4) Elongation 60°C 1 min.
(5) finale Elongation 60°C 4 min.

Tabelle 12. PCR-Protokoll fiir den Einbau Fluoreszenz-markierter Didesoxynucleotide in die

Matrizen-DNA.

Von den Schritten 2-5 wurden 25 Cyclen durchgefiihrt.

25 Préparation von Gesamt-RNA aus Geweben und Zellen

Alle verwendeten Gerite und Reagenzien wurden vor Gebrauch sterilisiert. Die

Losungsmittel besallen entsprechende Reinheit fiir molekularbiologische Zwecke.

Gesamt-RNA aus Geweben und Zellen wurde nach Angaben des Herstellers mit
Trizol™-Reagenz (Life Technologies) nach dem Prinzip der Phenol-Chloroform-
Extraktion aufgereinigt. Zusitzlich wurde die durch die Trizol-Methode erhaltene

RNA einer Lithiumchloridfidllung unterzogen.
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25.1 RNA-Gewinnung aus Gewebe

Fiir den GewebeaufschluBl wurden die Gewebestiicke direkt nach der Operation in
fliissigen Stickstoff eingefroren und unmittelbar vor der Aufarbeitung in einem mit

fliissigen Stickstoff gekiihlten Morser zu einem feinen Pulver zermahlen.

25.2 RNA-Gewinnung aus Zellen

Bei der Isolierung von RNA aus Zellen wurde der konfluent gewachsene Zellrasen

zundchst mit PBS gespiilt und anschlieBend direkt mit Trizol behandelt.

Pro 50 mg Gewebe bzw. 1x10° Zellen wurden jeweils 800 ul Trizol eingesetzt. Nach
Zugabe von 1 ul Glycogen (Roche) und 5 min. Inkubation bei Raumtemperatur wurden
160 ul Chloroform dazugegeben. Die Proben wurden gevortext und nach 3 min.
Inkubation bei Raumtemperatur fiir 15 min. zentrifugiert (Sorvall RC5C, SS34-Rotor,
10.000 Upm, 4°C). Die obere Phase wurde in ein neues Eppendorf-Tube iiberfiihrt und
mit 400 pl Isopropanol versetzt. Nach 10 min. Inkubation bei Raumtemperatur wurde
erneut w.o. fiir 10 min. zentrifugiert und das erhaltene Pellet in 1,0 ml kaltem 70%igen
Ethanol gewaschen. Nach 5 min. Zentrifugation in der Eppendorfzentrifuge (7.500
Upm, 4°C) wurde das RNA-Pellet in 500 ul 4 M Lithiumchlorid resuspendiert und
gevortext. Die Proben wurden fiir 10 min. zentrifugiert (Eppendorfzentrifuge, 6.000
Upm, RT). Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 200 ul TE/1%SDS
resuspendiert. Nach Zugabe von 200 pl Chloroform wurden die Proben gevortext und
erneut fiir 10 min. zentrifugiert (Eppendorfzentrifuge, 6.000 Upm, RT). Der Uberstand
wurde zur Fillung der RNA mit 13 pl 3 M Essigsdure (pH 5,2) und 200 ul Isopropanol
versetzt und fiir 10 min. bei RT stehen gelassen. Nach Pelletieren der RNA
(Eppendorfzentrifuge, 15 min., 10.000 Upm, RT) wurde der Uberstand vollstindig
abgenommen und das Pellet an der Luft getrocknet. Es wurde in 50 1 TE-Puffer (pH

8,0) aufgenommen, resuspendiert und bei -80°C gelagert.

Die RNA-Ausbeute wurde photometrisch bei 260 nm gemessen. Die Qualitdt der RNA

wurde nach Gelelektrophorese in einem 1,5 %igen Agarosegel begutachtet.
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26 DNA- und RNA-Quantifizierung in der Photometrie

Zur Quantifizierung von RNA und DNA wurden die Proben mit Wasser verdiinnt und
im Photometer bei 260 und 280 nm vermessen. Der Leerwert wurde gegen Wasser
geeicht. Bei 260 nm kann die Konzentration der Nukleinsduren ermittelt werden, da
hier Nucleotide ihr Absorptionsmaximum haben; die Extinktion bei 280 nm entspricht
dem Absorptionsmaximum von Proteinen und gibt Aufschluf} iiber die Stdrke der
Kontamination der priparierten Nukleinsduren durch Proteine. Eine reine DNA-
Losung besitzt einen OD,q,/OD,q,-Wert von 1,8, eine reine RNA-Losung einen Wert

(OD,4/OD,g,) von 2,0 (Maniatis und Sambrook, 1989).

1 OD,, entspricht 50ug/ml doppelstringiger DNA und 40 ug/ml einzelstrangiger
RNA.

Die Konzentration an Nucleinsiduren 148t sich nach der Formel

c[pug/ml]= OD,,, x Vx F

mit OD,¢,=gemessener OD-Wert, V=Verdiinnungsfaktor, und F=Multiplikationsfaktor
(50 fiir dsDNA, 40 fiir RNA, 37 fiir ssDNA) berechnen.

27 Kapillartransfer von RNA auf Nylonmembranen (Northern Blot)

Alle Geriite und Puffer wurden vor Beginn der Arbeiten zur Inaktivierung von RNasen
autoklaviert. Das Zubehor fiir die Gelelektrophorese wurde in 0,5 M NaOH

eingeweicht und anschlieend mit sterilem Wasser gespiilt.

Zur Auftrennung der Gesamt-RNA aus Zellen und Geweben wurde ein 1%iges
Agarosegel verwendet, das 1,1% Formaldehyd enthielt. Das Formaldehyd dient zur
Denaturierung der RNA, da es durch Bildung von Schiffschen Basen mit den
Nucleotiden die Bildung von Sekundérstrukturen tiber Wasserstoffbriicken verhindert.
Die RNA kann somit allein aufgrund ihrer Gro3e aufgetrennt werden. Als Laufpuffer
wurde MOPS-Puffer eingesetzt (3-Morpholino-1-propansulfonsidure); der

denaturierende Probenpuffer, der Formamid enthilt, zerstort bereits vorhandene
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Basenpaarungen in der RNA und ermdglicht so die Reaktion mit dem Formaldehyd

zur Schiffschen Base.

27.1 Denaturierendes Formaldehydgel

1g Agarose wurden in 85 ml Wasser in der Mikrowelle aufgeldst und unter Riihren auf
ca. 70°C abgekiihlt. Unter dem Abzug wurden 10 ml 10fach konzentrierter MOPS-
Puffer und 5,4 ml frisches Formaldehyd (37%ig, pH>4) zugegeben und verriihrt. Das
Gel wurde in den Gelschlitten gegossen und vollstindig polymerisiert. In der
Gelkammer wurde das Gel mit 1fachem MOPS-Puffer bedeckt und bei 70V fiir 10

min. dquilibriert.

27.2 Probenvorbereitung

15 ug Gesamt-RNA wurden in der Vakuumzentrifuge vollstdndig eingetrocknet. Die
Pellets wurden in je 20 ul Ladepuffer aufgenommen und gevortext. Zur Denaturierung
wurden die Proben fiir 3 min. auf 95 °C erhitzt und jede Minute durch Vortexen
gemischt. Um eine Renaturierung zu Verhindern, wurden die Proben sofort auf Eis

gestellt und unverziiglich auf das Gel geladen.

27.3 Elektrophorese

Die Elektrophorese wurde iiber 4 h bei 70 V durchgefiihrt, bis die Bromphenol-
blaufront des Ladepuffers ca. 80% der Laufstrecke zuriickgelegt hatte.

Das Gel wurde fiir 10 min. in wésseriger Ethidiumbromidldsung (20 mg/ml) geférbt
und anschlieBend fiir 1 h in Wasser entfirbt. Zur Uberpriifung der Auftrennung und
der Qualitdt der RNA wurde ein Foto mit Mallstab (Lineal, RNA-Grof3enstandard)
angefertigt. Das Gel wurde anschlieend fiir 2 h weiter entfirbt, da Ethidiumbromid
den Transfer auf die Nylonmembran (Genescreen Plus membranes, NEN Life Science

Products) behindert.
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27.4 Northern Blotting

Fiir den Kapillartransfer der RNA aus dem Gel auf eine Nylonmembran wurden in
einer Wanne trockene Papierhandtiicher und Whatman-Filter aufeinander geschichtet.
Auf die trockenen Whatman-Filter wurden zwei Lagen in Transferpuffer zehnfach
konzentrierter SSC-Puffer; (Sodiumchlorine/sodiumcitrate) dquilibrierte Whatman-
Filter gebracht. Darauf wurde die in Wasser und zehnfach konzentriertem SSC-Puffer
getrankte Nylonmembran gelegt und an einer Ecke markiert. Das in Transferpuffer
dquilibrierte Gel wurde luftblasenfrei aufgelegt und mit feuchten Whatman-Filtern
belegt. Auf die Filter wurden zwei in Transferpuffer getrinkte Schwimme gelegt. Der
Aufbau wurde mit einer Folie zugedeckt. Der Transfer erfolgte iiber Nacht bei

Raumtemperatur.

Zu Uberpriifung des Transfers wurde das Gel auf den UV-Illuminator gelegt; die
Nylonmembran wurde zur Fixierung der RNA bei 80°C fiir 2 h im Vakuumofen

gebacken und bis zur Hybridisierung zwischen Filterpapier gelagert.

Losungen:

10fach konzentrierter MOPS-Puffer/NaOH, pH 7,2
0,4 M MOPS (3-Morpholine-1-propansulfonsdure), 0,1 M Natriumcitrat, 6,4 mM
EDTA; nach dem Autoklavieren wurde der Puffer bei 4°C lichtgeschiitzt gelagert.

RNA-Ladepuffer
14,4 ml Formamid (deionisiert), 3,2 ml 10facher MOPS-Puffer, 5,2 ml Formaldehyd
(37%), 3,6 ml Glycerol, mit Wasser auf 30 ml auffiillen und 75 mg Bromphenolblau

zugeben.

10fach konzentrierter SSC-Puffer, pH 7,0
1,5 M Na(Cl, 0,15 M Natriumcitrat-Dihydrat

Ethidiumbromidlosung

Pro 100 ml Wasser wurden 20 mg Ethidiumbromid zugesetzt.
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28 Radioaktive Markierung von DNA-Sonden fiir die Hybridisierung im
Northern Blot

Fiir die radioaktive Markierung der DNA-Sonden wurde das Random Megaprime™
Labelling Kit der Firma Amersham verwendet. Die Vorgehensweise entsprach im

Wesentlichen den Angaben des Herstellers.

25 ng der entsprechenden DNA-Sonde wurden fiir die Hybridisierungen im Northern
Blot eingesetzt. Die DNA wurde in einer Polymerasekettenreaktion radioaktiv mit
vdCTP** markiert (Polymerasekettenreaktion: siche entsprechender Abschnitt). Hierfiir
wurden Zufalls-Hexamere (random primers) als Primer fiir das Klenow-Fragment der
DNA-Polymerase aus E. coli benutzt, die das radioaktiv markierte Nucleotid in die neu

synthetisierte DNA einbaut.

25 ng der iiber Glasmilch gereinigten PCR-Produkte wurden im Markierungsansatz als
Matrizen-DNA benutzt. Die Matrizen-DNA wurde fiir 5 min. bei 95°C denaturiert.
Nach Abkiihlen auf Raumtemperatur wurden der Reaktionspuffer, die Primer-Losung
und das Enzym auf Eis dazu pipettiert. Nach Zugabe des radioaktiv markierten
Nucleotids wurde der Ansatz fiir 45 min. bei 37°C inkubiert (siehe Pipettierschema,
Tabelle 13). Die markierte Sonde wurde in 450 pl TE-Puffer aufgenommen und iiber
eine mit TE-Puffer dquilibrierte Nap-5-Sdule (Pharmacia) aufgereinigt. Der Durchlauf,
der die nicht eingebauten Nucleotide enthielt, wurde verworfen; das Eluat (in 1 ml TE-

Puffer) wurde im Szintillations-Zéhler nach Cerenkov vermessen.

Reagenz Volumen
Matrizen-DNA x pl (entspr. 25 ng)
Primer-LOsung Sul
Reaktionspuffer (5Sfach konzentriert) |10 ul

Enzym (Klenow-Fragment) 2 ul

Wasser ad 50 ul y ul
(dCTP32(DuPont, NEG503Z) 5ul
Gesamtvolumen 50 ul

Tabelle 13. Pipettierschema fiir den Einbau radioaktiv markierter Desoxynucleotide in ¢cDNA-

Sonden durch PCR.
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Fiir die Hybridisierung im Northern Blot wurden jeweils 10°cpm/ml
Hybridisierungspuffer (Rapid Hyb Buffer, Amersham) eingesetzt; die Blots wurden

jeweils in 10 ml Hybridisierungspuffer inkubiert.

29 Radioaktivititsmessungen

32P-markierte DNA-Sonden wurden im P-Kanal eines Packard Tricarb

Szintillationszihlers in 5 ml Szintillationsfliissigkeit (Packard) vermessen.

30 Hybridisierung von Northern Blots mit DNA-Sonden

Die Vorhybridisierung der Membranen wurde fiir alle drei Sonden iiber Nacht in je
10 ml Hybridisierungspuffer (Rapid-Hyb-Buffer, Amersham) bei 65°C im
Hybridisierungsofen durchgefiihrt. Die Hybridisierung mit der entsprechenden
radioaktiv markierten Sonde wurde ebenfalls iiber Nacht bei 65°C in 10 ml
Hybridisierungspuffer vorgenommen. Von jeder Sonde wurden insgesamt 10’ cpm

eingesetzt.

Vor dem Auflegen des Rontgenfilms (HyperfilmTM, Amersham) wurden die Blots

wie folgt gewaschen und anschlieBend exponiert:

CEACAM1 a-2,3- B-Actin
3'UTR Sialyltransferase

Hybridisierungs- 65 °C 65°C 65°C
temperatur
Waschen:
2xSSC/1%SDS 1 x 5 min 1 X 5 min. 1 x 15 min.
42°C
0,1x SSC/1%SDS 1 x 15 min. 1 x 20 min. 1 x 20 min.
50°C
Exposition des Films | 1-3 Tage, -80°C | 1-3 Tage, - 80°C 2 h,RT

Tabelle 14. Zusammenfassung der Hybridisierungs- und Waschprotokolle fiir die cDNA-Sonden
des humanen CEACAM1 (3"'UTR), der a-2,3-Sialyltransferase und p-Actin.

Da nacheinander drei verschiedene Sonden mit der gleichen Nylonmembran

hybridisiert wurden, wurde sie vor jeder neuen Hybridisierung iiber Nacht bei 65°C in
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0,1xSSC/1%SDS-Waschpuffer gewaschen, um die vorhandenen Signale zu entfernen.

Der Vorgang wurde durch Auflegen eines Rontgenfilms (2 Tage, -80°C) tiberpriift.

Losungen:

2xSSC, 1 % SDS (w/v)

0,1xSSC, 1% SDS (w/v)
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Ergebnisse
1 Reinigung und Charakterisierung von Proteinen

Fiir die Experimente in der vorliegenden Arbeit wurden Typ-1-Fimbrien aus E. coll,
die monoklonalen Antikérper 4D1/C2 und T84.1, sowie aufgereinigtes CEACAMI
benétigt. Die Isolierung, Reinigung und Charakterisierung dieser Proteine ist im

Folgenden beschrieben.
1.1 Isolierung und Charakterisierung von Typ-1-Fimbrien aus E. coli

1.1.1 Darstellung der strukturellen Hauptuntereinheit der Typ-1-Fimbrien, dem

FimA-Protein, im Silbergel.

Die Reinheit der isolierten Fimbrien aus E. coli wurde in einem 12,5 %igen Silbergel
tiberpriift. Um die 0,2 -1 ym langen Fibrillen in ihre Untereinheiten zu zerlegen,
wurden die Fimbrien vor dem Auftragen auf das Gel in 0,2 M HCI, pH 1,8, fiir 5 min.
bei 95°C aufgekocht. Die Proben wurden mit einfach konzentriertem Probenpuffer
nach Lidmmli versetzt und in einem 12,5 %igen Polyacrylamidgel aufgetrennt. Das Gel

wurde anschlieBend einer Silberfiarbung unterzogen.

1 2 3
Mw (kD)
66 — w-
45 — ==
31 -
21 -

Abb. 8. Silberfirbung der fimbriellen Proteine aus E. coli. Zu sehen ist in den Bahnen 2 und 3 eine
Bande auf der Hohe von ca. 16-17 kD, die dem Molekulargewicht der strukturellen Hauptuntereinheit
der Typ-1-Fimbrien, dem FimA-Protein, entspricht (Klemm, 1984). In Bahn 1 wurde der
Molekulargewichtsstandard aufgetragen. Das fimbrielle Adhesin, das FimH-Protein (32 kDa), ist nicht

zu detektieren.
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1.1.2 Immunologische Charakterisierung der Typ-1-Fimbrien aus E. coli im
Western Blot

Die immunologische Reaktivitit der Typ-1-Fimbrien wurde im Western Blot nach
Gelektrophorese in einem 12,5 %igen Gel analysiert. Als Detektionsantikorper wurde
ein polyklonales Kaninchen-Antiserum in einer Verdiinnung von 1: 1.000 in PBS
verwendet, das gegen das FimA-Protein gerichtet ist (freundlicherweise zur Verfiigung
gestellt von Jorg Hacker, Wiirzburg). Die Entwicklung der Peroxidase-Aktiviit
erfolgte durch DAB-Fiarbung nach Inkubation (2h, RT, 1: 2.000 in PBS) mit einem
POD-gekoppelten Ziege-anti-Kaninchen-Antikorper.

1 2 3 4
Mw (kD)
97 —
6 —
45 -
il —
2] =
—
14,2—

Abb. 9. Detektion des FimA-Proteins aus gereinigten Typ-1-Fimbrien aus E. coli im Western
Blot. Aufgetragen wurde in Bahn 1 die unverdiinnte Probe und in Bahn 2 die um den Faktor 10
verdiinnte Probe. In den Bahnen 3 und 4 wurden die gleichen Proben aufgetragen; zur Kontrolle
unspezifischer Reaktionen des sekundiren Antikorpers wurde hier das FimA-Antiserum weggelassen.

1.1.3. Agglutinationstest von gereinigten Typ-1-Fimbrien aus E. coli mit Mannan

und lyophilisierter Hefe (S. cerevisiae)

Um die Funktionsfahigkeit der gereinigten Typ-1-Fimbrien, an natiirliche Mannose-
Epitope zu binden, sicherzustellen, wurde ihre Bindung an Hefe-Mannan und intakte
Hefesporen (S. cerevisiae) in einem Agglutinationstest untersucht. Nach Verstreichen
der Fimbrien mit der aufgelosten Hefe/dem Mannan auf Objekttrigern war eine
Agglutination durch Schlierenbildung zu erkennen, die bei geringer werdender
Konzentration der Fimbrien abnahm. Durch Losen der Typ-1-Fimbrien in mannose-
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haltigem Puffer (0,5 M a-D-Methylmannosid in PBS) konnte die Agglutination der
Hefe/des Mannans unterbunden werden.

1.2 Aufreinigung monoklonaler muriner Antikorper aus Hybridomaiiberstinden

1.2.1 Aufreinigung der mAbs 4D1/C2 und T84.1.

Die monoklonalen anti-CEACAMI-Antikorper 4D1/C2 und T84.1 wurden durch
Affinitdtschromatographie durch die Bindung an immobilisiertes Protein A aus
Staphylococcus aureus (SPA) aufgereinigt. Zellkulturiiberstinde der Hybridomakultur
wurden nach Zentrifugation im Verhiltnis 1:1 mit MAPS-Bindungspuffer (Biorad)
versetzt und mit einer FluBrate von 1ml/min iiber eine Protein A-Sidule (Pharmacia, 5
und 50ml Gelbettvolumen) aufgetragen. Es wurde bei einer FluBrate von 1,5 ml/min.
mit dem zehnfachen Sdulenvolumen an Bindungspuffer gewaschen und mit dem
zehnfachen Volumen MAPS-Elutionspuffer eluiert. Die Elutionsfraktionen, die gemal
der steigenden Absorption bei 280 nm Proteine enthielten, wurden gepoolt,
neutralisiert und gegen PBS dialysiert. Die aufgereinigten Antikdrper wurden nach
PAA-Gelelektrophorese in der Silberfirbung und im Western Blot untersucht. Die
Konzentration der Antikdrper wurde im Sandwich-ELISA bestimmt. Exemplarisch ist
die Aufreinigung des mAb 4D1/C2 in der folgenden Abbildung gezeigt:

Abb. 10. Chromatogramm zur Aufreinigung des mAb4D1/C2. Die blaue Linie beschreibt die UV-
Absorption bei 280nm, die rote Linie die Leitfdhigkeit. Auf der Ordinate sind die UV-
Absorptionseinheiten angegeben. Die Abzisse stellt den zeitlichen Verlauf dar. Der Stufengradient des
Elutionspuffers ist durch eine graue Linie gekennzeichnet. Die Fraktionen 64-68 (4 3,5 ml) wurden
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gepoolt und weiter aufgearbeitet. Das Maximum der UV-Absorption liegt bei 1,6 Einheiten,
entsprechend einer Proteinkonzentration von 2,48 mg/ml. Die Proteinkonzentration von
Immunglobulinen betridgt 1,42 mg/ml bei einer Absorption von 1 (gemessen bei 280 nm; (Harlow und
Lan, 1988)).

1.2.2 Uberpriifung der Reinheit der Antikorper nach PAA-Gelelektrophorese in
der Silberfiarbung

Die Reinheit des aufgereinigten Antikorpers 4D1/C2 wurde nach Gelelektrophorese
eines 10%PAA-Gels in der Silberfarbung analysiert (Abb. 11). Es wurden 5 ul bzw. 10
pl der Antikorperlosung 1:1 mit 1fach konzentriertem Probenpuffer nach Lammli

versetzt und auf das Gel aufgetragen.

o/ R —
50 — - — -
40 -
30 —

20

Abb. 11. Silberfarbung des aufgereinigten Antikorpers 4D1/C2. In Bahn 1 wurde der Marker
aufgetragen, in Bahn 2 10 gl und in Bahn 3 5 ul des aufgereinigten Proteins. Zu sehen sind 2 Banden in
der Hohe von ca. 50 und 25 kD, die dem Molekulargewicht der schweren und leichten Ketten der

Immunglobuline entsprechen.

In Abb. 12 ist in der Silberfarbung der Vergleich zwischen Proben aus Zellkultur-

iberstinden und iiber Protein A aufgereinigtem Antikorper T84.1 gezeigt.
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Mw (kD) 1 2 3 4 5

116 w—
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45—
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Abb. 12. Vergleich der Zellkulturiiberstinde (Bahnen 3-5) aus T84.1-Hybridomakulturen mit
dem iiber Protein A-Affintiitschromatographie aufgereinigten mAb T84.1. In Bahn 1 ist der
Molekulargewichtsstandard aufgetragen, in Bahn 2 der gereinigte Antikorper, von dem sich die
schweren Ketten (50kD) und die leichten Ketten (25 kD) des Immunglobulins darstellen lassen.

1.2.3 Konzentrationsbestimmung der aufgereinigten Antikorper im Sandwich-

ELISA

Die Konzentration der gewonnenen Immunglobuline wurde im ELISA bestimmt. Aus
einer Verdiinnungsreihe kommerzieller muriner Immunglobuline (IgG1-Subtyp) wurde
eine Eichreihe erstellt, aus der dann die Konzentration der aufgereinigten Immun-

globuline abgelesen werden konnte:

Eichreihe zur Konzentrationsbestimmung muriner
IgGl-Molekile im ELISA

3

OD 492 am

100 S0 25 12,5 6,25 3,125

ng IgGl/ml
y=0524x+3 3616
Ri=05427

Abb. 13. Eichreihe zur Konzentrationsbestimmung muriner IgG1-Molekiile im ELISA.
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Entsprechend der Eichreihe wurden die Konzentrationen der aufgereinigten Antikorper

berechnet. Es wurden insgesamt 100 mg 4D1/C2 und 1,2 g T84.1 gewonnen.

1.3 Affinititschromatographie von Granulocytenrohextrakten iiber eine T84.1

Affinititsmatrix zur Aufreinigung von CEACAM1

Zentrifugierte Granulocytenrohextrakte wurden mit einer FluBrate von 1 ml/min. auf
die T84.1-Affinitdtsmatrix aufgetragen. Die Matrix wurde mit PBS gespiilt und mit
Glycin eluiert. AnschlieBend wurde die Matrix mit PBS reéquilibriert. Die
Elutionsfraktionen wurden nach Aufkonzentrieren iliber einen Biomax 5-Filter
(MWCO 5 kD, Millipore) um den Faktor 80-100 nach Auftrennung in einem 7%igen

PAA-Gel in der Silberfarbung und im Western Blot analysiert.

Abb. 14. Chromatogramm zur Aufreinigung von Granulocytenmembranextrakten iiber eine
T84.1-Affinitiitschromatographiesiule. Der blaue Graph bezeichnet die UV-Absorption bei 280 nm
zur Detektion von Proteinen. Der rote Graph stellt die Leitfahigkeit dar. Die graue Linie gibt den
prozentualen Anteil an Elutionspuffer (,,Puffer B“) wieder. Der erste breite Peak dokumentiert den
Durchlauf der Granulocytenrohextrakte, der zweite Peak beinhaltet Proteine, die im Elutionspuffer von
der Sdule gewaschen werden. Der dritte Peak beinhaltet unspezifisch an die Sdule gebundene Proteine.
Der Elutionspeak wurde gepoolt, neutralisiert und nach Aufkonzentrieren um den Faktor 80-100
(MWCO 5, Biomaxmembran, Millipore) in PAA-Gelelektrophorese (Abb. 17) und Western Blot (Abb.
15) analysiert.
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Mw (kD)

160 —
116 — )

97—

Abb. 15. Detektion von CEACAMI aus der Affinititschromatographie (aufkonzentriertes Eluat;
Faktor 100) im Western Blot nach Auftrennung in einem 7%PAA-Gel mit dem mAb 4D1/C2 (0,5

ug/ml). Die Immunoreaktivitiat wurde in der alkalischen Phosphatase-Reaktion entwickelt (anti-Maus-

AP -Konjugat; 1:2.000).

Von dem aus der Affinititschromatographie erhaltenen Material, das um den Faktor

100 aufkonzentriert worden war, wurden 2 ml iiber einen statischen Loop auf die

Gelfiltrationssdule aufgetragen und aufgetrennt. Die Elution von CEACAMI1 erfolgte

nach ca. 135ml bzw. 9 h. Auf dem Chromatogramm konnte dieses nicht verfolgt

werden, da Triton X-100 bei einer Wellenldnge von 280 nm mit der Absorption von

Proteinen interferiert (Abb. 16).

20400400 0% 19080 19200 15180409

Abb. 16. Chromatogramm zur Aufreinigung von Produkten aus der Affinititschromatographie

iiber eine Superdex-200 Gelfiltrationssiule.

91



Ergebnisse

1 2 3 4 5 6 7 8 Mw (kD)
P = 0 - 160
— 116

- SR -8

Abb. 17. 10%iges PAA-Gel zu Analyse der Elutionsfraktionen aus der Affinitéitschromatographie
und der Gelfiltration. Nach Gelelektrophorese wurden die Proteine im Gel durch Silberfirbung
dargestellt. Aufgetragen wurden in den Bahnen 1 und 2 Produkte aus der Affinitdtschromatographie, in
den Bahnen 3-7 sind jeweils 10 pl einzelner Fraktionen (Fraktion 25, 27, 29, 31, und 33) aus der
Gelfiltration aufgetragen, die jeweils um den Faktor 20 aufkonzentriert wurden (Amicon MWCO 100
kD). Bahn 8 beinhaltet den Molekulargewichtsstandard. Als kontaminierende Proteine nach der
Affintitatschromatographie waren vor allem Serumalbumin und humane Immunglobuline vorhanden,

die durch Western Blot identifiziert werden konnten (nicht gezeigt).

Mw(kD) 1 2 3 4 5 6
212 —
160 — » “ ‘
! 1t
116 —
97 —

Abb. 18. Analyse einzelner Fraktionen aus der Gelfiltration im Western Blot mit dem mAb
4D1/C2. In den Bahnen 1, 2, 3, 4, 5 und 6 wurden die aufkonzentrierten Fraktionen 20-22, 23-24, 25-27,
28-30, 31-33 und 34-36 aufgetragen. Der Nachweis der Bindung von 4D1/C2 erfolgte in der alkalischen
Phosphatase-Reaktion.
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14 Konzentrationsbestimmung vonProteinen nach der Methode von Bradford

Die Proteinbestimmung wurde nach der Bradford-Methode durchgefiihrt. Zur
Aufnahme einer Eichreihe wurde BSA in einem Konzentrationsbereich von 1-15 ug in
dem Puffer verdiinnt, in dem sich auch das zu analysierende Protein befand (Abb. 19).
Der Leerwert wurde gegen diesen Puffer geeicht. Die Extinktion wurde im
Spektralphotometer bei 595 nm gemessen. Die Konzentrationen der Analytlosungen

wurden rechnerisch durch Umformen der erhaltenen Gleichung ermittelt.

Eichreihe zur Proteinbestimmung nach Bradford .

0.6
0,5

04

|
|
0 J
1 2 5 8 10 12 15 |

pe Protein/ml y=00734x-006353
RI=0993

Abb. 19. Eichgerade zur Proteinbestimmung nach Bradford.

Es wurden 1, 2,5, 8, 10, 12, und 15 pug/ml BSA-L6sung zur Erstellung der Eichgerade
eingesetzt. Bei gemessener ODs,s 146t sich die Konzentration des Analyts durch die

Gleichung x = (ODsys+0,0633)/0,0734 berechnen.
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2 Mannose-spezifische Adhision gereinigter Typ-1-Fimbrien an

humane Granulocyten

In der durchfluScytometrischen Analyse wurden aus Spenderblut isolierte neutrophile
Granulocyten auf ihre Bindungsfahigkeit fiir Typ-1-Fimbrien von E. coli untersucht.
Die Mannose-spezifische Bindung der Typ-1-Fimbrien von E. coli wurde durch mo-

nomere o-Mannoside und trivalente Clustermannoside inhibiert.

Auswertung der in der Durchflu3zytometrie erhaltenen Daten

Die im FACSCalibur-Durchflu3zytometer (Becton/Dickinson) aufgenommenen Daten
wurden mit dem Programm CellQuest™ (Becton/Dickinson) verarbeitet. Pro Messung
wurden insgesamt 10.000 Ereignisse (10.000 Zellen wurden gezéhlt) aufgenommen
und verarbeitet. Zur Auswertung wurden die Programme WinMDI- und Power Point
verwendet. Die graphische Darstellung der Daten erfolgte zusammenfassend in Histo-
grammen. Zur statistischen Auswertung wurden die Histogramme rechnerisch zu
Populationswolken (Dot Plots) umgewandelt, um die quantitative Erfassung bzw.
Trennung von Zellen mit verschiedenen Fluoreszenzintensitédten (auf Signal- und Hin-
tergrundniveaus) zu erreichen. In den Abbildungen 20a und 20b sind Dot Plots
gezeigt, in denen Zellpopulationen unterschiedlicher Fluoreszenzintensitét in Qua-
dranten zusammengefal3t wurden. Im Statistikprogramm der installierten Software
konnten so die prozentualen Anteile einzelner Populationen an der Gesamtpopulation
ermittelt werden. Um den Vergleich der Wirkung der unterschiedlichen Inhibitoren in
einer Abbildung zusammenfassen zu konnen, wurde die Histogramm-Darstellung ge-

wihlt.
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2.1 Bindung von Typ-1-Fimbrien an neutrophile Granulocyten

< Data.032
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Abb. 20a. Abb. 20b.

Abb. 20. Darstellung der Bindung biotinylierter Typ-1-Fimbrien an neutrophile Granulocyten in
der Dot Plot Analyse. 20a zeigt die Negativkontrolle, in der die unspezifische Bindung von DTFA-
markiertem Streptavidin an die Zellen dargestellt ist, 20b zeigt die Bindung der biotinylierten Typ-1-

Fimbrien an die Granulocyten.
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Abb. 21. Bindung biotinylierter Typ-1-Fimbrien aus E. coli an neutrophile Granulocyten in der
durchflufizytometrischen Analyse. Dargestellt ist ein Histogramm, in dem die Fluoreszenzintensitét
(FLI-Height) gegen die Anzahl der Ereignisse (Events) aufgetragen ist. Das weille Integral (Peak) stellt
die Negativkontrolle dar, in der die Bindung von DTAF-markiertem Streptavidin an die Granulocyten
gemessen wurde. Die rot unterlegte Fldche représentiert das Bindungsmuster der Typ-1-Fimbrien an die

neutrophilen Granulocyten.
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2.2 Inhibition der Mannose-spezifischen Bindung der Typ-1-Fimbrien aus E. coli
an humane neutrophile Granulocyten durch o-Mannoside und o-Mannosyl-

Cluster

Die Mannose-spezifische Adhésion der Typ-1-Fimbrien aus E. coli wurde durch ver-
schiedene monovalente und trivalente a-Mannoside gehemmt. Hierzu wurden je 12,5
ug biotinylierter Typ-1-Fimbrien aus E. coli mit verschiedenen Konzentrationen der
Inhibitoren gemischt und anschlieBend mit den aus Spenderblut isolierten Granu-
locyten inkubiert (siehe Abb. 21). An die Granulocyten gebundene Typ-1-Fimbrien

wurden durch DTAF-gekoppeltes Streptavidin nachgewiesen.

Um die Mannose-spezifische Adhdsion von Typ-1-Fimbrien an neutrophile Granu-
locyten zu hemmen, wurden die folgenden Saccharide als Inhibitoren eingesetzt: D-
Mannose, Methyl-a-D-Mannosid, Benzyl-a-D-Mannosid, p-Nitrophenylmannosid
sowie die trivalenten Clustermannoside Tris{2-[3"-[p-(a-D-mannpyranosyloxy)
phenyl]thioureido]}amin und Tris{2-[6"-deoxy-1"-O-methyl-o.-D-mannopyranos-6°-

yl-carbamoyl]ethyl }nitromethan. D-Glucose diente als Negativkontrolle.

In Abb. 22 sind die Strukturformeln der einzelnen Verbindungen aufgefiihrt. Entspre-
chend der dort angegebenen Bezifferung wird im Folgenden auf die Nummern der
Substanzen verwiesen: D-Mannose (1), Methyl-a-D-Mannosid (2), Benzyl-a-D-
Mannosid (3), p-Nitrophenylmannosid (4), Tris{2-[3"-[p-(a-D-mannpyranosyloxy)
phenyl]thioureylen]}amin (§), Tris{2-[6"-deoxy-1"-O-methyl-o.-D-mannopyranos-6°-
yl-carbamoyl]ethyl}nitromethan (6), und Glucose (7).
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Abb. 22. Strukturformeln der eingesetzten Verbindungen.
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Die Inhibitoren wurden wie folgt in sterilem PBS verdiinnt und in den Inhibitionsver-

such eingesetzt:

Inhibitor verwendete Endkonzentration (mM)
1 10,5,1,0,1,0,01
2 50,10,5,1,0,1
3 0,1,0,05,0,01,0,005, 0,001
4 0,1,0,05,0,01,0,0005,0,001
5 0,01,0,001,0,0001, 0,00001
6 0,01,0,001,0,0001, 0,00001
7 200, 100, 50

Tabelle 15. Endkonzentrationen der einzelnen Inhibitoren im Versuchsansatz.
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Abb. 23. Inhibition der Adhision von Typ-1-Fimbrien an neutrophile Granulocyten durch D-
Mannose. Die bei verschiedenen Konzentrationen des Inhibitors erhaltenen Histogramme wurden in der
Darstellung aufeinander projiziert (Overlay). Das rot unterlegte Integral représentiert die Fluoreszen-
zintensititen der Granulocyten bei 100%iger Inhibition der Fimbrienbindung, das tiirkis
gekennzeichnete Areal beschreibt die Fluoreszenz der Granulocyten nach Bindung von Typ-1-Fimbrien,
ohne Gegenwart von Inhibitoren. Das griine Areal reprisentiert die Fluoreszenzintensititsverteilung in
einer 10 mM D-Mannose-Losung, das blaue in einer | mM und das violette Areal in einer 0,1 mM Lo6-

sung.
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Abb. 24. Inhibition der Adhiision von Typ-1-Fimbrien an neutrophile Granulocyten durch Me-
thyl-o-D-Mannosid. Die bei verschiedenen Konzentrationen des Inhibitors erhaltenen Histogramme
wurden in der Darstellung aufeinander projiziert (Overlay). Das rot unterlegte Integral reprisentiert die
Fluoreszenzintensititen der Granulocyten bei 100%iger Inhibition der Fimbrienbindung, das tiirkis ge-
kennzeichnete Areal beschreibt die Fluoreszenz der Granulocyten nach Bindung von Typ-1-Fimbrien,
ohne Gegenwart von Inhibitoren. Das griine Areal reprisentiert die Fluoreszenzintensititsverteilung in
einer 50 mM Methylmannosid-Losung, das blaue in einer 10 mM und das violette Areal in einer | mM

Losung.
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Abb. 25. Inhibition der Adhision von Typ-1-Fimbrien an neutrophile Granulocyten durch o-
Benzyl-o-D-Mannosid. Die bei verschiedenen Konzentrationen des Inhibitors erhaltenen Histogramme
wurden als Overlay zusammengefal3t. Das rot unterlegte Integral reprisentiert die Fluoreszenzintensiti-
ten der Granulocyten bei 100%iger Inhibition der Fimbrienbindung, das tiirkis gekennzeichnete Areal
beschreibt die Fluoreszenz der Granulocyten nach Bindung von Typ-1-Fimbrien, ohne Gegenwart von
Inhibitoren. Das griine Areal représentiert die Fluoreszezintensititsverteilung in einer 100uM Benzyl-

mannosid-Losung, das blaue in einer 50 M und das violette Areal in einer 10 uM Losung.
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Abb. 26. Inhibition der Adhésion von Typ-1-Fimbrien an neutrophile Granulocyten durch p-
Nitrophenylmannosid. Die bei verschiedenen Konzentrationen des Inhibitors erhaltenen Histogramme
wurden als Overlay zusammengefal3t. Das rot unterlegte Integral reprisentiert die Fluoreszenzintensiti-
ten der Granulocyten bei 100%iger Inhibition der Fimbrienbindung, das tiirkis gekennzeichnete Areal
beschreibt die Fluoreszenz der Granulocyten nach Bindung von Typ-1-Fimbrien, ohne Gegenwart von
Inhibitoren. Das griine Areal reprisentiert die Fluoreszenzintensititsverteilung in einer 100uM p-

Nitrophenylmannosid-Losung, das blaue in einer 10 #M und das violette Areal in einer 1 M Losung.
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Abb. 27. Inhibition der Adhésion von Typ-1-Fimbrien an neutrophile Granulocyten durch Clu-
stermannosid 5. Die bei verschiedenen Konzentrationen des Inhibitors erhaltenen Histogramme wurden
als Overlay zusammengefalit. Das rot unterlegte Integral reprisentiert die Fluoreszenzintensititen der
Granulocyten bei 100%iger Inhibition der Fimbrienbindung, das tiirkis gekennzeichnete Areal be-
schreibt die Fluoreszenz der Granulocyten nach Bindung von Typ-1-Fimbrien, ohne Gegenwart von
Inhibitoren. Das schwarze Areal représentiert die Fluoreszenzintensitétsverteilung in einer 10 yuM Lo-

sung der Verbindung 5, das griine in einer 0,1 uM und das blaue Areal in einer 0,01 M Losung.
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Abb. 28. Inhibition der Fimbrienbindung durch Clustermannosid 6. Das rot unterlegte Integral
reprisentiert die Fluoreszenzintensitidten der Granulocyten bei 100%iger Inhibition der Fimbrienbin-
dung, das tiirkis gekennzeichnete Areal beschreibt die Fluoreszenz der Granulocyten nach Bindung von
Typ-1-Fimbrien, ohne Gegenwart von Inhibitoren. Das griine Areal reprasentiert die Fluoreszenzinten-
sitdtsverteilung in einer 10 yM Losung der Verbindung 6, das blaue in einer 0,1 yuM und das violette

Areal in einer 0,01 M Losung.

Um die relativen Inhibitionskonzentrationen (RICy)) zu erhalten, wurden die Zellen,
die ohne Zugabe eines Inhibitors Fluoreszenzintensititen oberhalb des Hintergrundni-
veaus besaBen, mit einer Inhibition von 100% gleichgesetzt. Dieser Wert reprisentierte
die Zellpopulation der neutrophilen Granulocyten, die Typ-1-Fimbrien gebunden hatte.
In Gegenwart der Inhibitoren wurde der prozentuale Anteil der Typ 1-bindenden Zel-
len an dieser Population berechnet. Der RIC;,-Wert gibt die Konzentration des
entsprechenden Inhibitors wieder, bei der die Anzahl der Zellen, die Typ-1-Fimbrien
gebunden hatten, um 50% reduziert war. Tabelle 16 faBt die Inhibitionsdaten der ein-
zelnen Inhibitoren zusammen. a-D-Methylmannosid diente als Referenzsubstanz, zu
der die anderen Inhibitoren in Korrelation gesetzt wurden. Unter Berticksichtigung der
Aquivalente an verfiigbaren Mannoseresten in monovalenten und trivalenten Inhibito-
ren wurden valenzbereinigte relative Inhibitionskonzentrationen ermittelt. Sie sind in

Abb. 29 in einem Sdulendiagramm dargestellt.
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Getestete Ver- | Inhibi- |Standard- | Relative Inhibi- | RIC bezogen
bindung tionstiter abwei- tions- auf Mol Man-
(mmol) chung | Konzentration nose
(RIC; (valenz-
bezogen auf bereinigt)
Methyl-o-D-
mannosid als
Standard
1 8,05 1,11 3,66 3,66
2 2942 9,63 1 1
3 0,0850 0,0082 346,12 346,12
4 0,0596 0,0076 493,62 493,62
5 0,0057 0,00046 |5161,40 172047
6 0,0089 0,00048  |3305,62 1101,87
7 =200 - - -
keine Inhi-
bition

Tabelle 16. Zusammenfassung der Daten aus den Inhibitionsanalysen. Die relativen Inhibitorkon-

zentrationen beziehen sich auf Methyl-a-D-Mannosid (Verbindung 2) als Referenzsubstanz. Die relative

Inhibitorkonzentration von Methyl-a-D-Mannosid wurde gleich 1 gesetzt. Die hier erhaltenen RICs,-

Werte sind Mittelwerte aus drei voneinander unabhéngigen Experimenten.
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Abb. 29. Vergleich der valenzbereinigten, relativen Inhibitorkonzentrationen (RIC;,) der einge-

setzten Inhibitoren.
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3 Nachweis von High-Mannose-Epitopen auf CEACAM1 und
Interaktion von CEACAMI1 aus Granulocyten mit Typ-1-

Fimbrien

Fiir den Nachweis der Interaktion von Mannose-sensitiven Typ-1-Fimbrien mit
CEACAMI1 aus Granulocyten wurden zunichst High-Mannose-Epitope auf
CEACAMI1 charakterisiert. Die Interaktion von Typ-1-Fimbrien und CEACAMI1

wurde durch in vitro-Experimente belegt.

3.1 Nachweis von High-Mannose-Epiotpen auf CEACAMI1 aus Granulocyten
durch GNA-Affinititschromatographie

Fiir den Nachweis von high-Mannose-Epitopen auf CEACAM]1 wurden Produkte aus
der T84.1-Affinitdtschromatographie iiber das fiir endstindige Mannsosereste
spezifische Lectin GNA (Galanthus nivalis agglutinin, Schneeglockenlectin)
aufgereinigt. Nach Inkubation der Probe mit der GNA-Matrix in Lectinbindungspuffer
tiber Nacht bei 4 °C auf dem Rotationsschiittler wurde die Matrix an der FPLC-
Anlage (Pharamcia) mit TBS gewaschen und mit 0,5 M Methyl-a-D-Mannopyranosid
eluiert (siche Abb. 30). - S -1

Abb 30. Chromatogramm zur Aufreinigung von

CEACAML1 iiber eine GNA-Sepharosematrix (Sigma). Der

"

blaue Graph beschreibt die UV-Absorption bei 280 nm, der

.
s

rote Graph dokumentiert den prozentualen Anteil des
Elutionspuffers. Die Fraktionen im Bereich des Peaks wurden
vereinigt und um den Faktor 20 aufkonzentriert (Amicon R

MWCO 10, 4°C). =
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Das aufkonzentrierte Eluat wurde nach Auftrennung der Proben in einem 7%igen
PAA-Gel im Western Blot mit dem anti-CEACAM1-Antikorper 4D1/C2 untersucht
(Abb. 31).
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Abb. 31. Analyse der Proben aus der GNA-Affinitdtschromatographie im Western Blot. In Bahn 1
sind als Positivkontrolle Granulocytenrohextrakte aufgetragen, in den Bahnen 2-4 ist der Durchlauf nach
Auftragen der Probe gezeigt. Bahn 5 enthilt das Eluat; in den Bahnen 6-9 sind die Waschfraktionen
aufgetragen. Der Nachweis von CEACAMI1 erfolgte mit dem Antikorper 4D1/C2. Als
Sekundérantikorper wurde ein Ziege-anti-Maus-Antikorper eingesetzt (1: 2.000). Die Reaktion der

alkalischen Phosphatase wurde mit BCIP/NBT dargestellt.

3.2 Nachweis der Interaktion von CEACAMI1 aus Granulocyten mit Typ-1-

Fimbrien in vitro

3.2.1 Nachweis der Interaktion von Typ-1-Fimbrien und CEACAMI1 im

Lectinblot

Fiir den Nachweis einer Bindung von Typ-1-Fimbrien aus E. coli an gereinigtes
CEACAMI1 aus Granulocyten wurden biotinylierte Typ-1-Fimbrien anstelle eines
Detektionsantikorpers im Western Blot zur Bindung an gereinigtes CEACAMI1 (aus

T84.1-Affinitdtschromatographie) verwendet (Abb. 32).
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Abb. 32. Nachweis der Interaktion zwischen Typ-1-Fimbrien und CEACAM1 im Lectinblot. Es
wurde die Bindung des mAb 4D1/C2 (Bahn 1; 0,5 ug/ml Lectinbindungspuffer) an CEACAMI sowie
die Bindung biotinylierter Typ-1-Fimbrien (Bahn 2; 15 pg/ml Lectinbindungspuffer) an CEACAM1
gezeigt. Die Darstellung der Peroxidasereaktion erfolgte nach Inkubation mit den Sekundirantikorpern
(Ziege-anti-Maus, Peroxidase-konjugiert, 1:2.000; Streptavidin, Peroxidase-konjugiert, 1:2.000) in der
DAB-Firbung. In Bahn 3 ist die Kontrolle zur unspezifischen Bindung des Peroxidase-konjugierten

Streptavidins an CEACAMI1 abgebildet.

3.2.2. Nachweis der Interaktion von Typ-1-Fimbrien mit CEACAM1 durch

Immunprizipitation

CEACAMI1 konnte aus Losung durch Inkubation mit immobilisierten Typ-1-Fimbrien
prazipitiert werden. Hierzu wurden Typ-1-Fimbrien biotinyliert und an Streptavidin-
Agarose gebunden. Aus Granulocyten aufgereinigtes CEACAMI1 wurde in
Lectinbindungspuffer zugegeben. Die Prizipitate wurden nach PAA-Gelelektrophorese

im Western Blot mit dem mAb 4D1/C2 analysiert (Abb. 33).
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Abb. 33. Immunprizipitation von CEACAM1 durch Typ-1-Fimbrien. CEACAM]1 wurde durch den
mAb 4D1/C2 nachgewiesen (0,5ug/ml TBS). Als Sekundérantikérper wurde ein Peroxidase-
konjugierter Ziege-anti-Maus-Antikorper (1: 5.000 in TBS) verwendet. Die Darstellung der
Peroxidasereaktion erfolgte durch Chemilumineszenz. In Bahn 1 wurden Granulocytenrohextrakte
aufgetragen, in Bahn affinitdtschromatographisch (T84.1) gereinigtes CEACAMI1, wie es auch zur
Immunpréazipitation eingesetzt wurde. Die Bahnen 3-6 beinhalten Waschfraktionen, in denen
ungebundenes CEACAMI1 entfernt werden sollte. Bahn 7 enthélt das Eluat, das nach Elution
gebundenen Materials von immobilisierten Typ-1-Fimbrien erhalten wurde, Bahn 8 beinhaltet die

Negativkontrolle, in der die Bindung von CEACAMI1 an immobilisiertes BSA untersucht wurde.

3.3 Nachweis der Oberflichenexpression von CEACAM]1 auf neutrophilen

Granulocyten nach Stimulation mit Typ-1-Fimbrien

Aus Spenderblut isolierte neutrophile Granulocyten wurden iiber 1 h bei 37°C mit
Typ-1-Fimbrien aus E.coli inkubiert. Alle 10 min. wurden Aliquots entnommen und
nach Waschen in kaltem PBS mit dem anti-CEACAM1-Antikorper 4D1/C2 inkubiert.
Der Nachweis von CEACAM1/4D1/C2 auf den neutrophilen Granulocyten erfolgte in
der Durchflucytometrie durch FITC-markierte anti-Maus-Immunglobuline. Die Daten

wurden statistisch erfa3t und in der Abb. 34 graphisch dargestellt:
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Abb. 34. Analyse der Oberfléichenexpression von CEACAM1 auf neutrophilen Granulocyten nach
Stimulation mit Typ-1-Fimbrien aus E. coli.. Ausgewertet wurden Zellen, die den Antikorper 4D1/C2
gebunden hatten. Sie wurden als CEACAMI-positive Zellen in die Auswertung aufgenommen. Zu
erkennen ist, da} die Oberflachenexpression von CEACAMI1 nach 25 min abnimmt, nach 40 min. ein

Minimum erreicht hat und dann auf ihr Ursprungsniveau zuriickkehrt.

107



Ergebnisse

4 Untersuchung der Wechselwirkung von Typ-1-Fimbrien mit
neutrophilen Granulocyten in der Elektronenmikroskopie

Fiir den Nachweis der Aufnahme von Typ-1-Fimbrien aus E. coli durch Granulocyten

wurden elektronenmikroskopische Aufnahmen angefertigt.

In der Elektronenmikroskopie wurden aus Spenderblut isolierte neutrophile
Granulocyten aufgenommen, die zuvor mit Typ-1-Fimbrien inkubiert wurden. Uber
einen Zeitraum von 40 min. wurden die Granulocyten mit Typ 1 Fimbiren bei 37°C
inkubiert. Jeweils nach 1, 10, 20, 30 und 40 min. wurden 2 ml eisgekiihlter PBS
dazugegeben, die Zellen wurden bei 2.500 Upm pelletiert und fixiert. Nach Einbettung
in Epon und Anfertigung von Ultradiinnschnitten (60 nm) wurden die Préiparate in der
Elektronenmikroskopie begutachtet. Wiahrend der Inkubation mit Typ-1-Fimbrien kam
es mit zunehmender Dauer der Inkubation zur vermehrten Bildung intrazellulérer
Granulae. Es waren Ausstiilpungen der Cytoplasmamembran (Pseudopodien) zu
beobachten, die mit anhaltenender Stimulierung der Zellen durch Typ-1-Fimbrien
zahlreicher wurden. Es war die Formierung intrazelluldrer Vakuolen zu beobachten,
die bereits nach kurzer Exposition der Zellen mit Typ-1-Fimbrien auftraten. Nach
langerer Inkubation der Zellen mit den Fimbrien kam es zur Ausbildung interzellulédrer
Kontakte und zur Verdnderung der Zellform: Zu Beginn der Stimulierung der
Granulocyten mit Typ-1-Fimbrien wiesen die Zellen eine gleichméfig kugelige Form
auf. Bei ldngerer Exposition mit Typ-1-Fimbrien nahmen die Zellen eine
unregelmiBige Form an und bildeten Aggregate (Ubersichtsaufnahmen, sieche Abb. 35-
37). Um die Typ-1-Fimbrien in den Aufnahmen besser darstellen zu konnen, wurden
die Schnitte nicht nur in wiBriger, sondern =zusédtzlich in alkoholischer
Uranylacetatlosung kontrastiert. Dieses war notwendig, da sich reine Proteinstrukturen
(hier: Typ-1-Fimbrien) nach Fixation in Osmiumtetroxid nur schwach durch wéBrige
Uranylacetatlosung kontrastieren lassen. Die Typ-1-Fimbrien lieBen sich im Bereich
der Extravaginationen der Zellmembran, innerhalb der Vakuolen und direkt an der

Zellmembran der Granulocyten nachweisen (Abb. 38-40).
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Abb. 35. Neutrophile Granulocyten nach 1 min Inkubation mit Typ-1-Fimbrien. Wifrige
Uranylacetat-Kontrastierung, x 3.000. Die Zellen weisen eine gleichmifige, runde Form auf. Bei
einigen Zellen ist die Bildung von Pseudopodien zu erkennen.

Abb. 36. Neutrophile Granulocyten nach 10 min. Inkubation mit Typ-1-Fimbrien aus E. coli. X
3.000. Die Granulocyten weisen zahlreiche, deutlich ausgeprigte Pseudopodien auf, und es sind
intrazelluldre Vakuolen erkennbar.
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Abb. 37. Neutrophile Granulocyten nach 20 min. Inkubation mit Typ-1-Fimbrien aus E.coli. Die
Zellen weisen eine gestreckte Form auf und haben zum Teil Aggregate gebildet.

Abb. 38. Neutrophiler Granulocyt nach 10 min. Inkubation mit Typ-1-Fimbrien. Es ist eine grof3e
intrazelluldire Vakuole zu erkennen, in der sich Typ-1-Fimbrien befinden (Pfeil). X 22.250 nach
alkoholischer Kontrastierung. Typ-1-Fimbrien sind ebenfalls im Extrazellularraum nachweisbar.
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Abb. 39.

Abb. 40.

Abb. 39 und 40. Typ-1-Fimbrien in Vakuolen und Invaginationsbereichen der Zellmembran.

Die Aufnahmen in Abb. 39 und 40 zeigen Ausschnitte der Membranregion zweier neutrophiler
Granulocyten nach 10 min. Inkubation mit Typ-1-Fimbrien aus E.coli. Die Schnitte wurden in
alkoholischer Uranylacetatlosung kontrastiert. X 40.000. Die Pfeile indizieren Fimbrien, die sich in
Invaginationsbereichen der Zellmembranen und innerhalb von Vakuolen befinden.
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5 Auswertung der Ergebnisse aus der Immunfluoreszenz

Kolokalisierung von Typ-1-Fimbrien und CEACAM1 auf Granulocyten

Durch konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie sollte nach immuncytochemischer
Fiarbung mit fluoreszenzmarkierten Antikorpern bzw. fluoreszenzmarkiertem
Streptavidin eine Kolokalisation von biotinylierten Typ-1-Fimbrien und CEACAMI1
in neutrophilen Granulocyten dargestellt werden. Durch den Vergleich der
Lokalisierung beider Antigene sollte untersucht werden, ob CEACAMI1 an der
Aufnahme der Typ-1-Fimbrien durch die Granulocyten beteiligt ist. Aus Spenderblut
isolierte neutrophile Granulocyten (je 1x10° Zellen) wurden fiir 0, 1, 5, 10, 20, 30 und
40 min. mit jeweils 5 ug biotinylierten Typ-1-Fimbrien inkubiert. Nach jedem
Zeitintervall wurden die Granulocyten in eiskaltem PBS gewaschen, pelletiert und in
PBS resuspendiert. Sie wurden auf Objekttrigern ausgestrichen und in
Einzelfarbungen sowie in Doppelfirbungen mit dem anti-CEACAMI1-Antikorper
4D1/C2 und Streptavidin inkubiert. Der Nachweis der Bindung biotinylierter Typ-1-
Fimbrien an die Zellen erfolgte durch Streptavidin, das mit einem rot fluoreszierenden
Farbstoff markiert war (Lissamin""-Rhodaminsulfonylchlorid (LRSC)); die Bindung
des anti-CEACAM1-Antikorpers 4D1/C2 wurde durch einen anti-Maus-Antikorper
detektiert, der mit einem griinen Fluoreszenzfarbstoff markiert war (FITC(Fluorescein-
Isothiocyanat)-makierter anti-Maus-Antikorper). Zur Darstellung einer Kolokalisation
beider Antigene wurden die Aufnahmen fiir die Einzelfarbungen iiberlagert. In diesen
Overlay-Aufnahmen wurden die Regionen, in denen beide Antigene detektiert werden
konnten, gelb dargestellt. Auf die Abbildung der Aufnahmen vor Zugabe (0 min.) der
Typ-1-Fimbrien zu den Granulocyten wurde verzichtet, da die Immunfirbung im
Wesentlichen dem Erscheinungsbild nach 1 min. Inkubation mit Typ-1-Fimbrien

entsprach.
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Abb.41a Abb.41Db

Abb.41c

Abb. 41. Fluoreszenzfirbung der neutrophilen Granulocyten nach 1 min. Inkubation mit Typ-1-
Fimbrien. In Abb. 41 a ist die Firbung der Typ-1-Fimbrien dargestellt, die nach 1 min. noch keine
Bindung an die Granulocyten zeigen. In Abb. 41 b die Firbung fiir CEACAMI1 und in Abb. 41 c die

Uberlagerung beider Fluoreszenzen. Der gelbe Pfeil bezeichnet eine Distanz von 25 ym.

Abb.42 a Abb.42b
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Abb42c Abb.42d

Abb. 42. Immunfluoreszenzfirbung der neutrophilen Granulocyten mit Typ-1-Fimbrien nach
5 min. Inkubation bei 37°C. In Abb. 42 a ist die Bindung der Typ-1-Fimbrien an die Zellen
gezeigt, in Abb. 42 b die Farbung von CEACAMI1 durch den mAb 4D1/C2. Abb. 42 c reprisentiert

die Uberlagerung der Bilder a und b, was in Abb. 42 d in einer Phasenkontrastaufnahme gezeigt ist.

Der gelbe Pfeil bezeichnet eine Distanz von 25 ym.

Abb.43 a Abb.43 b

.

Abb.43 ¢
Abb. 43a-c. Darstellung der Bindung von Typ-1-Fimbrien und dem mAb 4D1/C2 nach 10 min.
Inkubation der Granulocyten mit Typ-1-Fimbrien. Abb. 43 ¢ zeigt die Overlay-Darstellung. In der
oberen linken Bildhilfte ist deutlich eine gelb gefirbte Zelle zu erkennen. Der gelbe Pfeil entspricht

einer Distanz von 25 ym.
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Abb.44 a Abb.44 b

Abb.44 ¢

Abb. 44 a-c. Immunfluoreszenz der Bindung von Typ-1-Fimbrien und 4D1/C2 an neutrophile
Granulocyten nach 20 min. . In Abb. 44 a und Abb. 44 b ist die Bindung der Typ-1-Fimbrien bzw.
die Bindung des mAb 4D1/C2 an die Zellen dargestellt. Abb. 44 c zeigt die Overlay-Darstellung zur
Kolokalisierung beider Antigene nach 20 min. Inkubation der Zellen mit Typ-1-Fimbrien. Der gelbe

Pfeil bezeichnet eine Distanz von 25 ym.

Abb.45a Abb.45b
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Abb. 46 ¢ Abb.46d

Abb. 46. Fimbrienbindung und Expression von CEACAM1 auf neutrophilen Granulocyten
nach 30 min. Inkubation mit Typ-1-Fimbrien. Die Abb. 46 a und 46 b zeigen die Einzelfarbungen,
Abb. 46 ¢ und 46 d die Overlay-Darstellung beider Farbereaktionen aus zwei verschiedenen Arealen.

Der gelbe Pfeil entspricht einer Distanz von 25 pym.

<_>

Abb.47 a Abb.47b

Abb.47 ¢

Abb. 47. Bindung von Typ-1-Fimbrien und Expression von CEACAMI1 nach 40 min. Inkubation
neutrophiler Granulocyten mit Typ-1-Fimbrien. In Abb. 47 a und 47 b sind die Einzelfarbungen, in
Abb. 47 c ist die Overlay-Aufnahme abgebildet. Der gelbe Pfeil bezeichnet eine Distanz von 25 ym.
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6 Nachweis von Lactosaminoglycanen und der E-Selectin-
Liganden Lewis* und Sialyl-Lewis* auf CEACAMI1 aus humanen
Granulocyten

Der Nachweis von Lactosaminglycanen und Lewis-Antigenen auf CEACAMI1
erfolgte in Western Blots, in denen iiber T84.1-Affinitdtschromatographie

gereinigtes CEACAMI aus Granulocyten eingesetzt wurde.
6.1 Nachweis der Interaktion von CEACAMI1 mit Galectin-1

Fiir den Nachweis von Lactosaminoglycanen auf CEACAM1 wurde das isolierte
Lectin Galectin-1 (Prof. Dr. H.-J. Gabius) verwendet.

Im Western Blot wurde anstelle eines Detektionsantikorpers biotinyliertes
Galectin-1 zum Nachweis von CEACAMI1 verwendet. Die Membran wurde nach
dem Blockieren in Lectinsbindungspuffer dquilibriert. Galectin-1 wurde iiber
Nacht bei 4°C (1ug/ml Lectinbindungspuffer) auf der Membran belassen. In der
Kontrolle erfolgte die Detektion von CEACAMI mit dem mAb 4D1/C2. Die
Peroxidaseaktivitit des Sekundédrantikorpers und des Streptavidins (Streptavidin-
Peroxidase, anti-Maus-Peroxidase, 1:2.000) wurde in der Chemilumineszenz-
reaktion dargestellt (Abb. 48).

Mw (kD)
‘ - 212
v ‘ - 160

Abb. 48. Darstellung von CEACAM1 mit dem mAb 4D1/C2 und Galectin-1. In Bahn 1 und 2
wurde CEACAMI1 aus Granulocytenextrakten und in aufgereinigter Form mit dem mAb 4D1/C2
nachgewiesen; in den Bahnen 3 und 4 wurde Galectin-1 zur Detektion von CEACAMI in

Granulocytenrohextrakten (Bahn 3) und von affinitédtsgereinigtem CEACAMI1 eingesetzt.
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6.2 Nachweis von Lewis* und Sialyl-Lewis* — Epitopen auf CEACAMI1 aus

humanen Granulocyten

Zum Nachweis terminaler Lewis® und Sialyl-Lewis® Epitope auf CEACAMI1
wurden Granulocytenrohextrakte und aufgereinigtes CEACAMI1 im Western
Blot untersucht. Gegen Lewis™ Epitope wurden die monoklonalen Antikorper L5
(Prof. Schachner) und MMA (Becton/Dickinson) verwendet. Zum Nachweis von
Sialyl-Lewis*-Epitopen wurde der monoklonale Antikdorper 2HS5

(Becton/Dickinson) eingesetzt (Abb. 49 und Abb. 50).

Mw (kD)

212~

Abb. 49. Nachweis von CEACAMI1 im Western Blot durch den anti-Lewis*-Antikorper LS.
Die Bindung des Anti-Lewis™-Antikorpers L5 (IgM aus der Ratte aus Hybridomaiiberstand, 1:50
in PBS) und des mAb 4D1/C2 (0,5 ug/ml PBS) wurde nach Inkubation mit Peroxidase-
konjugierten Sekundirantikorpern (anti-Ratten-Antikorper, p-Ketten-spezifisch aus der Ziege,
1:5.000 in PBS und anti-Maus-Antikorper aus der Ziege, Fcy-Fragment-spezifisch, 1:5.000 in
PBS) in der Chemilumineszenzreaktion nachgewiesen. Bahn 1 zeigt affinitdtschromatographisch
gereinigtes CEACAMI1, das durch den mAb 4D1/C2 detektiert wurde. In den Bahnen 2 und 3
sind gereinigtes CEACAMI1 bzw. Granulocytenrohextrakt aufgetragen und mit dem mAb L5

detektiert worden.
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Mw (kD) 1 2 3 4 5
212 — |
160 — B . ' '
97 — y

Abb. 50. Nachweis von Lewis* und Sialyl-Lewis*-Epitopen auf CEACAMI1 aus neutrophilen
Granulocyten. In Bahn 1 ist der Nachweis von CEACAMI1 durch den mAb 4D1/C2 gezeigt, in
den Bahnen 2 und 3 wurden Lewis™-Epitope in Granulocytenrohextrakten (2) und auf
affinitdtschromatographisch gereinigtem CEACAMI1 (3) durch Bindung des mAb MMA
dargestellt. In den Bahnen 4 und 5 wurden Sialyl-Lewis*-Epitope in Granulocytenmembran-
praparationen und auf CEACAMI1 durch den mAb 2H5 nachgewiesen. Zur Detektion von
CEACAMI durch die mAbs MMA und 2HS5 wurde die Nitrocellulosemembran mit 10 ug
Antikorper/ml PBS inkubiert. Die Darstellung der Peroxidasereaktion des Sekundérantikorpers
(anti-p-Ketten-spezifischer anti-Maus-Antikorper aus der Ziege; 1:5.000 in PBS) erfolgte durch

Chemilumineszenzreaktion.
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7 Analyse der CEACAMI1 und Sialyl-Lewis*-Expression in Tumoren
humaner Coloncarcinomzellinien nach Transplantation in scid-

Maiuse

Der Ausgangspunkt fiir die Analyse der Expression von Sialyl-Lewis*-Epitopen und
CEACAMI1 in einem experimentellen Tumormetastasierungsmodell ist, dal
CEACAMI1 in humanen Coloncarcinomen herunterreguliert ist und daf die
Sialylierung von Glycoproteinen und Glycolipiden mit der Metastasierung von
Primértumoren korreliert. Fiir ein Enzym, das an der Synthese von Sialyl-Lewis®-
Epitopen beteiligt ist, die a-2,3-Sialyltransferase, wurde auf genetischer Ebene eine
Herabregulation der Expression in humanen Coloncarcinomen nachgewiesen (Zhang
et al., 1997). Da CEACAMI1 Sialyl-Lewis*-Epitope trigt, sollte untersucht werden, ob
es einen Zusammenhang zwischen der Expression von CEACAMI1 und der a-2,3-
Sialyltransferase bzw. Sialyl-Lewis*-Epitopen und dem Metastasierungspotential

humaner Tumorzellinien in scid-Miusen gibt.

Hierfiir wurden zwei humane Tumorzellinien, die von Coloncarcinomen abgeleitet
wurden, in scid-Miuse implantiert und dort zu soliden Tumoren etabliert. Scid-Miuse
verfiigen iiber einen schwerwiegenden kombinierten Immundefekt, so dal sie keine
Immunabwehreaktionen gegen die artfremden Zellen erzeugen konnen. Die
Coloncarcinomzellinie HT29 wurde bereits mehrfach in diesem scid-Maus-Modell
untersucht. Sie metastasiert nach Transplantation und Etablierung solider
Primértumoren in die Lungen (Schumacher et al., 1994; Mitchell et al., 1997; Mitchell
et al., 1998; Schumacher und Adam, 1998). Zusitzlich wurde eine mit Colchicin
behandelte Variante der HT29-Zellinie, HT29mdr, verwendet. Sie unterscheidet sich
von der Linie HT29 dadurch, daB sie das multiple drug-resistance glycoprotein 1 (mdr)
tiberexprimiert. Nach Transplantation in die Méiuse wurden solide Tumoren etabliert.
Die Tumoren wurden nach 3-6 Wochen exzidiert. Zusétzlich wurde den Méusen die
Lungen entfernt, um das Metastasierungsverhalten der Primédrtumoren beurteilen zu
konnen. Die Tumoren hatten ein Gewicht von 0,3g-1,2g. Die metastasierenden
Tumoren waren im Allgemeinen groBer als die nichtmetastasierenden Tumoren. Im

Gegensatz zu den HT29-Tumoren konnte bei den HT29mdr-Tumoren keine
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Metastasierung in die Lungen der Méuse festgestellt werden. Die Expression von
CEACAMI und der a-2,3-Sialyltransferase bzw. Sialyl-Lewis*-Epitopen wurde in der

Immuncytochemie, auf RNA-Ebene und im Western Blot untersucht.

7.1 Vergleich der Expression von CEACAM]1 und Sialyl-Lewis* in HT29 und

HT29mdr Tumoren und Lungenmetastasen in der Immuncytochemie

Nach Einbettung in Paraffin wurden immuncytochemische Féarbungen von den
Primédrtumoren und den Lungenmetastasen angefertigt. Nach Darstellung der
Expression von CEACAMI und Sialyl-Lewis*-Epitopen in Einzelfirbungen mit den
mAbs 4D1/C2 und 2HS wurde eine serielle Doppelfdarbung durchgefiihrt, um eine
mogliche Kolokalisierung beider Antigene aufzuzeigen. Die Abbildungen 51-53
zeigen die Glucose-Oxidase-Fiarbungen (schwarz) zur Darstellung von CEACAMI1
nach Bindung des mAb 4D1/C2. In den Abbildungen 54-56 sind die Sialyl-Lewis"-
Epitope durch die Reaktion der alkalischen Phosphatase dargestellt, die nach Bindung
des anti-Sialyl-Lewis*-Antikorpers 2HS entwickelt wurde (rot). In den Abbildungen
57-59 sind die Doppelfirbungen zur Kolokalisierung fiir beide Antigene gezeigt.

7.1.1 Darstellung der Expression von CEACAM]I in der Glucose-Oxidase-
Fiarbung

Abb. 51. Darstellung von CEACAMI1 (schwarz) in einem HT29-Tumor in der Glucose-Oxidase-
Farbung (x800). Die Farbreaktionen treten diffus und nicht in allen Arealen des entdifferenzierten
Tumors auf, sondern sind auf Foci beschrinkt. CEACAMI ist sowohl in den Zellmembranen einiger
Tumorzellen exprimiert, als auch in peripheren Arealen des Cytoplasmas. Vereinzelt sind Zellen
vorhanden, in denen CEACAMI1 den gesamten Zellkorpus ausfiillt.
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Abb. 52. Darstellung von CEACAMI1 in einem HT29mdr-Tumor in der Glucose-Oxidase-
Firbung (800x). Im Gegensatz zum HT29-Tumor weist der HT29mdr-Tumor pseudotubulire
Differenzierungsstrukturen auf. Die Tubuli sind klar durch Bindegewebsstrukturen voneinander
abgeteilt. Die Lokalisierung der CEACAMI Epitope ist auffillig auf die apikalen Seite der
Lumina konzentriert. Zusitzlich ist eine deutliche Membranreaktion in einzelnen Zellen

vorhanden.

Abb. 53. Aufnahme einer Lungenmetastase eines HT29-Tumors in 800facher VergrofSerung. Wie
im Primértumor 148t sich in der Metastase eine fokale Expression von CEACAMI1 nachweisen. Auch
hier 146t sich CEACAMI1 sowohl in Zellmembranen als auch im Cytoplasma in der Glucose-Oxidase-

Farbung darstellen.

122



Ergebnisse

7.1.2 Darstellung der Expression von Sialyl-Lewis*-Epitopen durch Reaktion der

alkalischen Phosphatase

Abb. 54. Darstellung der Sialyl-Lewis*-Epitope (rot) mit dem mAb 2H5 nach Entwicklung der
alkalischen Phosphatase-Reaktion in einem HT29-Tumor. Die Expression der Sialyl-Lewis*-
Epitope ist in allen Tumorregionen in gleichem Maf3e zu finden. Die Reaktion ist in Zellmembranen
sowie in cytoplasmatischen Granulae nachweisbar. Vereinzelt sind Zellen vorhanden, deren
Morphologie mit der Mucus-produzierender Zellen vergleichbar ist und die sich vollstindig anfiarben
lassen.

Abb. 55. Immunfirbung fiir Sialyl-Lewis*-Epitope in einem HT29mdr-Tumor (x800). Wie auch in
der Farbung von CEACAMI1 im selben Tumor tritt eine prominente Reaktion an der apikalen Seite des
Lumens der Pseudotubuli auf. Zusétzlich zu vereinzelten Membranreaktionen sind intrazelluldre
Granulae gefirbt. Mucoide Zellen treten im Gegensatz zum HT29 Tumor nicht auf.
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Abb 56. Darstellung der Sialyl-Lewis*-Epitope in einer Lungenmetastase eines HT29-Tumors
(x800). Das Féarbemuster entspricht dem des Primédrtumors. Die dominierende Fiarbung tritt im

Cytoplasma innerhalb granulédrer Strukturen auf.

7.1.3 Immuncytochemische Doppelfirbung von CEACAMI1 und Sialyl-

Lewis™ Epitopen

Abb. 57. Immuncytochemische Doppelfirbung von CECAM1 und Sialyl-Lewis*-Epitopen in
einem HT29 Tumor (x800). Die schwarze Farbung (CEACAMI1) und die rote Farbung (Sialyl-Lewis®)
treten am deutlichsten in der Zellmembran der Tumorzellen auf (violette Bereiche). Teilweise ist auch
im Cytoplasma eine Kolokalisierung der beiden Antigene zu beobachten. Das Verteilungsmuster der

kolokalisierenden Bereiche entspricht im Wesentlichen dem Expressionsmuster von CEACAMI.
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Abb. 58. Doppelfirbung von CEACAM1 und Sialyl-Lewis*-Epitopen in einem HT29mdr-
Tumor (violett, x800). Es kommt zu einer intensiven Doppelfiarbung beider Antigene auf der
Lumenseite der Pseudotubuli. Das Kolokalisierungsmuster beider Antigene entspricht dem in der
Einzelfarbung beobachteten Expressionsmuster von CEACAMI1. Wie in der Einzeldarstellung
der Sialyl-Lewis*-Epitope sind auch bei der Doppelfarbung intrazelluldre Granulae sichtbar, die

sich durch die Reaktion der alkalischen Phosphatase anférben lassen.

Abb. 59. Doppelfirbung von CEACAMI1 und Sialyl-Lewis" in einer Lungenmetastase eines
HT29-Tumors (x800). Die Reaktion in kolokalisierenden Arealen (violett) ist mit dem
Farbemuster beider Antigene in den Einzelfarbungen in der Metastase und damit im Primértumor

identisch.
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7.2  Analyse der Expression von CEACAM1 und der o-2,3-
Sialyltransferase auf RNA-Ebene

7.2.1 Charakterisierung der DNA-Sonden fiir die Hybridisierung im
Northern Blot

Zur Hybridisierung im Northern Blot wurden DNA-Sonden fiir die 3 untranslatierte
Region (3"’UTR) des humanen CEACAMI1 sowie fiir die humane o-23-
Sialyltransferase durch PCR hergestellt, iiber Silica-Sdulen aufgereinigt und durch
Uberpriifung der GroBe der Amplifikate im Agarosegel charakterisiert. Die Sequenz
fiir die 3'UTR von CEACAMI1 wurde bereits charakterisiert und beschrieben. Die
Sonde wurde aus dem nicht translatierten Bereich der CEACAM1 cDNA gewdihlt, da
sie eine hohe Spezifitit bei der Hybridisierung erméglicht und keine Kreuzhybridi-
sierungen auftreten (Barnett et al., 1989; Friangsmyr et al., 1995). Die DNA-Sonde, die
fiir den cytoplasmatischen Anteil der a-2,3-Siayltransferase codiert, wurde nach der
Amplifizierung nach Sanger sequenziert (Sanger et al., 1977). In vitro konnte gezeigt
werden, dal diese Sialyltransferase an der Synthese der Sialyl-Lewis*-Determinante
beteiligt ist (Sasaki et al., 1994).

7.2.2 Herstellung einer DNA-Sonde fiir die a-2,3-Sialyltransferase

Das durch PCR hergestellte DNA-Fragment, das die Sequenz fiir die
cytoplasmatische, katalytische Domine der a-2,3 Sialyltransferase (905 bp;
Aminosduren 31-329 der a-2,3-Sialyltransferase) enthielt, wurde durch Auftrennung
in einem préparativen, 1,2%igen Agarosegel charakterisiert und iiber Silica-Sdulen
aufgereinigt (Abb. 60). Das gereinigte Fragment wurde durch Sequenzierung nach

Sanger charakterisiert (Abb. 61).
1 2 bp

-1 000
- 600

- 100

Abb.60. Gereinigtes Produkt aus der PCR fiir die o-2,3-Sialyltransferase. 10 ul wurden auf das Gel
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geladen. Bahn 1 zeigt das Produkt, dem durch den GroBenstandard (100 bp-Leiter) in Bahn 2 eine
relative GroBe von ca. 900 bp zugeordnet werden konnte.
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Abb. 61. Sequenzierungsprotokoll fiir das aufgereinigte PCR-Produkt. Die erhaltene Sequenz
codiert einen Teil des nichttranslatierten Stranges. Abzulesen ist die Sequenz des amplifizierten
Fragmentes im Bereich der Nucleotide 526-934 der cDNA fiir die vollstindige a2,3-Sialyltransferase,

die fiir die Aminoséduren 176 (Glu) bis 311 (Ala) codiert (Sasaki et al., 1994).

7.2.3 Charakterisierung der DNA-Sonde fiir die 3'UTR von CEACAM1

Zur Analyse des durch PCR erhaltenen Fragmentes wurden 10 pl des iiber Silica-
Sédulen gereinigten PCR-Produktes auf ein 1,5%iges Agarosegel aufgetragen (siehe
Abb. 62). Das durch die Primer definierte Amplifikat sollte eine Groe von 258bp
haben (Barnett et al., 1989; Frangsmyr et al., 1995).

1 2. 3

bp

400
300
200
100

Abb. 62. Aufgereinigtes Amplifikat aus der PCR fiir die 3'"'UTR des humanen CEACAMI1. Mit

Hilfe des GroBenstandards (Bahn 3; 100 bp-Leiter) Amplifikate einer Groe von ca. 260 bp zugeordnet

werden.
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7.2.4 cDNA-Sonde fiir humanes 3-Actin

Zur Analyse der P-Actin-Expression wurde die cDNA-Sonde der Firma Clontech

gemil der Angaben des Herstellers zur Hybridisierung im Northern Blot eingesetzt.

7.2.5 Extraktion der RNA und Analyse ihrer Qualitit im Agarosegel

Nach Isolierung der RNA aus HT29 und HT29mdr Tumoren sowie HT29 und HT29
mdr Zellen mit Hilfe von Trizol™ wurde die RNA einer Lithiumchloridfillung
unterzogen und in einem analytischen Agarosegel (1,5%Agarose) aufgetrennt (Abb.
63 und Abb. 64). Von jeder Priparation wurden je 5 yul mit 4 ul Wasser und 1 ul

Ladungspuffer versetzt und auf das Gel aufgetragen.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

28S
18s -

Abb. 63. Analytisches 1,5%iges Agarosegel zur Qualititskontrolle der isolierten RNA aus
Tumorgewebe, Lebergewebe und Zellinien. Zu sehen sind hauptsichlich die 18S und 28 S-RNA-
Banden. Die einzelnen Proben wurden wie folgt aufgetragen: Bahn 1: Maus-Leber, Bahn 2: HT29mdr-
Tumor 31-1, Bahn 3: HT29mdr-Tumor 31-2, Bahn 4: HT29mdr-Tumor 31-3, Bahn 5: HT29mdr-Tumor
32-7, Bahn 6: HT29mdr-Tumor 32-8, Bahn 7: HT29mdr-Tumor 31-2, Bahn 8: HT29-Tumor 29-4,
Bahn 9: HT29-Tumor 29-3, Bahn 10: HT29-Tumor 29-5, Bahn 11: HT29mdr-Tumor 32-4, Bahn 12:

HT29-Tumor 1-99-V, Bahn 13: HT29-Tumor 1-99-1.
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—28S
— 188

Abb. 64. Aus HT29-Zellen und HT29mdr-Zellen priparierte RNA nach Auftrennung in einem
1%TAE/Agarosegel. In Bahn 1 ist die RNA aus HT29-Zellen, in Bahn 2 die RNA aus HT29mdr-
Zellen gezeigt.

7.3 Analyse der Genexpression von CEACAMI, der a-2,3-Sialyltransferase
und B-Actin im Northern Blot

Fiir den Northern Blot wurde die isolierte RNA in einem denaturierenden Formamid-
Agarosegel aufgetrennt. Die Qualitit der Auftrennung wurde nach Anfirben der RNA
mit Ethidiumbromid begutachtet (Abb. 65). Nach dem Transfer der RNA auf eine
Nylonmembran wurde diese mit den radioaktiv markierten cDNA-Sonden fiir
CEACAMI, der a-2,3-Sialyltransferase und 3-Actin hybridisiert. Die Signale wurden
auf einem Rontgenfilm detektiert (Abb. 66).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

28S

18S

Abb. 65 RNA-Proben aus HT29-/HT29mdr-Tumoren und —Zellinien in einen denaturierenden
Formamidgel. Die RNA wurde nach Wissern zur Entfernung des Ethidiumbromids im Northern Blot
auf eine Nylonmembran iibertragen. Bahn 1: Positivkontrolle, SW498-Zellen; Bahn 2: Leber aus einer
scid-Maus; Bahn 3: HT29 Zellen; Bahn 4: HT29mdr-Zellen; Bahn 5: HT29 Tumor 1-99-1; Bahn 6:
HT29 Tumor 29-3; Bahn 7: HT29 Tumor 29-4; Bahn 8: HT29 mdr-Tumor 31-2; Bahn 9: HT29mdr-
Tumor 31-3; Bahn 10: HT29mdr Tumor 31-4.
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Abb. 66. Hybridisierung des Northern Blots mit cDNA-Sonden fiir die Detektion von CEACAM1
(oben), die a2,3-Sialyltransferase (Mitte) und (-Actin (unten). In der Hybridisierung mit der
CEACAM 1 -spezifischen Sonde sind zwei Signale zu detektieren, die einer Messenger-Grofie von 1,4
und 3.9 kb entsprechen. In der Hybridisierung mit der cDNA-Sonde fiir die o-2,3-Sialyltransferase 14t
sich ein Transkript von 2,0 kb detektieren. Es kommt mit dieser Sonde zu einer Kreuzhybridisierung mit
einem Messenger aus der Miauseleber (Bahn2), das einer Grofle von ca. 2,2 kb entspricht. In der
Kontrollhybridisierung mit der cDNA, die fiir humanes p-Actin codiert, ist ein Signal zu detektieren, das
einer Messenger-Grofle von 1,8 kb entspricht. Bahn 1: Positivkontrolle, SW498-Zellen; Bahn 2: Leber
aus einer scid-Maus; Bahn 3: HT29 Zellen; Bahn 4: HT29mdr-Zellen; Bahn 5: HT29 Tumor 1-99-I;
Bahn 6: HT29 Tumor 29-3; Bahn 7: HT29 Tumor 29-4; Bahn 8: HT29 mdr-Tumor 31-2; Bahn 9:

HT29mdr-Tumor 31-3; Bahn 10: HT29mdr Tumor 31-4.
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7.3 Analyse der Expression von CEACAMI1 und Sialyl-Lewis*-Epitopen in HT29-
und HT29mdr-Tumoren im Western Blot

Proteinrohextrakte, die aus HT29- und HT29mdr-Tumoren durch Detergenzien-
extraktion gewonnen wurden, wurden nach Auftrennung in einem 7%igen PAA-Gel

im Western Blot analysiert.

Auf das Gel wurden jeweils 20 ug des Proteinrohextraktes aufgetragen. Fiir die
Detektion von CEACAM1 wurde der mAb 4D1/C2 eingesetzt (Abb. 67). Sialyl-
Lewis*-Epitope wurden mit dem mAb 2HS5 detektiert (Abb. 68). Die Detektion der
Antikorperbindung erfolgte nach Entwicklung der Peroxidase-Reaktion der
Sekundirantikorper (Ziege-anti-Maus-Antikorper, Fcy-Fragment-spezifisch und Ratte-
anti-Maus-Antikorper, u-Ketten-Spezifisch, je 1:5.000) in der Chemilumineszenz-

reaktion.

1 2 3 4 5 6 7 8 Mw (kD)

b - w0

Abb. 67. Detektion von CEACAM1 in HT29- und HT29mdr-Tumoren mit dem mAb 4D1/C2.
In den Bahnen 1-4 sind metastsierende HT29-Tumoren aufgetragen, in den Bahnen 5-8 sind die
nichtmetastasierenden HT29mdr-Tumoren gezeigt. CEACAMI1 14Bt sich in beiden Tumorspezies auf

einer Hohe von ca. 160 kD detektieren.
1 2 3 4 5 6 7 8 Mw (kD)
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Abb. 68. Detektion von Sialyl-Lewis™-Epitopen in HT29- und HT29mdr-Tumoren mit dem mAb

2HS. In den Bahnen 1-4 sind metastsierende HT29-Tumoren aufgetragen, in den Bahnen 5-8 sind die
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nichtmetastasierenden HT29mdr-Tumoren gezeigt. Das Sialyl-Lewis*-Epitop 146t sich nur in den
metastasierenden Tumoren detektieren. Es sind hier drei Banden zu erkennen, von denen eine das

Molekulargewicht von CEACAMI besitzt (160 kD).
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8 Untersuchung der biologischen Funktion der Sialyl-Lewis*-Epitope
von CEACAM1

In Endothelzell-Migrationsassays wurde das chemotaktische Potential von CEACAM1
aus Granulocyten untersucht. Dabei stand die funktionelle Betrachtung von
CEACAMI1 als Trdger von Sialyl-Lewis*-Epitopen im Vordergrund. Als
Kontrollsubstanz wurde VEGF eingesetzt, der bekanntermaflen zu einer Stimulation
der Migration von Endothelzellen fiihrt (Folkman und D”Amore, 1996; Veikkola und
Alitalo, 1999). Als weitere Testsubstanzen wurde aus Granulocyten isoliertes
CEACAMI eingesetzt sowie der CEACAM1-spezifische Antikdrper 4D1/C2 und der
anti-Sialyl-Lewis™-Antikorper 2HS. Um Hinweise darauf zu erhalten, welches Epitop
auf CEACAMI1 durch den mAb 4D1/C2 erkannt wird, wurde aus Granulocyten
aufgereinigtes CEACAMI1 enzymatisch deglycosyliert. AnschlieBend wurde die
Bindung von 4D1/C2 an die deglycosylierte Form im Western Blot untersucht.

Aus Endothelzelliiberstinden konnten zwei losliche Isoformen von CEACAMI1 im
analytischen Malstab isoliert werden, von denen die eine starke Reaktivitdt mit dem
anti-Sialyl-Lewis™-Antikorper 2HS im Western Blot zeigte. Es wurde daher in vitro
modellhaft fiir die granulocytire Form von CEACAMI1 untersucht, ob CEACAMI ein
Ligand fiir E-Selectin ist.

8.1 Migrationsverhalten von Endothelzellen nach Stimulation mit CEACAM1 aus

neutrophilen Granulocyten

In dem Versuch zur Migration von Endothelzellen wurde das im Rahmen dieser Arbeit
isolierte CEACAMI1 aus Granulocyten verwendet. Das Experiment wurde von Frau

Dr. N. Kilic und Herrn PD Dr. S. Ergiin (Anatomisches Institut, UKE) durchgefiihrt.

Die Migrationsversuche wurden in Boyden-Kammern durchgefiihrt. In der
Auswertung wurden die Zellen gezihlt, welche durch den Filter hindurch gewandert
waren. Fiir jede Substanz wurden Dreifachbestimmungen durchgefiihrt. In der

Negativkontrolle wurde Zellkulturmedium ohne Zusitze verwendet. Die Ergebnisse
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der Experimente sind in der folgenden Tabelle (Tab. 17) und in Abb. 69

zusammengefalt:
Substanz Anzahl Mittelwert Standardab-
gewanderter weichung
Zellen

Kontrolle ohne 67

Zusatz 63 62,7 32
58

VEGF 129

50 ng/ml 131 128,7 1.8
126

CEACAMI1 120

1l 122 1203 1,1
119

CEACAMI1 137

2ul 124 1333 58
139

CEACAMI1 138

Spul 142 138,7 22
136

4D1/C2 63
68 65 19
64

Anti-sLe” 64
67 65,3 1,1
65

CEACAMI1 1ul 82

4D1/C2 84 81,7 1.8
79

CEACAMI1 2ul 80

4D1/C2 94 88,7 54
92

CEACAMI1 5ul 93

4D1/C2 94 94 0,82
95

CEACAMI1 1ul 84

Anti-sLe* 80 82 1,6
82

CEACAMI1 2 pul 87

Anti-sLe* 86 86,3 041
86

CEACAMI1 5ul 87

Anti-sLe* 89 88 0,82
88

Tabelle 17. Ergebnisse der Migrationsstimulation von Endothelzellen (HDMEC).
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Abb. 69. Darstellung der Ergebnisse der Migrationsversuche im Sidulendiagramm. Auf der
Abszisse sind die im Migrationsassay zugefiigten Substanzen erwéhnt. Auf der Ordinate ist die Anzahl
der migrierten Zellen verzeichnet. In das Diagramm wurde jeweils der Mittelwert aus drei

Migrationsexperimenten eingetragen (vgl. Tabelle 17 ).

8.2 Untersuchung der Expression von CEACAMI1 und Sialyl-Lewis* in

Endothelzellitberstinden im Western Blot

Im Western Blot wurde CEACAMI aus Granulocyten und Endothelzelliiberstinden
(HDMEC-Zellen) untersucht, das durch Affinititschromatographie iiber eine T84.1-
Matrix aufgereinigt worden war. Die Proteine wurden in einem 7%igen PAA-Gel
aufgetrennt. Im Western Blot erfolgte die Detektion von CEACAMI1 mit dem mAb

4D1/C2; Sialyl-Lewis“Epitope wurden mit dem mAb 2HS5 analysiert (Abb. 70).

135



Ergebnisse
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Abb. 70. Detektion von affinititschromatographisch gereinigtem CEACAMI1 aus Granulocyten
und Endothelzelliiberstiinden im Western Blot. Die Antikorper wurden in einer Konzentration von
0,5ug/ml (4D1/C2) und 12,5 ug/ml (2HS5) eingesetzt. Die enzymatische Aktivitit der
Sekundarantikorper (jeweils 1:5.000) wurde nach Reaktion der alkalischen Phosphatase dargestellt. In
den Bahnen 1-3 wurde der mAb 4D1/C2 eingesetzt; Bahn 1: Granulocytenrohextrakt; Bahn 2:
aufgereinigtes CEACAMI1 aus Granulocyten, Bahn 3: CEACAMI1 aus Endothelzelliiberstinden in zwei
Isoformen mit den relativen Molekulargewichten von 120 und 50 kD. Bahn 4-5: Detektion von Sialyl-
Lewis™-Epitopen auf CEACAMI1(Bahn 4, aufgereinigt aus Granulocyten) und aus Endothelzell-

iberstdnden, in denen nur die Isoform von 50kD eine deutliche Reaktion zeigt (Bahn 5).

8.3 Deglycosylierung von CEACAMI1 aus Granulocyten

Das in die Migrationsexperimente aufgereinigte CEACAMI1 aus Granulocyten wurde
mit der Endoglycosidase F (PNGase F) verdaut, um die Epitoperkennung des mAb
4D1/C2 niher definieren zu kénnen. Im Vordergrund stand die Frage, ob der mAb
4D1/C2 nicht nur Proteinepiotpe, sondern auch Glycananteile erkennt. Dieses sollte
dazu dienen, ndher zu definieren, ob der inhibitorische Effekt des Antikorpers auf die
Zellmigration auf der Blockierung eines Proteinepitopes auf CEACAMI oder aber
moglicherweise auf der Abschirmung von Glycanstrukturen, insbesondere Lewis* und

Sialyl- Lewis®, beruht.
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Nach dem Verdau wurde die Reaktion mit dem Lewis™-Antikorper LS
kontrolliert (Abb. 71). CEACAMI1 wurde nicht nur durch den anti-
CEACAMI-Antikorper 4D1/C2 nachgewiesen, sondern auch durch den mAb
T84.1, der an mehrere Mitglieder der CD66-Familie bindet und wahrscheinlich

ein Proteinepitop in der N-terminalen Domine erkennt (Abb. 72 und 73).

1 2 3 4 5
Mw (kD)
' - — 160
. — 116
— 97

Abb. 71. Deglycosylierung von CEACAM1 mit PNGaseF. Gezeigt ist die Kontrolle der
Deglycosylierung mit dem anti-Lewis*-Antikorper L5 (Prof. Schachner). Bahn 1 zeigt die
Kontrollprobe, die ohne Enzym behandelt wurde. In den Bahnen 2,3, und 4 wurden 5, 10 und
20 U Enzym eingesetzt. Bahn 5 zeigt als Positivkontrolle unverdautes CEACAMI1 aus
Granulocyten. Die Detektion der enzymatischen Aktivitdt des Sekundirantikorpers (anti-
Ratten-u-Ketten spezifischer Antikorper aus der Ziege, 1:5.000) erfolgte in der

Chemilumineszenzreaktion.
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Abb. 72. Nachweis von CEACAMI1 vor und nach Verdau mit PNGase F mit dem mAb
4D1/C2. Bahn 1 zeigt die Kontrolle mit unverdautem Material, Bahn 2 die Kontrolle ohne
Enzym im Ansatz; in den Bahnen 3-5 sind die verdauten Proben aufgetragen. Im Gegensatz
zum Nachweis von CEACAMI1 durch T84.1 findet in der mit 5 U Enzym verdauten Probe eine
Reaktion des Antikorpers mit partiell dem deglycosylierten Protein statt. Ferner sind in allen
mit PNGase F behandelten Proben Banden zu detektieren, die einem Molekulargewicht von 65
und 60 kD entsprechen. Ferner ist in allen Proben eine Bande bei ca. 50 kD zu detektieren, die
dem Molekulargewicht einer schweren Kette eines Immunglobulins entspricht. Es handelt sich
hierbei um den Antikoérper T84.1, der nach der Affinitdtschromatographie und Gelfiltration
nicht vollstindig von CEACAMI1 getrennt werden konnte. Diese Bande konnte auch in den
Negativkontrollen detektiert werden, in denen nur der sekundire anti-Maus-Antikérper mit

Spezifitit fiir die y-Ketten eingesetzt wurde (nicht gezeigt).
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Abb. 73. Detektion von CEACAM1 nach Behandlung mit PNGaseF. Die Detektion von
CEACAMI und seiner deglycosylierten Form erfolgte mit dem anti-CEACAM 1-spezifischen
mAb T84.1. In Bahn 1 wurde die Positivkontrolle (unverdautes CEACAM1) aufgetragen, in
Bahn 2 der Kontrollansatz ohne Enzym. Die Bahnen 3-5 beinhalten die verdauten Proben (20,
10 und 5 U PNGase F), in denen zwei Banden auf der Hohe von ca. 65 kD und ca. 60 kD
nachzuweisen sind. Es taucht keine Bande auf, deren Molekulargewicht dem des unverdauten

Molekiils entspricht.

8.4 Invitro-Nachweis der Interaktion zwischen CEACAMI1 und E-Selectin

Fiir den Nachweis der Interaktion zwischen CEACAMI1 aus Granulocyten und
E-Selectin wurde eine Immunprézipitation mit biotinyliertem, an Streptavidin-
Agarose gebundenem E-Selectin (rekombinant aus CHO-Zellen, Calbiochem)

durchgefiihrt.

Als Negativkontrolle wurde BSA biotinyliert und ebenfalls an eine
Streptavidin-Matrix gekoppelt. Der Nachweis von CEACAMI in den
Prézipitaten und Eluaten erfolgte im Immunoblot mit dem mAb 4D1/C2 (Abb.
74). Die Peroxidasereaktion des sekundédren Antikorpers (1:5.000) wurde durch

Chemilumineszenz dargestellt.
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Abb. 74. Nachweis der Interaktion zwischen E-Selectin und CEACAM]1 aus neutrophilen
Granulocyten durch Immunprizipitation. Bahn 1: zur Immunprizipitation eingesetztes
CEACAMLI, Positivkontrolle; Bahn 2: unspezifische Bindung von CEACAMI1 an Streptavidin-
Agarose mit immobilisiertem BSA; Bahn 3: Eluat von der BSA-Streptavidin-Matrix; Bahn 4:
Eluat von der E-Selectin-Matrix; Bahn 5: Waschfraktion von der BSA-Streptavidin-Matrix;
Bahn 6: Waschfraktion 1 von der E-Selectin-Matrix; Bahnen 7-8: Waschfraktionen 2 und 3

von der E-Selectin-Matrix nach Prézipitation von CEACAMI.
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Diskussion

In der vorliegenden Arbeit sollten Hinweise zur biologischen Funktion der
Oberfldachen-Glycane des humanen Zelladhidsionsmolekiils CEACAMI erbracht
werden. Hierzu wurde CEACAMI1 aus humanen Granuloycten aufgereinigt und die
Glycostrukturen wurden immunologisch durch Western Blots und Lectin-
Affinitdtschromatographie definiert. (Vorarbeiten hierzu wurden in der Diplomarbeit
geleistet). Verschiedene zellbiologische, immunologische und molekularbiologische
Untersuchungen wurden anschlieend unter besonderer Beriicksichtigung jeweils eines
spezifischen Glycoepitops vorgenommen, um die biologischen Funktionen von

CEACAMI1-Glycanen niher zu definieren.

Fiir die spezifischen Glycoepitope, die auf CEACAM]1 exponiert werden, ergaben sich
inhaltlich sehr unterschiedliche Resultate in Hinsicht auf einen biologischen Kontext.
In der Diskussion werden daher die Befunde zusammengefal3t, welche jeweils mit

einer Kategorie von Glycoepitopen in Verbindung stehen.

1 Wechselwirkung von vitalen neutrophilen Granulocyten und
isoliertem CEACAM1 mit Typ-1-Fimbrien aus E. coli

Symbiontische und pathogene E. coli-Stimme, die Mannose-spezifische Fimbrien
(Typ-1-Fimbrien) tragen, konnen sowohl nach Opsonisierung mit Serumkomponenten
von Phagocyten durch einen Komplement- bzw. Fc-Rezeptor aufgenommen werden
als auch durch einen von Opsoninen unabhingigen Proze3. Dieser Vorgang, die
Lectinophagocytose, wird durch die spezifische Interaktion von microbiellen Lectinen
und Glycanen auf Wirtszellen vermittelt (Ofek und Sharon, 1988). Bisher konnte nur
der auf neutrophilen Granulocyten exprimierte Komplex CR3 (Mac-1), der sich aus
den Integrinen CD11b und CD18 zusammensetzt, als Rezeptor fiir Mannose-sensitive
Typ-1-Fimbrien identifiziert werden (Gbahrah et al., 1991; Rodriguez-Ortega et al.,
1987). Der CD11b/CD18-Antigenkomplex verfiigt iiber N-Glycane, die zu 38% aus
High-Mannose-Glycanen bestehen (Asada et al., 1991).
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High-Mannose-Epitope wurden auf humanem CEACAMI1 durch Massenspektrometrie
nachgewiesen (Mahrenholtz et al., 1993). Es konnte gezeigt werden, dafl die High-
Mannose-Gruppen in der fiir CEACAMI1 spezifischen A2 Domiéne, proximal zur
Zellmembran, lokalisiert sind. Fiir verschiedene Mitglieder der CEA-Familie konnte in
ELISA-Experimenten die Bindung von Typ 1 fimbriierten Bakterien in Mannose-
sensitiver Weise nachgewiesen werden. Es handelt sich hierbei um die Bindung an
Antigene des CD66-Clusters, die aus humaner Milz, Lebermetastasen von humanen
Coloncarcinomen oder aus humaner Galle durch Perchlorsdureextraktion und
anschlieBende Affintitischromatographie (T84.1) gewonnen wurden (Leusch et al.,

1990; Leusch et al., 1991, Sauter et al., 1991).

In der vorliegenden Arbeit sollte die Wechselwirkung von CEACAMI1 mit Typ-1-
Fimbrien aus E. coli durch Experimente mit isoliertem CEACAMI1 aus Granulocyten
und an intakten Zellen nachgewiesen werden. Die Verfiigbarkeit der High-Mannose-
Epitope auf CEACAMI konnte durch Wechselwirkung mit dem Mannose-spezifischen

Lectin GNA (Galanthus nivalis agglutinin) nachgewiesen werden.

1.1 Mannose-spezifische Typ-1-Fimbrien binden in vitro an CEACAM1 aus

neutrophilen Granulocyten

Um zu demonstrieren, daf} die High-Mannose-Epitope auch im nativen Molekiil aus
Granulocyten fiir Mannose-spezifische Interaktionen zugidnglich sind, wurde
CEACAMI iiber das Mannose-spezifische Lectin GNA (Galanthus nivalis agglutinin)
affinitdtschromatographisch aufgereinigt. Im Eluat war nur CEACAMI1 vertreten,
nicht aber die anderen Mitglieder der CD66 Familie, die auf Granulocyten exprimiert
sind. Hierzu gehoéren auler CEACAMI1 auch CEACAM3 (CD66d, CGM1),
CEACAMG6 (CD66¢c, NCA) und CEACAMS (CD66b, CGM6). Auf diese Weise
konnte gezeigt werden, daB High-Mannose-Epitope spezifisch auf CEACAMI1
exprimiert werden und damit fiir Interaktionen mit extrazellulairen Mannose-

spezifischen Liganden zur Verfiigung stehen.
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Durch Bindung biotinylierter Typ-1-Fimbrien an CEACAM1 aus humanen
Granulocyten im Western Blot und Prézipitation von CEACAMI1 aus Loésung durch
immobilisierte Typ-1-Fimbrien konnte CEACAM]1 als Rezeptor fiir Typ-1-Fimbrien

identifiziert werden.

1.2 Die Bindung von Typ-1-Fimbrien an vitale humane Granulocyten kann
konzentrationsabhingig durch o-Mannoside und Clustermannoside inhibiert

werden

Zur Inhibition der Bindung biotinylierter Typ-1-Fimbrien an intakte Granulocyten
wurden monovalente Mannoside und synthetische trivalente Clustermannoside in
durchfluBcytometrischen Experimenten eingesetzt. Die Analyse der Bindung von Typ-
1-Fimbrien an neutrophile Granulocyten zeigte ein heterogenes Bindungsmuster der
Fimbrien an die Zellen; ca. 20-25 % der Zellpopulation wiesen keinerlei Bindung auf.
Das breite Verteilungsmuster in der Fimbrien-positiven Population wies auf starke
quantitative Unterschiede hinsichtlich der Adhésion der Fimbrien an einzelne Zellen
hin. Typ-1-Fimbrien binden an endstindige, nichtreduzierende a-Mannosylreste auf
Wirtszellen iiber ein Lectin, dem FimH-Protein. Es konnte gezeigt werden, daf} die
Bindung der Typ-1-Fimbrien an die Zellen durch verschiedene Mannose-enthaltende
Verbindungen in konzentrationsabhéngiger Weise inhibiert werden konnte. Dadurch
kann bestitigt werden, dall Typ-1-Fimbrien an die Zellen allein durch die
Wechselwirkung des fimbriellen Lectins, FimH, mit High-Mannose-exponierenden
Liganden auf den Zellen binden. Dieser Befund ist deshalb von Bedeutung, da somit
eine unspezifische Wechselwirkung zwischen den hydrophoben Proteinen des
dominierenden Strukturproteins, FimA, das etwa 98% der Fimbrienproteine ausmacht,
und der Zellmembran, ausgeschlossen werden kann. Das fimbrielle Lectin, das
interkalierend und an der Spitze der Typ-1-Fimbrien angeordnet ist, trdgt zu nur etwa
0,5 % zum fimbriellen Gesamtprotein bei (Krogfelt, 1990; Abraham et al., 1988;
Abraham et al., 1987).

Die Bindung der Typ-1-Fimbrien an zelluldre Rezeptoren hingt sowohl von der
Beschaffenheit der Rezeptoren ab als auch von der Feinstruktur des FimH Lectins.

Alle fimH Allele, die bisher untersucht wurden, codieren fiir fimbrielle Untereinheiten,
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die an trimere mannosidische Strukturen binden (Abraham et al., 1987). Um die
strukturellen Voraussetzungen fiir die Bindung des fimbriellen Lectins an seine
potentiellen Zielepitope analysieren zu konnen, wurden trivalente Clustermannoside
synthetisiert, die die dreidimensionale Struktur der natiirlichen zelluldren Rezeptoren
mimikrieren sollen. Im Gegensatz zu Neoglyoproteinen (z.B. BSA-Neoglycoproteine)
sind Clustermannoside chemisch exakt definiert. In den Inhibitionsstudien wurden
trivalente Clustermannoside eingesetzt, da fiir die Ligandenbindungstasche im
fimbriellen Lectin eine dreiteilige Struktur postuliert wird, in die ein Trisaccharid pal3t,
welches terminal einen nichtreduzierenden Mannosylrest exponiert (Sharon, 1987).
Fiir die Bindungsregion wird die Gegenwart hydrophober Aminosiurereste gefordert,
da Inhibitoren mit aromatischen Anteilen im Aglycon in niedrigeren Konzentrationen
wirksam waren als ihre Analoga ohne aromatische Anteile (Firon et al., 1982; Firon et
al., 1987; Sharon, 1987). In friitheren Studien wurden Clustermannoside verschiedener
Valenzen zur Inhibition der Bindung von Typ-1-Fimbrien an Meerschweinchen-
Erythrocyten eingesetzt (Lindhorst et al., 1998; Kotter et al., 1998). In diesem System
waren trivalente Clustermannoside die effektivsten Inhibitoren. Dieser Befund fiihrte
zur Synthese einer Reihe verschiedener trivalenter Clustermannoside, von denen der
effektivste fiir die Bindungsstudien von Typ-1-Fimbrien und Granulocyten in der
DurchfluBBcytometrie ausgewihlt wurde (Kétter et al., 1998). Methyl-a-D-Mannosid
diente als Standardinhibitor, auf den in der statistischen Auswertung die relativen
Inhibitionstiter der anderen Inhibitoren bezogen wurden. Zusitzlich wurden die
aromatischen Mannosederivate Benzyl-o-D-Mannosid und p-Nitrophenylmannosid
sowie zwei trivalente Clustermannoside, von denen die Verbindung 5 Phenylreste im
Aglycon enthielt, eingesetzt. Die peptidisch verbriickte Verbindung 6 verfiigte dagegen
nicht iiber aromatische Anteile. Die Synthesen der Clustermannoside wurden in der

Literatur beschrieben (Kotter et al., 1998; Lindhorst et al., 1998).

Die Konzentrationen der Inhibitoren, bei denen die Fimbrienbindung um 50%
reduziert war, waren wie folgt: 29,4 mmol fiir Methyl-a-D-Mannosid, 8,1 mmol fiir a-
D-Mannosid, 59,6 ymol fiir p-Nitrophenylmannosid, und 85 ymol fiir Benzyl-a.-D-
Mannosid. a-D-Glucose wurde bis zu einer Konzentration von 200 mmol getestet und
zeigte keinerlei Hemmung. Bei dem peptidisch verkniipften Clustermannosid 6 war die

Fimbrienbindung bei einer Konzentration von 8,9 ymol um 50 % herabgesetzt. Bei
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dem Clustermannosid 5§ betrug der entsprechende Wert 5,7 ymol. Die in der
DurchfluBcytometrie ermittelten relativen Inhibitionskonzentrationen sind mit den in
ELISA-Bindungsstudien bzw. Meerschweinchenerythrocyten-Agglutinationstests

erhaltenen Werten vergleichbar.

Wie der Vergleich der verschiedenen Inhibitoren zeigt, wiesen Benzyl-o-D-Mannosid
und p-Nitrophenylmannosid geringere Inhibitionskonzentrationen auf als der Standard-
Inhibitor Methyl-a-D-Mannopyranosid oder a-D-Mannose. Das Clustermannosid 5,
das Phenylgruppen im Aglycon enthilt, zeigte bessere inhibitorische Eigenschaften als
das Clustermannosid 6, das nicht iiber aromatische Anteile verfiigt. Es wird vermutet,
daf} die aromatischen Anteile der Inhibitoren iiber ihre rt-Elektronen mit hydrophoben
Aminosduren in der Bindungstaschenregion stabilisierend in Wechselwirkung treten

und damit die Interaktion stabilisieren.

Im Vergleich zum monovalenten Standardinhibitor Methyl-a-D-Mannosid sind die
Clustermannoside 5 und 6 um mehr als den Faktor 1.000 wirksamer bei der Inhibition
der Bindung der Typ-1-Fimbrien an neutrophile Granulocyten. Bezogen auf die molare
Konzentration der Mannosereste liegt die relative inhibitorische Konzentration der
Clustermannoside S und 6 um den Faktor 1720 bzw. 1101 niedriger als die des Methyl-
a-D-Mannosids. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, daf} die Oligosaccharide, die auf
granulocytiren Rezeptoren exponiert werden, eine #@hnliche dreidimensionale
Anordnung aufweisen, wie sie durch die Clustermannoside prédsentiert wird und daher
eine effiziente Bindung an die Typ-1-Fimbrien ermdglichen. Der Einsatz trivalenter
Clustermannoside zur Inhibition der Bindung von Typ-1-Fimbrien an Wirtszellen soll
nicht nur zur Entwicklung effizienter Inhibitoren dienen, sondern auch zur niheren
Definition der strukturellen Beschaffenheit der Mannosebindungstasche im fimbriellen

Lectin.

Wie die Inhibitionsstudien zeigen, scheint die Heterogenitit der Fimbrienbindung an
die Zellen nicht in dem Vorhandensein verschiedener Subpopulationen oder in der
unterschiedlichen Beschaffenheit der Rezeptoren auf den Zellen begriindet.
Moglicherweise liegt die Ursache in der differentiellen Oberflichenexpression

zelluldrer Rezeptoren auf den Granulocyten, die als Aktivierungsantigene nach
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Kontakt mit den Fimbrien zunehmend exprimiert werden konnten. CEACAMI1 gehort
zu Aktivierungsantigenen auf neutrophilen Granulocyten, die nach Kontakt mit
chemotaktischen Substanzen, z.B. fMLP (Formyl-Methionyl-Leucyl-Prolin) oder dem
Ionophor A23187, hochreguliert werden (Skubitz et al., 1992).

Es wurde gezeigt, dal humanes CEACAMI1 High-Mannose-Epitope prédsentiert und
die Bindung von Typ-1-Fimbrien an vitale Granulocyten allein durch Mannose-
enthaltende Verbindungen inhibiert werden kann. Durch elektronenmikroskopische
Aufnahmen und Kolokalisierungsstudien in der konfokalen Laser-Scanning-
Mikroskopie sollte weiter untersucht werden, ob die High-Mannose-Epitope auf

CEACAMI1 bei der Interaktion mit Typ-1-Fimbrien eine Rolle spielen.

1.3 Typ-1-Fimbrien werden durch humane Granulocyten internalisiert

Die Bindung gereinigter Typ-1-Fimbrien an vitale Granulocyten wurde nach
Einbettung der Zellen in Epon in der Elektronenmikroskopie untersucht. Von
Silverblatt et al. konnte gezeigt werden, dal} fimbriierte Bakterien aus klinischen
Isolaten und Laborstimmen in Abwesenheit von Serumkomponenten (Opsoninen) mit
Leukocyten assoziieren und endocytiert werden (Silverblatt et al., 1979; Silverblatt
und Ofek, 1983). Die Aufnahme der Bakterien in die Zellen zeigte sich abhiingig von
der Expression der Fimbrien und war in Gegenwart einer 0,1 M a-D-Mannoselosung
deutlich zu reduzieren. Aus diesen und anderen Befunden wurde die Hypothese der

Lectinophagocytose entwickelt (s.o.).

In den elektronenmikroskopischen Aufnahmen konnte gezeigt werden, dal} isolierte
Typ-1-Fimbrien mit der Plamamembran der Granulocyten assoziieren, und dall Typ-1-
Fimbrien durch Invaginationen der Zellmembran in intrazelluldre Vakuolen
aufgenommen werden. Die Aufnahme der Fimbrien durch Invagination der
Zellmembran in intrazelluldre Vakuolen konnte bereits nach 10 min. Inkubation der
Granulocyten mit Typ-1-Fimbrien beobachtet werden. Mit fortschreitender Inkubation
verdnderte sich die Zellform; die Zellen entwickelten zunehmend Pseudopodien, was

zu einer Streckung der Zellen fiihrte. Es konnte auch die Bildung von Zellaggregaten
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beobachtet werden, wie sie im Zusammenhang mit Phagocytoseprozessen beschrieben

wurde (Henricks et al., 1984).

1.4 Typ-1-Fimbrien und CEACAMI1 kolokalisieren wihrend des

Phagocytoseprozesses

Unter identischen experimentellen Bedingungen wie fiir die Elektronenmikroskopie
wurden neutrophile Granulocyten mit Typ-1-Fimbrien inkubiert. Anschlieend wurde
die Expression von CEACAMI und die Lokalisierung der Typ-1-Fimbrien in der

konfokalen Laser-Scanning-Mikroskopie untersucht.

Die Internalisierung der Typ-1-Fimbrien sowie das Lokalisierungsmuster von
CEACAMI1 wurde iiber einen Zeitraum von 40 min. verfolgt. Zu Beginn der
Beobachtungen, nach 1 min. Inkubation der Zellen mit Typ-1-Fimbrien, konnte
zunédchst nur CEACAMI1 auf den Granulocyten detektiert werden; besonders auffillig
war die starke Expression von CEACAMI1 an den Zellpolen sowie in Bereichen der
Plasmamembran. Nach 5 min. Inkubation konnte eine starke Bindung der Typ-1-
Fimbrien an die Zellen detektiert werden; eine eindeutige Zuordnung zu definierten
Arealen in den Zellen war jedoch nicht moglich. Eine Kolokalisation konnte nur im

Phasenkontrast an Kontaktzonen zwischen einzelnen Zellen nachgewiesen werden.

Die erste Kolokalisierung beider Antigene konnte nach 10 min. detektiert werden, und
zwar in den Bereichen der Zellpole und der Zellmembran; dieses waren Bereiche, in
denen in der Einzelfarbung auch eine starke Expression von CEACAMI1 gefunden
wurde. Typ-1-Fimbrien in den Zellen waren hier nur an den Zellkappen nachzuweisen.
Nach 20 min. war eine deutliche Zunahme der Kolokalisierung beider Antigene, vor
allem im Bereich der Membran, zu beobachten. Zusitzlich waren einige Zellaggregate
zu erkennen. Dieses entspricht im Wesentlichen auch dem Befund nach 30 und 40 min.
Inkubation der Granulocyten mit den Typ-1-Fimbrien. Auffillig war die Heterogenitét

der Kolokalisierungsphdnomene in der Population.
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In Verbindung mit den in der Durchflulcytometrie erhaltenen Daten, in denen die
CEACAMI1-Expression nach Inkubation neutrophiler Granulocyten mit Typ-1-
Fimbrien untersucht wurde, ist es interessant, dal die Oberflichenexpression von
CEACAMI nach 20 min. langsam absinkt und nach 40 min. ein Minimum erreicht hat.
In diesem Zeitintervall ist auch die Kolokalisierung beider Antigene in der konfokalen

Laser-Scanning Mikroskopie am intensivsten.

Zusammenfassend lassen sich die erhaltenen Befunde so interpretieren, dal} es
moglicherweise zwei verschiedene Phagocytoseprozesse fiir Typ-1-Fimbrien durch
Granulocyten gibt, an der unterschiedliche Rezeptoren beteiligt sein konnen. Weiterhin
1aBt sich schluBfolgern, dal es mindestens zwei verschiedene Rezeptoren fiir Typ-1-
Fimbrien auf Granulocyten gibt, denn Zellen, die sich sowohl durch den Nachweis von
Typ-1-Fimbrien als auch CEACAMI1 anfidrben lassen, zeigen nicht immer
Kolokalisierungsphdnomene fiir beide Antigene. Die Kolokalisierung ist auf eine

Subpopulation der Zellen begrenzt.

2 Experimentelles Modell zur Metastasierung humaner Tumoren in
scid-Méusen

In einem scid-Maus-Modell wurde die Expression von CEACAMI1 und der a-2,3-
Sialyltransferase, die an der Synthese von Sialyl-Lewis*-Epitopen beteiligt ist, nach
Transplantation der humanen Coloncarcinom-Zellinien HT29 und HT29mdr
verglichen. Im Mittelpunkt stand die Frage, ob CEACAMI, das Sialyl-Lewis"-
Gruppen trdgt, in Tumoren der metastasierenden Zellinie HT29 ein anderes
Expressionsmuster aufweist als die nicht metastasierende Zellinie HT29mdr. Ferner
war zu untersuchen, ob CEACAMI1 ein mogliches Substrat fiir die o-2,3-
Sialyltransferase ist, d.h. dall die Expression von CEACAM1 mit der Expression der

a-2,3-Sialyltransferase korreliert.

In den immunhistochemischen Experimenten konnte in den metastasierenden
entdifferenzierten HT29-Tumoren eine diffuse Expression von CEACAMI

nachgewiesen werden. In diesen Tumoren gab es eine diffuse Expression von

148



Diskussion

CEACAMI1 sowie Areale, in denen keine Reaktion mit dem anti-CEACAMI-
Antikorper 4D1/C2 zu detektieren war. Im Gegensatz dazu konnte in den hoher
differenzierten HT29mdr-Tumoren, deren Gewebestruktur der eines Darmepithels
dhnelt, eine prominente apikale Farbung in tubulédren Strukturen nachgewiesen werden.
Im humanen Colon stellt sich die Expression von CEACAM1 vergleichbar dar (Prall et
al., 1996; Fringsmyr et al., 1995). Die Expression von CEACAMI1 war in den
metastasierenden HT29-Tumoren quantitativ hoher als in den nichtmetastasierenden
HT29mdr-Tumoren. In Lungenmetastasen der HT29-Tumoren war das Bindungs-
muster des anti-CEACAM1-Antikorpers 4D1/C2 mit dem in den Primirtumoren

identisch.

Die Expression von Sialyl-Lewis*-Epitopen wurde mit dem anti-Sialyl-Lewis"-
Antikorper 2HS untersucht. Die Bindung des Antikorpers war in den metastasierenden
Tumoren intensiver als in den differenzierten, nichtmetastasierenden Tumoren. In den
HT29-Tumoren war wie fiir CEACAMI1 eine diffuse Farbreaktion erkennbar; Mucus-
produzierende Zellen lieBen sich mit dem anti-Sialyl-Lewis™-Antikorper vollstindig
anfirben. Zellen mit einem dhnlichen Farbemuster waren in den HT29mdr-Tumoren
nicht nachzuweisen. In den HT29-Tumoren waren ferner zahlreiche intrazellulédre
Granulae positiv fiir Sialyl-Lewis*-Epitope. Diese Sialyl-Lewis*-Epitope enthaltenden
Granulae waren ebenfalls in den HT29mdr-Tumoren zu detektieren, jedoch in einem
deutlich geringerem Umfang. Die Verteilung der Expression der Sialyl-Lewis*-Epitope
in den Lungenmetastasen entsprach dem Bild, das in den Primértumoren erhalten

wurde.

In beiden Tumorspezies und in den Lungenmetastasen der HT29-Tumoren konnte in
der seriellen Doppelfiarbung eine Kolokalisierung von CEACAMI1 und Sialyl-Lewis*-
Epitopen dargestellt werden. In den nichtmetastasierenden HT29mdr-Tumoren war die
Koexpression von CEACAMI1 und Sialyl-Lewis*-sehr deutlichan der apikalen Seite
der Lumina zu detektieren. Isolierte Sialyl-Lewis*-Epitope traten nur schwach im
Cytoplasma vereinzelter Zellen auf. In den metastasierenden HT29-Tumoren und den
Lungenmetastasen war in der Doppelfiarbung die gleiche diffuse Reaktion erkennbar,

die auch in den Einzelfdarbungen aufgetreten war. Im Gegensatz zu den HT29mdr-
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Tumoren sind deutliche intrazelluldre Farbreaktionen durch den anti-Sialyl-Lewis®-

Antikorper nachweisbar.

Die Analyse der Expression der a-2,3-Sialyltransferase und CEACAMI1 auf mRNA-
Ebene fiihrte zu dem Ergebnis, daf die a-2,3-Sialyltransferase im Vergleich zu den
Zellinien HT29 und HT29mdr in den Tumoren iiber ein niedrigeres Expressionsniveau
verfiigt. In den untersuchten Spezies war jeweils eine Bande zu detektieren, die einer
Messenger-Grofle von ca. 2,0 kb entsprach, wie sie in der Literatur beschrieben ist
(Sasaki et al., 1994). Die Intensitit des Signals ist in den HT29mdr-Tumoren geringer
als in den HT29-Tumoren. Dieses korreliert mit den aus der Immunhistochemie
erhaltenen Daten, in denen die Sialyl-Lewis™-Expression in den HT29-Tumoren stérker
ist als in den HT29mdr-Tumoren. Fiir CEACAM1 ergab sich in der HT29-Zellinie eine
hohere Expression als in den abgeleiteten Tumoren; in den HT29mdr-Zellen war
dagegen nur ein sehr schwaches Signal zu detektieren. In den HT29mdr-Tumoren war
die Intensitdt der Signale fiir den CEACAMI1-Messenger geringer als in den
metastasierenden HT29-Tumoren. Die Signale entsprachen mit einer relativen
Messenger-GoBe von 3,9 kb dem Haupttranskript des CEACAM1-Gens (Barnett et al.,
1989). Diese Daten korrelieren mit den Ergebnissen aus den immunhistochemischen
Untersuchungen, in denen in den metastasierenden HT29-Tumoren eine stirkere
Expression von CEACAMI1 als in den nichtmetastasierenden HT29mdr-Tumoren

nachzuweisen war.

In den Western Blots, in denen die Proteinextrakte der HT29- und HT29mdr-Tumoren
untersucht wurden, konnten mit dem anti-CEACAM1-Antikérper 4D1/C2 und anti-
Sialyl-Lewis*-Antikorpern stirkere Signale in den HT29-Tumoren erhalten werden als

in den HT29mdr-Tumoren.

Zusammenfassend 14Bt sich aus diesen Befunden ableiten, daB CEACAMI in den
metastasierenden Tumoren im Vergleich zu den HT29-Zellinien auf mRNA-Ebene
herunterreguliert ist. Dieses ist vergleichbar mit den Daten, die fiir humane
Coloncarcinome erhalten wurden (Neumaier et al., 1993). Dagegen kommt es bei den
nichtmetastasierenden HT29mdr-Tumoren im Vergleich zu den HT29mdr-Zellinien zu

einer Heraufregulation der CEACAMI1-Expression. Die Intensitédt des Signals ist in
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den differenzierten HT29mdr-Tumoren, die ein distinktes Farbemuster fiir CEACAM1
in der Immunhistochemie gezeigt haben, niedriger als in den entdifferenzierten HT29-
Tumoren. Die Expression der a-2,3-Sialyltransferase ist in allen Tumorspezies im
Vergleich zu den Zellinien herabreguliert. Auf Proteinebene konnte eine stirkere
Expression von CEACAMI und Sialyl-Lewis*-Epitopen fiir die metastasierenden
HT29-Tumoren gefunden werden als fiir die nichtmetastasierenden HT29mdr-

Tumoren.

Aufgrund der Kolokalisierung in der Immunhistochemie kénnte CEACAMI als ein
Substrat fiir die a-2,3-Sialyltransferase in Frage kommen. Ferner korrelieren die
quantitativen Verhédltnisse der Expression von CEACAMI1 und der a-2,3-
Sialyltransferase bzw. den Sialyl-Lewis*-Epitopen in den HT29- und HT29mdr-
Tumoren in allen Untersuchungen. Um letztendlich kldren zu konnen, ob CEACAMI1
ein Trager von Sialyl-Lewis™-Epitopen in HT29- und HT29mdr-Tumoren ist, miissen
die Proteinrohextrakte der Tumorspezies liber Affnitdtschromatographie mit einem
CEACAMI1-spezifischen Antikorper aufgereinigt werden. Weiterhin wére zu
untersuchen, ob andere Enzyme, die an der Synthese von Sialyl-Lewis*-Determinanten
beteiligt sind, z.B. andere Isoformen der «a-2,3-Sialyltransferase oder
Fucosyltransferasen, eine Dysregulation in experimentellen Tumormetastasierungs-

modellen zeigen.

Ein direkter Zusammenhang zwischen CEACAM1-Expression und der Metastasierung

von HT29-Tumoren kann aus diesen Experimenten nicht abgeleitet werden.

3 CEACAMI1 stimuliert die Chemotaxe humaner Endothelzellen

Aus Granulocyten isoliertes CEACAMI1 wurde in Chemotaxe-Experimenten mit
humanen Endothelzellen eingesetzt. Es stellte sich heraus, daB CEACAMI in
konzentrationsabhédngiger Weise zur Stimulation der Migration der Endothelzellen
fiihrt, in gleichem Malle wie der vaskuldre endotheliale Wachstumsfaktor (VEGF),

einem potenten Induktor der Angiogenese (Veikkola und Alitalo, 1999). Bei
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Verwendung des anti-CEACAM1-Antikorpers 4D1/C2 und des anti-Sialyl-Lewis®-
Antikorpers 2HS konnte die Migration der Zellen auf ein Niveau reduziert werden, das
dem der Negativkontrolle entsprach, in der nur Zellkulturmedium als ,,Stimulans*
zugegeben wurde. Das ldft den RiickschluB zu, daBl die durch CEACAMI
prasentierten Sialyl-Lewis® Epitope einen Beitrag zu der chemotaktischen Wirkung
von CEACAMI1 leisten. Die Ursache fiir die inhibitorische Wirkung des anti-
CEACAMI1-Antikorpers 4D1/C2 kann einerseits darin liegen, dal der Antikdrper zum
Teil fiir CEACAMI1 spezifische Kohlenhydratstrukturen erkennt. Dieses wiirde den
Ergebnissen der Deglycosylierungsexperimente entsprechen, in denen 4D1/C2 auch
unvollstindig verdaute Formen von CEACAMI1 erkennt, dagegen aber schwach mit
der vollstindig deglycosylierten Form reagiert. Im Gegensatz dazu reagiert T84.1, der
an die N-terminale Doméine der Molekiile des CD66 Clusters bindet, ausschlieBlich
mit der vollstindig verdauten Form und der intakten Form von CEACAMI. Daher
konnte CEACAMI an zwei verschiedene Rezeptoren auf Endothelzellen binden,
ndmlich an E-Selectin iiber die Sialyl-Lewis™- oder Lewis*-Determinanten und an einen

unbekannten Rezeptor, der mit dem Proteinanteil von CEACAMI interagiert.

Wurden steigende Konzentrationen CEACAMI1 mit jeweils konstanten
Konzentrationen von 4D1/C2 oder 2H5 inkubiert, kam es zu einer
konzentrationsabhdngigen Verminderung des migrativen Verhaltens der Zellen. Diese
Inhibition konnte durch Zugabe steigender Konzentrationen von CEACAMI revertiert
werden. Diese Befunde unterstreichen die funktionelle Bedeutung der Sialyl-Lewis*-

Epitope, die durch CEACAMI1 prisentiert werden.

Um die Korrelation zwischen der Induktion der Angiogenese und CEACAMI1
darzustellen, wurden die aus Endothelzelliiberstinden gewonnenen Formen im
Western Blot untersucht. Fiir die Chemotaxe-Assays stand zu Beginn der Experimente
nur CEACAMI1 in ausreichender Menge und Reinheit zur Verfiigung, das aus
Granulocyten aufgereinigt worden war. Nach Aufreinigung von
Endothelzelliiberstinden durch T84.1 Affinititschromatographie konnten zwei
Isoformen von CEACAMI1 durch den mAb 4D1/C2 identifiziert werden, mit relativen
Molekulargewichten von 120 kD bzw. 50 kD, von denen die 50 kD-Form starke

Reaktivitit mit dem anti-Sialyl-Lewis*- Antikorper 2HS zeigte. Dal} beide Formen von
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Endothelzellen sezerniert werden, erinnert an die Sekretion von VEGF durch
Tumorzellen, die dann parakrin an die VEGF-Rezeptoren 1 und 2 im benachbarten
vaskuldren Endothel binden (Ferrara et al., 1992; Ferrara et al., 1993; Morishita et al.,
1995). Im Fall der sialylierten Form konnte diese an E-Selectin auf Endothelien im
angrenzenden Gewebe adhirieren und so die Proliferation der Endothelzellen
stimulieren. Fiir CEACAMI1 aus humanen Granulocyten konnte im Rahmen dieser
Arbeit die Interaktion mit rekombinantem E-Selectin in vitro durch
Immunprézipitation gezeigt werden. Die erhaltenen Daten konnen auf folgende in

vivo-Situationen libertragen werden:

In entziindeten Geweben kommt es zur verstirkten Expression von E-Selectin auf
Endothelzellen. Dieses erleichtert die Adhésion neutrophiler Granulocyten iiber den E-
Selectin-Liganden CEACAMI1 an das aktivierte Endothel und die anschliefende
Migration der Zellen durch die GefdBwand, die durch einen chemotaktischen
Gradienten und die Expression von Adhédsionsmolekiilen und ihren Rezeptoren
gesteuert wird. CEACAMI1 konnte in diesem Zusammenhang nicht nur zur Adhésion
der Zellen an das Endothel beitragen, sondern auch ihre Motilitdt beeinflussen.
Vergleichbare Zelladhédsions- und Zellwanderungs-Ereignisse sind auch an der
Angiogenese beteiligt, wie sie im Verlauf von Entziindungsprozessen und der
Etablierung primirer Tumoren und Metastasen auftritt. In Hinsicht auf die Bedeutung
von CEACAMI bei der GefidBneubildung ist interessant, dal CEACAMI in Geféllen
humaner Tumoren exprimiert wird, jedoch nicht in groBeren etablierten Gefédllen in
gesunden Geweben (Prall et al., 1996). Da eine von Endothelzellen sezernierte Form
von CEACAMI1 Sialyl-Lewis™-Epitope exprimiert, ist eine Interaktion mit E-Selectin
auf angrenzenden Endothelien moglich, wodurch proliferative Signale an
Endothelzellen iibertragen werden konnen. Es konnte gezeigt werden, da} Sialyl-
Lewis*-Epitope direkt an Kapillarbildungsprozessen beteiligt sind und daf} diese durch
Applikation von Sialyl-Lewis*-Analoga unterbunden werden kénnen (Nguyen et al.,
1993; Ogawa et al., 1994). Da iiber die Signaltransduktion von E-Selectin selbst wenig
bekannt ist, bleibt unklar, welche zelluldaren Mechanismen der proliferativen Wirkung

von E-Selectin-Liganden, z.B. CEACAMI1, zugrunde liegen.
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Zusammenfassung

Zielsetzung dieser Arbeit war es, die auf dem humanen Zelladhdsionsmolekiil
CEACAMI1 exprimierten Glycane zu charakterisieren und anschlieBend ihre

biologische Funktion niher zu definieren.

Durch Immunoblotting und Lectinaffinitdtschromatographie wurden High-Mannose-
Epitope, Lactosaminoglycane sowie Lewis® und sialyl Lewis*-Epitope auf CEACAMI1

aus humanen Granulocyten identifiziert.

Auf intakten neutrophilen Granulocyten und in Western Blot Analysen konnte
CEACAMI1 als Rezeptor fiir Mannose-sensitive Typ-1-Fimbrien aus E. coli
identifiziert werden. In elektronenmikroskopischen Untersuchungen und Aufnahmen
in der konfokalen Laser-Scanning Mikroskopie wurde gezeigt, dal3 Typ-1-Fimbrien
durch vitale Granulocyten internalisiert werden. Ferner wurde die Mannose-sensitive
Adhidsion von Typ-1-Fimbrien durch monovalente a-Mannoside und trivalente
Clustermannoside in konzentrationsabhingiger Weise spezifisch inhibiert. Die
synthetischen trivalenten Clustermannoside zeigten eine mehr als tausendfach hohere
inhibitorische Potenz als die getesteten monovalenten Glycoside und der

Standardinhibitor Methyl-a-D-Mannosid.

Durch Untersuchungen in der konfokalen Laser-Scanning-Mikroskopie konnte durch
die Kolokalisation von CEACAMI1 mit Typ-1-Fimbrien aus E. coli gezeigt werden,
dal CEACAM1 ein Rezeptor fiir Typ-1-Fimbrien ist.

In einem experimentellen Tumormetastasierungsmodell wurde die Expression von
CEACAMI1 und der a-2,3-Sialyltransferase bzw. Sialyl-Lewis*-Epitopen in der
metastasierenden humanen Coloncarcinomzellinie HT29 und der
nichtmetastasierenden Zellinie HT29mdr und den hiervon abgeleiteten Tumoren in
scid-Mdausen untersucht. Fiir CEACAM]1 und Sialyl-Lewis*-Epitope bzw. der a-2,3-
Sialyltransferase konnte in immunhistochemischen, molekularbiologischen und
proteinchemischen Untersuchungen eine hohere Expression in den metastasierenden

HT29-Tumoren im Vergleich zu den nichtmetastasierenden HT29mdr-Tumoren
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gefunden werden. Direkte Hinweise darauf, dal CEACAMI1 als Triger von Sialyl-
Lewis*-Epitopen bei dem Metastasierungsprozell eine Rolle spielt, miissen durch

zukiinftige Untersuchungen belegt werden.

CEACAMI1 aus Granulocyten konnte durch Immunprézipitation als Ligand fiir E-
Selectin identifiziert werden. In Migrationsexperimenten mit humanen Endothelzellen
zeigte CEACAMI, das aus neutrophilen Granulocyten aufgereinigt worden war,
chemotaktische Eigenschaften, die mit denen des vaskuldren Wachstumsfaktors
(VEGF) vergleichbar waren. Die Migration der Endothelzellen konnte signifikant
durch den Einsatz monoklonaler anti-CEACAMI- oder anti-Sialyl-Lewis™- Antikorper
gehemmt werden. Im Endothel werden zwei 16sliche Formen von CEACAMI
synthetisiert, die aus Zellkulturiiberstinden durch Affinititschromatographie iiber den
anti-CEACAM1-Antikorper T84.1 isoliert wurden. Die kleinere der Isoformen, die
iber ein Molekulargewicht von ca. 50 kD verfiigt, exprimiert Sialyl-Lewis*-Epitope.
Dieses impliziert, daB CEACAMI1 nicht nur an der Adhision neutrophiler
Granulocyten an E-Selectin auf aktivierten Endothelzellen, sondern auch an

Zellwanderung und Zelladhision in friihen Stadien der Angiogenese beteiligt ist.
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Summary

In this thesis, glycans of the cellular adhesion molecule CEACAMI1 were to be defined

and their biological function was to be elucidated.

Amongst the glycostructures displayed on CEACAMI1 isolated from human
neutrophilic granulocytes, high-mannose, lactosaminoglycans, Lewis® and sialyl
Lewis® antigens were defined in immunoblotting and lectin affinity chromatography

procedures.

On vital neutrophilic granulocytes and in Western blot analysis, CEACAM]1 proved to
be a cellular receptor for mannose-sensitive type 1 fimbriae from E. coli. In electron
microscopy and confocal laser-scanning microscopy, type 1 fimbriae were shown to be
subjected to phagocytosis. Furthermore, mannose-sensitive adhesion of fimbriae to
neutrophilic granulocytes was inhibited specifically by monovalent and trivalent o.-
mannosides in a concentration dependent manner. Synthetic trivalent cluster
mannosides exhibited an inhibitory potency which exceeded that of monovalent
glycosides and the reference inhibitor methyl a-D mannoside by a factor greater than

1000.

In an experimental model, the metastasising potential of the human colonic carcinoma
cell lines HT29 and HT29mdr was investigated. In solid tumours established in scid
mice, expression of CEACAMI1, a-2,3-sialyltransferase and sialyl Lewis® epitopes
was analysed by immunohistochemical, molecular biological and biochemical
procedures. In general, CEACAMI1-expression and the expression of a-23-
sialyltransferase or sialyl Lewis™ epitopes, respectively, was shown to be up-regulated
in metastasising HT29-tumours in comparison to the non-metastasising HT29mdr-
tumours. Direct evidence for CEACAMI as a carrier of sialyl Lewis™ epitopes in
metastasising tumours and a resulting positive correlation with their metastasising

potential will need further investigation.
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CEACAMI isolated from neutrophilic granulocytes proved to be a ligand for E-
selectin. In migration experiments using human dermal microvascular endothelial cells
(HDMEC), CEACAMI1 exhibited chemotactic qualities that were comparable to those
of VEGF (vascular endothelial growth factor). Migration of endothelial cells could be
inhibited significantly by monoclonal antibodies directed against CEACAMI or sialyl
Lewis® epitopes, respectively. From the culture medium of endothelial cells, two
soluble forms of CEACAMI1 were isolated by affinity chromatography using
immobilised anti-CEACAMI1 antibody T84.1. The smaller of the two forms, a 50 kD
glycoprotein, showed strong reactivity with anti-sialyl Lewis™ antibody. These results
indicate that CEACAM1 may not only promote adhesion of neutrophilic granulocytes
to E-selectin on activated endothelia but may also induce endothelial cell migration in

early stages of angiogenesis.
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Anhang: Gefahrenstoffe

Gefahrenstoffe

Die Sicherheitsdaten fiir die Gefahrenstoffe wurden Chemikalienkatalogen sowie

Sicherheitsdatenbanken (Merck) entnommen.

Gefahrstoff/Symbol/ R-Sétze S-Satze

besondere Hinweise
-Mercaptoethanol (T,N) 24-20/22-41-37/38 53-45-26-36/37/39
Acrylamid- 45-46/23/24/25 53-36/37-45
/Bisacrylamidlosung (T)
BCIP (T) 61-20/21-36 53-45
Bleinitrat (T) 20/22 33-62 53-45
Chloroform (Xn) 22-38-40-48/20/22 36/37
DAB (T) 22-36/37/38 26-26-22
Ethidiumbromid (T+) 22-26-36/37/38-40 26-28.2-36/37-45
Formaldehyd (T) 23/24/25-34-40-43 26-36/37/39-45
Formamid (T) 61 53-24/25-37-45
Glycidether (Epon) (Xi) 37/38/39 -
Methanol (F,T) 11-23/25 7-16-24-45
Natriumazid (T+) 28-32 28.1-45
NBT (T) 61-20/21-36 53-45
NiSO, (Xn) 22-40-42/43 22-36/37
OPD (T) 45-20/21/22-36/37/38-43 45-26-36/37/39
Phenol (T) 25/25-34 28.6-45
PMSF (T) 26/27/28-34-5 45-36/37/39-22
Radioaktiv markierte Der Umgang mit offenen radioaktiven Stoffen
Nucleotide (PP ydCTP) | erfolgte gemi der Strahlenschutzverordnung vom

30.06.1989.

SDS (Xn) 22-36/38 -
Uranylacetat (T+) 26/28-33 20/21-45
Xylol (Xn) 10-20/21-38 25
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