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1 Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Implantation und Entwicklung der humanen Plazenta

Oberstes Gebot fiir die menschliche Blastozyste ist der schnelle und storungsfreie Zugang
an das miitterliche Gewebe. Die Zeitspanne zwischen der erfolgreichen Befruchtung und
einer moglichen Einbettung in das Endometrium ist jedoch begrenzt und wird als
,Implantationsfenster” bezeichnet. Der ideale Zeitraum fiir diesen Vorgang liegt zwischen
dem fiinften und siebten Tag post conceptionem (p.c.) (Hustin & Franchimont 1992,
Kliman & Feinberg 1992). Am vierten Tag p.c. erreicht die Blastozyste das Uteruslumen.
Zu diesem Zeitpunkt besteht sie aus einer Fruchthohle mit zwei sich voneinander
abgrenzenden Zellhaufen, dem Embryoblasten und dem Trophoblasten. Der Embryoblast,
aus dem spiter der Embryonalkorper entsteht, befindet sich zentral. Der Trophoblast
dagegen, aus dem sich die Plazenta und das Chorion entwickeln, liegt auflen und

umschliet die Blastozystenhdhle.

Der Implantationsvorgang an sich ist von verschiedenen dufleren Faktoren abhiingig, so z.
B. von einer erfolgreichen Entwicklung des Corpus luteums und von einer ausreichend
hohen Progesteron-Produktion (Critchley et al. 1990). Auch die Reduzierung des
elektronegativen Potentials an der apikalen Seite der oberflichlich gelegenen Epithelzellen
des Endometriums sowie das Vorhandensein von verschiedenen Zuckern wie
beispielsweise Fucose, Galactose und Acetylgalactosaminyl spielen eine wichtige Rolle bei
der Einnistung der Frucht. Schon bevor es zu einem ersten Kontakt des Embryos mit dem
miitterlichen Gewebe kommt, beginnen sich die endometrialen Bindegewebszellen der
Funktionalisschicht unter dem hormonellen Einflu von Progesteron in die sog. Dezidua
umzuwandeln. Die Zellen werden grofler, nehmen eine polygonale, epitheloide Gestalt an
und beginnen, verstérkt Lipide und Glykogen einzulagern (Kiihnel 1999). Die Dezidua hat
die Aufgabe, das invasive Wachstum der Trophoblasten durch die Ausbildung einer
physikalischen Barriere und durch die Schaffung eines bestimmten lokalen Zytokinmilieus
zu kontrolllieren (Jansen et al. 1985, Aplin 1991, Graham & Lala 1992, Hustin &
Franchimont 1992, Clark 1993, Kliman 2000).

Der Implantationsort ist in den meisten Féllen die mittlere fundusnahe Korpusriickwand,

wobei sich der Embryonalpol dem Endometrium zuerst anheftet. Wihrend des Vorgangs
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der Einnistung wandelt sich der auflen liegende einschichtige Trophoblast iiberall dort, wo
er in Kontakt mit dem miitterlichen Gewebe tritt, zu Synzytium um, so dass nun zwei
verschiedene Trophoblastformen entstehen: der Zyto- und der Synzytiotrophoblast.
Letzterer entsteht nicht durch eigene Kern- mit nachfolgender Zellteilung, sondern nur
durch Nachschub aus dem sich teilenden Zytotrophoblasten, so dass sich eine vielkernige,
das endometriale Stroma invasiv durchdringende, Zellmasse bildet, die am

Implantationspol als besonders dick imponiert (Kaufmann 1997).

Die Implantation wird als abgeschlossen bezeichnet, sobald sich die Blastozyste
vollstindig in das endometriale Bindegewebe eingenistet, und das Endometriumepithel
sich wieder iiber der Frucht geschlossen hat. Dies findet etwa um den 12. Tag p. c. statt.

Noch vor Beendigung des Implantationsvorgangs beginnt die Entwicklung der Plazenta.
Ungefidhr um den achten bis neunten Tag p. c. herum beginnen sich im
Synzytiotrophoblasten am Implantationspol eine Vielzahl von miteinander konfluierenden
Lakunen zu bilden. Die in diesem Bereich noch erhaltenen synzytiotrophoblastdren Anteile
werden nun als Trabekel bezeichnet. Zwischen ihnen und der Blastozystenhohle befindet
sich jetzt die primire Chorionplatte, von der aus ab dem 12. Tag p. c. die Trabekel vom
Zytotrophoblasten zentral ausgehohlt werden. Zu diesem Zeitpunkt sind die im
Endometrium befindlichen GefiBle durch das immer weiter fortschreitende invasive
Wachstum des Synzytiotrophoblasten so angegriffen, dass aus ihnen nun miitterliches Blut
austritt und sich in die Lakunen zwischen den Trabekeln ergiesst. Dies bedeutet den
Anschluss des fetalen an das miitterliche Blut und sogleich auch eine deutliche
Verbesserung der Erndhrung des Trophoblasten, die nun, bedingt durch die relativ grof3e
Kontaktoberfliche der Trabekel mit dem Blut der Mutter, entscheidend gesteigert wird.
Dies fiihrt zu einer verstirkten Synzytiotrophoblastbildung, aufgrund derer es am 13. bis
14. Tag p. c. zu einer Lateralaussprossung von Primidrzotten kommt, die auch als
Chorionzotten bezeichnet werden. Die Trabekel werden nun zu primdren Stammzotten.
Das das miitterliche Blut enthaltende Lakunensystem wird ab jetzt zum sog. intervillésen
Raum. An das Primérzottenstadium schlieBt sich ab dem 15. Tag p. c. das
Sekundirzottenstadium an, welches durch aus extraembryonalem Mesoderm in die Zotten
einwachsendes Mesenchym charakterisiert ist. Der basale Anteil der Zotten wird dabei
ausgespart und bildet fortan die sog. Anker- oder Haftzotten. Innerhalb des

Mesenchymkerns bilden sich etwa ab dem 18. Tag p. c. Kapillaren aus, die den Beginn des
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Tertidrzottenstadiums darstellen. Ab dem 21. Tag p. c. ist sowohl die Tertidrzottenbildung
als auch die Kapillarbildung abgeschlossen, und die embryonale Blutzirkulation setzt ein.
Das morphologische Bild der Zotten ist demnach charakterisiert durch einen
mesenchymalen Kern mit Kapillaren und funktionierender Blutzirkulation, einer diinnen,
meist durchgehenden Schicht aus teilungsaktivem villosem Zytotrophoblasten und einer
dicken, den Zotten auflen anliegenden, synzytiotrophoblastidren Zellschicht (Aplin 1991,
Jauniaux et al. 1992, Kaufmann 1997, Stauber & Weyerstahl 2001).

Ab der 14. Woche p. c. hat die Plazenta zwar noch nicht ihre terminale Grof3e, aber ihre
endgiiltige Struktur erreicht und ist somit in der Lage, ihre Hauptaufgabe als
Stoffwechselorgan ersten Ranges mit einer inneren Oberfliche von rund 12,5 m?’
einzunehmen. Hierbei steht die Austauschfunktion an erster Stelle. Weitere wichtige
Aufgaben sind die Bildung von Hormonen wie z. B. hCG (humanes
Choriongonadotropin), hPL (humanes Plazentalaktogen) und Steroidhormone, die
Regulation des Sidure-Basen-Haushaltes und die immunologische Schutzfunktion. Die sog.
Plazentaschranke, die als Trennschicht zwischen dem kindlichen und dem miitterlichen
Blutkreislauf besteht, wird bis zu der 16. Woche p. c. aus Endothel und Basalmembran der
fetalen Blutgefdfle, dem mesenchymalen Zottenkern und sowohl von Zyto- als auch von
Synzytiotrophoblast gebildet. Da die Zellschicht des Zytotrophoblasten im Laufe der
weiteren Entwicklung jedoch kontinuierlich abgebaut wird, legen sich Teile der kindlichen
Kapillaren direkt an den Synzytiotrophoblasten an, so dass der Stoffaustausch zwischen
miitterlichem und kindlichem Blut deutlich erleichtert wird. Aufgrund der Tatsache, dass
sich in der menschlichen Plazenta eine choriale Trennschicht zwischen fetalem und
mitterlichem Blut befindet, wird die Plazenta auch als ,hamochorial®“ bezeichnet

(Schiebler & Kaufmann 1997, Stauber & Weyerstahl 2001).

Der erfolgreiche Abschlul derartiger komplexer Vorginge wie Implantation und
Plazentaentwicklung sind von groBer klinischer Bedeutung. Eine Stérung in einem dieser
beiden Prozesse kann zu Spontanaborten fiihren, oftmals schon bevor die Schwangerschaft

tiberhaupt nachweisbar ist (Cross et al. 1994, Stauber & Weyerstahl 2001).
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1.2 Die Differenzierung des Trophoblasten

1.2.1 Der villose Zytotrophoblast

Als sog. ,Stammzelle der Plazenta® wird der undifferenzierte mononukleire
Zytotrophoblast bezeichnet, der urspriinglich von der &dufleren Ummantelung der
Blastozyste stammt. Er weist eine hohe proliferative Aktivitit auf und bildet die innere
Schicht der Tertidrzotten. Lichtmikroskopisch lassen sich kubische bis ldngliche Zellen mit
erhaltenen Zellgrenzen und rundlichen Zellkernen beobachten (Kurman et al. 1984,
Kurman 1991). Aufgrund der unterschiedlichen Funktionen, die der Trophoblast im
menschlichen utero-plazentaren System einnimmt, findet eine Differenzierung in drei
Hauptpopulationen statt (Kliman et al. 1990b, Kliman & Feinberg 1992, Kliman 2000,
Tarrade et al. 2001a). Eine Ubersicht zeigt die Abbildung 1.1:

Zytotrophoblast
(undifferenziert)
villoser proximaler interstitieller
Synzytiotrophoblast extravilloser extravilloser
Trophoblast Trophoblast
(Zellsdulen)

Abb. 1.1: Schematische Darstellung der Differenzierung des Zytotrophoblasten in die drei
Hauptpopulationen: villoser Synzytiotrophoblast, proximaler extravilloser Trophoblast und interstitieller

extravilloser Trophoblast.

Interessanterweise finden sich wihrend des gesamten Verlaufs der Schwangerschaft in den
Zotten eine bestimmte Anzahl von Zytotrophoblasten, die undifferenziert bleiben (Kliman

& Feinberg 1992).
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1.2.2 Der villose Synzytiotrophoblast

Diese Zellform entwickelt sich, wie bereits beschrieben, direkt aus dem villosen
Zytotrophoblasten und bildet die duBere Schicht der Chorionzotten. Der villose, terminal
differenzierte Synzytiotrophoblast stellt sich als vielkernige Zellmasse mit groBen
hyperchromatischen und unregelméfig geformten Zellkernen dar. Zellgrenzen lassen sich
nicht mehr beobachten (Kurman et al. 1984, Kurman 1991). Diese Trophoblastzellen
gelten als die hormonell aktivsten Zellen des utero-plazentaren Systems des Menschen. Sie
sezernieren eine Vielzahl von Hormonen, von denen das am héufigsten untersuchte das
hCG darstellt (Kliman & Feinberg 1992). HCG ist ein Glykoprotein, welches duflerst
wichtig ist fiir die Erhaltung der Schwangerschaft. Es ist das am frithesten vom
Trophoblasten sezernierte Hormon und dient aus diesem Grund auch als immunologischer
Marker fiir den Schwangerschaftsnachweis in Urin- oder Blutproben der Mutter. Die
Aufgabe des hCGs ist es, wihrend der Frithschwangerschaft in den ersten sechs bis zwolf
Wochen p. c., in der es alle zwei Tage zu einer hCG-Verdopplung im Serum kommt, die
Riickbildung bzw. die Lyse des Corpus luteum zu verhindern. Das Corpus luteum sorgt in
dieser Zeit fiir die Produktion des zur Aufrechterhaltung der Schwangerschaft essentiellen
Progesterons durch Granulosazellen des Ovars. Es kommt zu einem hCG-Peak wihrend
der zehnten bis zwolften Woche p. c. Nach diesem Zeitpunkt ist der villose
Synzytiotrophoblast selbst in der Lage, fiir eine ausreichende Progesteron-Produktion zu
sorgen (Kliman et al. 1986, Kliman et al. 1987, Aplin 1991, Kliman 2000, Stauber &
Weyerstahl 2001).

Ein  weiteres  wichtiges  Hormon, welches  hauptsiachlich vom  villosen
Synzytiotrophoblasten sezerniert wird, stellt das hPL dar. Dieses wird wihrend der
gesamten Schwangerschaft in kontinuierlich steigender Menge ins maternale Blut
abgegeben und gibt Auskunft {iber den funktionellen Zustand der Plazenta. Es besteht eine
Korrelation zwischen dem hPL-Wert im Blut der Mutter und der Menge an
funktionstidhigen Synzytiotrophoblastzellen. Die hPL-Produktion steigt ab der 36. Woche
p. c. stark an (Aplin 1991, Kliman & Feinberg 1992, Stauber & Weyerstahl 2001).

Dieses Hormon wird jedoch nicht nur vom villosen Synzytiotrophoblasten sezerniert,
sondern ldsst sich immunhistochemisch auch im interstitiellen extravillosen Trophoblasten

nachweisen, wo es als erster klar definierter Marker benutzt wurde, um invasive
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Trophoblastzellen aus dem ersten Trimenon darzustellen (Kurman et al. 1984, Kliman

2000).

1.2.3 Der proximale extravillose Trophoblast

Diese Population des Trophoblasten entwickelt sich wihrend der ersten
Schwangerschaftswochen, indem sie die synzytiotrophoblastire Schicht der Tertidrzotten
durchwandert und Kontakt zu der dezidualisierten Schicht des Endometriums aufnimmt.
An der Grenze zwischen der Plazenta und dem miitterlichen Gewebe lassen sich dichte
Zellmassen beobachten, die oftmals als ldngliche Strukturen imponieren. Aus diesem
Grund wird diese Trophoblastform auch als Zellsdulen (cell columns) bezeichnet (Feinberg
et al. 1991, Kliman & Feinberg 1992). Es handelt sich hierbei um gro3e mononukleire
Zellen mit rundem bis ovalem Zellkern (Kurman et al. 1984, Kurman 1991).

In in vitro Versuchen konnte gezeigt werden, dass proximal extravillose Trophoblastzellen
die Fihigkeit besitzen, spezifisch mit Kollagen Typ I und IV, Fibronektin und Laminin in
Kontakt zu treten. Dies hat zu der MutmaBung gefiihrt, dass diese Trophoblastenpopulation
iiber spezifische Rezeptoren fiir Extrazelluldarmatrixproteine verfiigt (Kao et al. 1988,
Kliman & Feinberg 1992, Huppertz et al. 1996). So beginnen Tertidrzotten, die in einem
Primirzellkultur-Modell in direkten Kontakt mit Deziduagewebe gebracht werden, die
charakteristischen Zellsdulen auszubilden, was darauf schlieBen ldsst, dass es eine
Signalwirkung aus der Extrazelluldrmatrix der Dezidua geben muf3, die die Umwandlung
vom undifferenzierten Zytotrophoblasten zum proximal extravillosen Trophoblasten

einleitet (Vicovac et al. 1995, Kliman 2000).

1.2.4 Der interstitielle extravillose Trophoblast

Die dritte Population des Zytotrophoblasten stellt der, fiir diese Arbeit besonders wichtige,
invasive, interstitielle extravillose Trophoblast dar. Diese Zellform durchwandert invasiv
das miitterliche Endo- und Myometrium mit dem Ziel, das Gefdendothel der uterinen
Spiralarterien zu durch- und letztlich auch zu ersetzen, um aus den urspriinglichen low-
capacity/high-resistance Gefilen high-capacity/low-resistance Gefille entstehen zu

lassen, die dem steigenden Blutflufl des Uterus gewachsen sind. Ab diesem Zeitpunkt wird
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der interstitielle extravillose Trophoblast auch als endovaskulérer extravilloser Trophoblast
(endovascular trophoblast) bezeichnet. Diese Invasion geschieht in zwei Schiiben (first
and second wave). Der erste Schub findet wihrend des ersten Trimenons statt, der zweite
wihrend des zweiten Trimenons und ist bis zur 18. Woche p. c. abgeschlossen. Die
Invasionstiefe ist dabei auf das obere Drittel des Uterus begrenzt und selbstlimitierend

(Pijnenborg 1990, Aplin 1991, Kliman & Feinberg 1992, Kliman 2000).

Die interzelluldren Vorginge wihrend dieser zeitlich limitierten Invasion sind noch nicht
vollstindig im Detail bekannt. In in vitro Versuchen wurden die Interaktionen zwischen
den interstitiellen extravillosen Trophoblastzellen und der Extrazelluldrmatrix des Uterus
genauer untersucht. Man kam zu der SchluB3folgerung, dass die interstitiellen extravillosen
Trophoblastzellen moglicherweise Proteine sezernieren, die in der Lage sind, die
Extrazelluldrmatrix, also Kollagen Typ IV und Laminin, zu zersetzen. Interessanterweise
lieB sich dieser Effekt durch 8-Bromo-cAMP sowohl inhibieren als auch ginzlich
aufheben. 8-Bromo-cAMP reguliert in undifferenzierten Zytotrophoblastzellen
normalerweise die Entwicklung zu einem nicht-invasiven villésen synzytiotrophoblastiren

Phenotyp (Kliman & Feinberg 1990a, Aplin 1991, Kliman & Feinberg 1992).

Welche genauen Faktoren aber die Trophoblast-vermittelte Proteolyse steuern ist noch
ungeklart. Bekannt ist, dass proteolytisch wirkende Enzyme, wie z. B. der Plasminogen-
Aktivator (PA), eine Rolle im invasiven Geschehen von Trophoblastzellen spielen. Die
Aktivitdt dieses Enzyms wird iiber sog. PA-Inhibitoren (PAIs) gesteuert. Dies sind
Glykoproteine der SERPIN (Serin-Protease-Inhibitor) -Familie, die kovalent an PA binden
und dieses inhibieren. Auch scheint die Fibrinolyse innerhalb der intervillosen Anteile der
Plazenta iiber PA-PAIl-Interaktionen gesteuert zu werden (Loskutoff et al. 1986, Wun &
Reich 1987, Feinberg et al. 1989, Kliman & Feinberg 1992).

Neuere Erkenntnisse zeigen, dass auch PPARY/RXRo-Heterodimere moglicherweise eine
Funktion bei der kontrollierten Invasion spielen. PPARY (peroxisome proliferator-
activated receptor) gehort zu der Kernrezeptor-Superfamilie, die grofe Teile der
Genexpression ligandenabhingig steuert. Eine Heterodimerisierung mit einem anderen

Kernrezeptor, dem RXR (retinoid X receptor), ist dabei obligat. PPARY kontrolliert eine
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vielfiltige Bandbreite an zelluldren Vorgingen, wie z. B. Differenzierung, Proliferation,

Apoptose und Entziindungsreaktionen (Desvergne & Wahli 1999, Tarrade et al. 2001b).

Auch fiir die Implantation der Frucht und die Entwicklung der Plazenta sind PPARY/RXR-
Heterodimere vermutlich notwendig. So zeigte sich in an Maiusen durchgefiihrten
Versuchen, dass das Fehlen von RXRo und RXRp in einen frithzeitigen embryonalen Tod
miindet, da eine plazentare Entwicklung nicht mehr moglich ist. Dasselbe gilt fiir das

Fehlen von PPARY (Barak et al. 1999, Wendling et al. 1999, Tarrade et al. 2001b).

Generell ist zu bemerken, dass UnregelméBigkeiten im invasiven Prozess der interstitiellen
extravillosen Trophoblastzellen oder ein fehlerhafter Umbau des GefidBendothels der
uterinen Spiralarterien zu Frithaborten, intrauteriner Wachstumsretardierung und vor allem
zu dem Krankheitsbild der Prieklampsie fithren (Kliman et al. 1990b, Aplin 1991, Levy et
al. 2000, Reister et al. 2001).
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Die Abbildung 1.2 verdeutlicht abschlieBend noch einmal schematisch die einzelnen

Zelltypen des utero-plazentaren Systems des Menschen.

Zytotrophoblast

N
.}; : _— Zottengefill

Synzytiotrophoblast

T
N
e
\\ "“-. / : proximaler extravilloser
e Trophoblast (Zellsédule)

_— Endometrium

Dezidua

interstitieller extravilloser
Trophoblast

Abb. 1.2: Zelltypen des utero-plazentaren Systems des Menschen. Dargestellt ist eine typische Ankerzotte im
Tertidrstadium der Plazentaentwicklung mit dem zweischichtigen Epithel bestehend aus dem innen liegenden
Zyto- und dem aufen anliegenden Synzytiotrophoblasten. Im Innern der Zotte befindet sich ein Zottengefaf.
An der Kontaktstelle des Zytotrophoblasten mit der miitterlichen Dezidua kommt es zur Ausbildung des
proximalen extravillésen Trophoblasten. Als interstitieller extravilloser Trophoblast invadiert er das

miitterliche Endo- und Myometrium.
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1.3 Adhisionsmolekiile

Adhisionsmolekiile sind transmembrandse Glykoproteine und spielen eine Schliisselrolle
im Rahmen der Ausbildung zellulidrer Architektur und Differenzierung, indem sie sowohl
Zell-Zell- als auch Zell-Matrix-Verbindungen vermitteln. IThre Bedeutung, besonders im
Hinblick auf maligne Prozesse, wichst stindig. Es hat sich gezeigt, dass gerade diese Zell-
Zell- und Zell-Matrix-Verbindungen UnregelméBigkeiten in neoplastischen Zellen

aufweisen (Pignatelli & Vessey 1994).

Zur Zeit sind fiinf verschiedene Familien von Adhisionsmolekiilen bekannt: Integrine,

Cadherine, die Immunglobulin-Superfamilie, Selektine und CD44.

Integrine

Diese Adhisionsmolekiile werden hauptsidchlich an der Zelloberfliche exprimiert und
bestehen aus nicht-kovalent gebundenen o3-Heterodimeren. Die Mehrzahl der Integrine
vermittelt Zell-Matrix-Verbindungen mit Kollagen, Laminin und Fibronektin und findet
sich bevorzugt in epithelialen Zellen. Eine kleinere Anzahl von ihnen vermittelt Zell-Zell-
Verbindungen und wird in Leukozyten exprimiert. Integrine spielen eine Rolle bei
Entziindungsvorgingen, Wundheilung und Zellentwicklung (Hynes 1992, Pignatelli &
Vessey 1994).

Cadherine

Sie spielen die wichtigste Rolle bei der Ausbildung von kalziumabhidngigen homologen
Zell-Zell-Verbindungen. Das am besten untersuchte von ihnen ist das epitheliale E-
Cadherin, welches als Tumorsupressorgen fungiert. Diese Féhigkeit wurde in diversen
humanen Karzinomen epithelialen Ursprungs nachgewiesen (Karzinome der Blase, Lunge,
Mamma und des Pankreas). Weitere Cadherine sind N-, P-, V- und T-Cadherin (Frixen et
al. 1991, Vleminckx et al. 1991, Pignatelli & Vessey 1994).

Immunglobulin-Superfamilie

Allen diesen Molekiilen ist eine extrazelluldre Immunglobulin-dhnliche Doméne mit einer

Aminosduresequenz von 70 — 110 AS Lénge und einer B-Faltblattstruktur gemein. Zu
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dieser Familie gehdren zum einen die MHC-Molekiille (major histocompatibility
molecules), der T-Zell-Rezeptor, der PDGFR (platelet-derived growth factor receptor), der
CSF-1-Rezeptor (colony-stimulating factor-1 receptor) und die Molekiile, die innerhalb
dieser Familie fiir die Ausbildung von Zell-Zell-Verbindungen zustindig sind: NCAM
(neural), VCAM (vascular), ICAMI1 (intercellular) und CEA (carcinoembryonic antigen)
(Williams & Barcley 1988, Hunkapiller & Hood 1989, Pignatelli & Vessey 1994).

Selektine

Diese Molekiile besitzen eine N-terminale Lektin-Domaéne, mit der sie in Anwesenheit von
Kalzium heterologe Zell-Zell-Verbindungen eingehen. Zu ihnen gehoren P-Selektin und E-
Selektin (Bevilacqua et al. 1991, Pignatelli & Vessey 1994).

CD44

CD44 ist ein Zelloberflaichenmolekiil, welches unter anderem eine Rolle spielt bei der
Aktivierung von T-Zellen und der Adhidsion mit Hyaluronaten und Matrixproteinen. Es
existieren zwei Isoformen: zum einen die 85 kD Isoform ,,CD44H“, welche sich auf
Fibroblasten, hdmatopoetischen Zellen und in mesenchymalen und neuroektodermalen
Tumoren findet, und zum anderen die 150 kD Isoform, welche sich nur auf einer Auswahl
von epithelialen Zellen finden ldsst (Aruffo et al. 1990, Stamenkovic et al. 1991, Pignatelli
& Vessey 1994).

Die Familie des karzinoembryonalen Antigens mit der Immunglobulin-Superfamilie gehort
zu den funktionell bedeutendsten Adhdsionsmolekiilen. Bereits gut untersuchte Mitglieder
der CEA-Genfamilie sind unter anderem das  Thrombozyten-Endothel-
Zelladhidsionsmolekiil-1 (PECAM-1, platelet-endothelial cell adhesion molecule-1), auch
als CD31 bezeichnet (De Lisser et al. 1994, Coukos et al. 1998), und das Melanom-
Zelladhidsionsmolekiil (Mel-CAM, melanoma cell adhesion molecule), auch bekannt als

MUCI18 (Shih & Kurman 1996).

PECAM-1 stellt ein transmembranodses Glykoprotein dar, welches hauptsdchlich von
Zellen des GefaBsystems exprimiert wird (De Lisser et al. 1994, Coukos et al. 1998).
AuBlerdem wird ihm eine Rolle bei der Angiogenese (Muller et al. 1989) und der
Entziindungsreaktion zugesprochen (Muller et al. 1993, Coukos et al. 1998). Auch in
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humanen Trophoblastzellen konnte dieses Adhésionsmolekiil nachgewiesen werden,
weshalb man moglicherweise davon ausgehen kann, dass dieses Adhédsionsmolekiil einen
Platz im Rahmen des Implantationsvorgangs einnimmt. Weiterhin scheint es auch fiir die
Entstehung der Praeklampsie und der EPH-Gestose funktionell von Bedeutung zu sein

(Coukos et al. 1998).

Das Adhisionsmolekiil Mel-CAM wird in Geweben wie Haarfollikeln, im zerebelldren
Kortex, im GefidBlendothel und in glatten Muskelzellen exprimiert (Pignatelli & Vessey
1994, Shih et al. 1996). Aber auch im Rahmen von Neoplasien spielt es eine Rolle. In
Melanomen konnte es in einer Vielzahl der Fille nachgewiesen werden, wobei der
Expressionslevel mit dem Invasivitits- und Metastasierungspotential der Melanomzellen
assoziiert war (Luca et al. 1993, Shih et al. 1994, Shih et al. 1996). Auch in
Angiosarkomen, Leiomyosarkomen und in extravillosen Trophoblastzellen fand man eine

Mel-CAM-Expression (Shih et al. 1996, Shih & Kurman 1996).

Fiir die vorliegende Arbeit war vor allem das Adhidsionsmolekil CEACAMI1 von

besonderer Bedeutung, welches nun im folgenden genauer beschrieben wird.

1.3.1 Das Adhisionsmolekiil CEACAM1

Die Abkiirzung CEACAMI1 steht fiir ,,CEA-related cell adhesion molecule 1* und ist der
derzeit gebriduchliche Name fiir dieses Adhisionsmolekiil nach einer Neuordnung der
Nomenklatur im Jahre 1999 (Beauchemin et al. 1999). In fritheren Publikationen findet
man unter anderem die Bezeichnungen C-CAM (cell-cell adhesion molecule), BGP
(bilidires Glykoprotein) oder CD66a. CEACAMI1 gehort zu der CEA-Genfamilie, die als
eine Untergruppe der Immunglobulin-Superfamilie fungiert. Die Existenz von CEACAMI1
wurde erstmals in der Ratte beschrieben. Dort wurde es als C-CAM bezeichnet (Ocklind &
Obrink 1982). Unabhingig davon wurde ein zur CEA-Familie gehorendes Glykoprotein
aus humanen Gallengangsepithelien isoliert, welches den Namen ,,.BGP* erhielt. Nachdem
die DNA des C-CAM-Molekiils der Ratte kloniert und sequenziert worden war, erkannte
man, dass es sich bei dem BGP-Molekiil um das humane Aquivalent handelte (Aurivillius

et al. 1990). Als dieses Glykoprotein dann auch noch in humanen Granulozyten
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nachgewiesen werden konnte und dort als CD66a bezeichnet wurde, erfolgte die bereits
oben beschriebene Neuordnung der Nomenklatur.

CEACAMI1 besteht aus vier extrazelluldren, tandem-dhnlich hintereinander angeordneten
Immunglobulin-dhnlichen Doménen, einer transmembrandsen Domine und einer
zytoplasmatischen Doméne und ist in der Lage, sowohl homologe als auch heterologe Zell-
Zell-Verbindungen auszubilden (Markel et al. 2002). Es existieren zwei Isoformen:
CEACAMI-L und CEACAMI-S, die sich in der Linge der Aminosduresequenz des
zytoplasmatischen COOH-Endes unterscheiden und durch unterschiedliches Splicen eines
Exons entstehen (Edlund et al. 1993). Die zytoplasmatische Domédne von CEACAMI-L
(long) besitzt 71 Aminosduren und von CEACAMI1-S (short) 10 Aminosduren, wobei
sechs dieser Aminosduren mit der Sequenz der L-Form identisch sind. Diese beiden
Isoformen werden in den meisten Geweben, in denen CEACAMI1 vorkommt,
koexprimiert, allerdings in jeweils unterschiedlichen Anteilen.

Die Abbildung 1.3 verdeutlicht schematisch den Aufbau von CEACAMI.

NH,

extrazellulidre
Immunglobulin-dhnliche
Doménen in -Faltblattstruktur,
verbunden iiber Disulfidbriicken

OV )

transmembranose Domine

& zytoplasmatische Doméne:
10 AS bei CEACAMI1-S;

71 AS bei CEACAM1-L

COOH
Abb. 1.3: Schematischer Aufbau des Adhisionsmolekiils CEACAMI1. Man erkennt die vier extrazelluldren
tandem-dhnlich hintereinander angeordneten Immunglobulin-dhnlichen Dominen. Es folgt die

transmembrandse Doméne. Die zytoplasmatische Domine besteht bei CEACAMI1-S aus 10 Aminosduren

und bei CEACAMI1-L aus 71 Aminosduren.
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Verschiedene Untersuchungen haben gezeigt, dass epitheliale Zellen verstirkt die kurze
Isoform CEACAMI-S exprimieren. Auffallend am Muster der CEACAM1-Expression ist,
dass die L-Form sowohl apikal als auch lateral an den Zelloberflichen exprimiert wird,
wohingegen die S-Form ausschlieBlich apikal vorkommt. Aufgrund des eben
beschriebenen Expressionsmusters findet in epithelialen Zellen die stirkste CEACAMI1-
Expression also apikal statt (Sundberg & Obrink 2002). Es besteht hierbei allerdings ein
Unterschied, ob es sich um proliferierende Zellen oder um ruhende Zellen handelt, die sich
in der GO-Phase des Zellzyklus befinden. Bei proliferierenden Zellen liegt die CEACAM1-
Expression niedriger als in Zellen in der Ruhephase (Cheung et al. 1993, Baum et al. 1996,
Obrink 1997, Singer et al. 2002, Sundberg & Obrink 2002).

CEACAMI1 wird in einer Vielzahl von menschlichen Geweben exprimiert, so z. B. in der
Leber, im Pankreas, in der Prostata, im Endometrium und in der Mamma, aber auch in
Zellen myeloischen Ursprungs und im extravillosen Trophoblasten der Plazenta (Prall et al.
1996, Bamberger et al. 2000, Ebrahimnejad et al. 2000, Singer et al. 2002, Sundberg &
Obrink 2002). Eine wichtige Rolle spielt CEACAMI als mikrobieller Rezeptor fiir
Bakterienproteine, so z. B. fiir Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Hdmophilus
influenzae und Opacity-assoziierten Proteinen pathogener Neisseriae, wie Neisseria
gonorrhoeae und Neisseria meningitidis. Bei Infektion mit einem dieser Erreger kommt es
in Granulozyten zur Aktivierung einer Signalkaskade (N-terminale Jun-Kinase), die zu
erhohter Phagozytose der Bakterien fithrt. Auch das Maus-Hepatitis-Virus benutzt
CEACAMI1 bzw. Ceacaml in der Maus als Rezeptor (Dveksler et al. 1993, Hauck et al.
1998, Ebrahimnejad et al. 2000, Muenzner et al. 2001, Singer et al. 2002).

Es handelt sich bei CEACAMI um ein duBerst multipotentes Molekiil, welches fiir eine
Vielzahl von Zellaktivititen von Bedeutung ist. So ist es mit seiner zytoplasmatischen
Domiine unter anderem an der Regulation von Tyrosinkinase-abhingigen Signalkaskaden
beteiligt. Die Phosphorylierung eines oder zweier Tyrosinreste (Tyr-488 und Tyr-515), die
im iibrigen bei der kurzen Isoform CEACAMI1-S nicht vorhanden sind, durch verschiedene
Proteinkinasen fiihrt zu einer Assoziation mit den Proteintyrosinkinasen (PTKs) der Src-
Familie und den Proteintyrosinphosphatasen (PTPs) SHP-1 und -2. Uber diese
Interaktionen scheint CEACAMI1 an der Signaltransduktion teilzunehmen, wobei die
genauen Mechanismen noch weitestgehend ungeklart sind (Briimmer et al. 1995, Huber et

al. 1999, Ebrahimnejad et al. 2000, Singer et al. 2000, Singer et al. 2002, Sundberg &
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Obrink 2002). Weitere Bereiche, auf die CEACAM1 vermutlich einen EinfluB nimmt, sind
unter anderem Zellproliferation und Apoptose (Huang et al. 1999, Singer et al. 2000,
Singer et al. 2002), T-Zell-vermittelte Zytotoxizitdt (Markel et al. 2002, Singer et al. 2002),
Angiogenese (Ebrahimnejad et al. 2000, Ergiin et al. 2000) und Tumorwachstum
(Bamberger et al. 1998, Bamberger et al. 2001, Briimmer et al. 2001, Estrera et al. 2001).

Eine scheinbar sehr wichtige und mittlerweile auch vielfach gut untersuchte Besonderheit
von CEACAMI ist seine Herabregulierung in Tumoren epithelialen Ursprungs, welche
unter anderem in hepatozelluliren und kolorektalen Karzinomen festgestellt wurde
(Hixson et al. 1985, Neumaier et al. 1993, Kunath et al. 1997). Eine Studie, in der
kolorektale Karzinome und die jeweils dazugehdrige normale, nicht befallene
Kolonmukosa hinsichtlich der CEACAM1-Expression untersucht wurden, zeigte in iiber
80 % der Fille eine Herabregulierung der CEACAM1-Expression im Vergleich zur nicht
befallenen Mukosa. Die Annahme, dass eine Herabregulierung oder ein Verlust der
CEACAMI1-Expression zu stirkerem invasiven Wachstum und einem gesteigerten Befall
an Lymphknoten fiihrt, konnte in diesem Fall ebenfalls bestitigt werden (Neumaier et al.

1993).

Auch in Prostata- (Pu et al. 1993), Mamma- (Riethdorf et al. 1997) und
Endometriumkarzinomen (Bamberger et al. 1998) konnte diese Herabregulierung
nachgewiesen werden, was zu der Frage fithrte, ob CEACAMI1 moglicherweise als
Tumorsuppressor fungieren konnte. Eine Rolle in diesem bisher fast ungeklirten
Mechanismus spielt die Aminosédure Serin (Ser503) an der zytoplasmatischen Doméne der
langen CEACAMI-Isoform (CEACAMI-L). Eine experimentell durchgefiihrte Mutation
dieser Aminosdure zu Alanin in verschiedenen Karzinomzelllinien fiihrte zu einem
vermehrten Wachstum dieser Zelllinien im Gegensatz zu den Zelllinien, die den
CEACAMI1-L-Wildtyp exprimierten (Estrera et al. 2001, Fournes et al. 2001). Vollstdndig
geklart ist die Wirkungsweise von CEACAMI1 noch nicht. Es hat sich gezeigt, dass
CEACAMI indirekt an das Aktinzytoskelett gebunden ist. Mogliche Bindungspartner sind
zum einem Paxillin, ein Multidoménenadaptorprotein, welches eine wichtige Funktion in
der Erhaltung von Zellstruktur, -motilitit und -teilung sowie in der Ausbildung von
homophilen und heterophilen Zellkontakten einnimmt, indem extrazellulére
Bindungspartner an das Aktinzytoskelett gebunden werden (Turner 1998, Ebrahimnejad et
al. 2000). Eine weiterer moglicher Interaktionspartner von CEACAMI ist Integrin 3. Man
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findet eine Koexpression und Kolokalisation von CEACAMI1 und Integrin B3 in
extravillosen Trophoblastzellen wihrend der Entwicklung der Plazenta und in der

Invasionsfront von malignen Melanomen (Briimmer et al. 2001, Thies et al. 2002).

1.3.2 CEACAMI1-Expression in der humanen Plazenta

In immunhistochemischen Untersuchungen zeigte sich, dass CEACAMI1 wihrend der
Schwangerschaft in glanduldren Zellen und im Endothel kleinerer Gefidle des
Endometriums exprimiert wird, wéihrend Deziduazellen keine derartige Expression
aufweisen. Im Gewebe normal entwickelter Plazenta wird CEACAMI1 spezifisch vom
extravillosen Trophoblasten exprimiert, wobei die stirkste Positivitdit im proximalen
extravillosen Trophoblasten der Haftzotten zu beobachten ist. Aber auch in tieferen
interstitiellen Trophoblastansammlungen, den sogenannten Trophoblast-Inseln, in
Trophoblastproliferationen der distalen Enden der Tertidrzotten (auch als capping mass
bezeichnet) und im Endothel villoser Kerngefifle ldsst sich CEACAMI1 nachweisen. Das
villose Mesenchym und der villose Zyto- und Synzytiotrophoblast sind dagegen negativ

(Bamberger et al. 2000).
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1.4 Zielsetzung der Arbeit

Die spezifische Lokalisation von CEACAMI im extravillosen Trophoblasten der humanen
Plazenta gab den Anlal}, dieses Molekiil im Rahmen der vorliegenden Arbeit hinsichtlich
seiner moglichen Beteiligung im Implantationsproze3 und bei der Entwicklung der
Plazenta zu untersuchen. Der extravillose interstitielle Trophoblast ist in der Lage, das
miitterliche Gewebe invasiv zu durchdringen. Im Gegensatz zu malignen Tumorzellen ist
dieser Vorgang hinsichtlich der rdumlichen Ausdehnung und des Zeitrahmens jedoch
streng limitiert. Die genauen Mechanismen, die fiir diese exakte Kontrolle notwendig sind,
sind noch nicht geklért.

Ziel dieser Arbeit war es, die Rolle des Adhisionsmolekiils CEACAM1 im Rahmen des
physiologisch ablaufenden invasiven Prozesses wihrend der plazentaren Entwicklung des
Menschen zu untersuchen. Dafiir wurde ein auf humanen extravillésen Trophoblastzellen
basierendes Hybridomzellkulturmodell verwendet, mit Hilfe dessen die Frage untersucht
werden sollte, ob CEACAMI in der Lage sein wiirde, mittels Transfektion mit einem
CEACAM 1-Expressionsvektor das invasive Potential dieser humanen Zellen plazentaren
Ursprungs zu stimulieren. Die Invasivitit wurde dabei unter Verwendung der BIOCOAT®

Matrigel® Invasion Chamber von Becton Dickinson untersucht.
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2 Material und Methoden

2.1.1 Zelllinien

Fiir die vorliegende Arbeit wurde eine Hybridomzelllinie mit der Bezeichnung Klon ,,88%
verwendet (Herkunft: Prof. Dr. med. Peter Kaufmann, Technische Universitit, Aachen),
die aus einem Klon der Choriokarzinomzelllinie Jeg-3 und primidr extravillosen
Trophoblastzellen aus dem Chorion laeve des dritten Trimenons entstanden ist (Funayama
et al. 1997, Gaus et al. 1997). Das Chorion laeve wurde aus zwei Griinden als Gewebe zur
Extraktion der bendtigten Zellen ausgewihlt. Zum einen ist es primér frei von villosen
Trophoblastzellen, und zum anderen ist es zusitzlich weitestgehend frei von sich noch
teilenden trophoblastiren Stammzellen. Als Marker, um sicherzustellen, dass es sich
tatsdchlich um die gewiinschten extravillosen Trophoblastzellen handelte, wurde das
Enzym hPLAP (human placental alkaline phosphatase) verwendet, welches im Chorion
laeve ausschlieflich von extravillosen Trophoblastzellen exprimiert wird. Da die
extrahierten Trophoblastzellen keine Fihigkeit mehr zur Proliferation aufwiesen, mussten
sie mit geeigneten malignen Tumorzellen zusammengebracht werden. In diesem Fall
handelte es sich um Choriokarzinomzellen der Zelllinie Jeg-3. Grundvoraussetzung fiir
jede Hybridomzellkultur ist es, die nicht zu Hybridomen fusionierten malignen
Tumorzellen zu eliminieren, da diese ansonsten die langsamer wachsenden Hybridome
aufgrund ihrer wesentlich schnelleren Teilungsfihigkeit iiberwuchern wiirden. Dieses wird
durch die Verwendung von Tumorzellmutanten erreicht, die nicht mehr in der Lage sind,
das Enzym HGPRT (Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase) zu exprimieren.
Dieses Enzym stammt aus dem Purinbasenabbau und ist verantwortlich fiir die
Umwandlung von Hypoxanthin und Guanin in IMP bzw. GMP. Die nicht fusionierten,
HGPRT-negativen malignen Tumorzellen konnen dann durch eine Behandlung mit
Azaserin eliminiert werden. Die erfolgreich entstandenden Hybridome dagegen konnen
den Verlust von HGPRT durch die normale Enzymaktivitit im Wildtyp ihres
Fusionspartners, in diesem Fall die extravillosen Trophoblastzellen, ausgleichen und
iiberleben (Funayama et al. 1997, Gaus et al. 1997).

Der Klon ,,88*“ dieser Hybridomzelllinie, der in dieser Arbeit verwendet wurde, wuchs
adhidrent als Monolayer in den Zellkulturflaschen. Die Morphologie dieser Zellen kann

man als leicht kugelig mit vereinzelten spindeligen Ausldufern beschreiben.
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Die Abbildung 2.1 skizziert die Entstehung der Hybridomzellen.

Jeg-3 extravillose Tropho-
Chorio-Ca-Zelllinie, blastzellen aus dem
teilungsfihig, Chorion laeve,
HGPRT-positiv nicht mehr teilungsfihig
Mutation
Selektion
Klonierung
Hybridomzellen,
Klon ,,88%

Abb. 2.1: Entstehung der Hybridomzellen, Klon ,88“. Die Hybridomzellen entstanden aus der
teilungsfihigen Choriokarzinomzelllinie ,Jeg-3“ und nicht mehr teilungsfihigen extravillosen

Trophoblastzellen aus dem Chorion laeve.

Weiterhin wurde die Zelllinie ,,HT-1080 verwendet (Herkunft: Klinik und Poliklinik fiir
Innere Medizin, Abt. fiir Klinische Chemie, UKE), die als Positivkontrolle fiir das
Invasionsassay diente. Bei diesen Zellen handelte es sich um Fibrosarkomzellen mit stark
invasivem Potential, die ebenfalls als Monolayer in den Zellkulturflaschen wuchsen und

eine stark spindelige Morphologie aufwiesen. Diese Zelllinie wurde vom Hersteller der

BIOCOAT® Matrigel® Invasion Chamber offiziell als Positivkontrolle empfohlen.
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2.1.2 Plasmide

Name Grofe Herkunft
CEACAMI-L 1677 bp Klinik und Poliklinik fiir Innere Medizin,
cDNA Abt. fiir Klinische Chemie, UKE
Name GroBe Herkunft
pcDNA 3.1(-) 5,4 kb Invitrogen, San Diego, CA, USA
e _}-_EE =
— B lanorx5ExEscE=0
SN - HEiie i

| pcDNA3.1 (+/-)

Abb. 2.2: Vektor pcDNA 3.1 (-). Klonierungsvektor fiir die CEACAM1-L-cDNA.

Das CEACAMI1-L-Insert mit einer Groe von 1677 bp wurde mittels Xho und Hind III in
den Vektor pcDNA 3.1 (-) hineinkloniert. Dieses Ergebnis wurde in der Abteilung fiir

Gynikopathologie mehrfach durch Sequenzierungsanalysen bestitigt.

2.1.3 Zellextrakte

Es wurden lysierte Zellextrakte der Melanomzelllinie ,,G361” (Herkunft: Klinik und
Poliklinik fiir Innere Medizin, Abt. fiir Klinische Chemie, UKE) als Positivkontrolle fiir

den Western Blot verwendet (Aufbewahrung bei -20°C).
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2.14 Antikorper

Anti-CEACAMI,
mAb 4D,;C, monoklonaler Antikorper, der
spezifisch das CEACAM1-Protein
erkennt
Klinik und Poliklinik fiir Innere Medizin, Abt.
fiir Klinische Chemie, UKE

2.1.5 verwendete Reagenzien

Acrylamid/bis-Acrylamid Sigma-Aldrich, Steinheim

Agarose NuSieve 3:1 Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA
Ammoniumpersulfat Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA
Ampicillin Gibco BRL, Paisley, UK

Blockingreagenz Roche, Mannheim

Bromphenolblau Sigma-Aldrich, Steinheim

DMEM (mit 4,5 g/L. Glucose) Cambrex Bio Science, Verviers, Belgien
DMEM (mit Phenolrot) Gibco BRL, Paisley, UK

Ethanol Merck, Darmstadt

Ethidiumbromid Sigma-Aldrich, Steinheim

Eukitt O. Kindler, Freiburg

FCS Gibco BRL, Paisley, UK

Glycerin Merck, Darmstadt

Glycin Roth, Karlsruhe

Isopropanol Merck, Darmstadt

L-Glutamin Gibco BRL, Paisley, UK
Lipofectamin/Plus Reagenz Invitrogen, San Diego, CA, USA

Luria Broth Base Gibco BRL, Paisley, UK

Maleinsiure Serva, Heidelberg

2-Mercaptoethanol Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA
Methanol Merck, Darmstadt

Natriumchlorid Mallinckrodt Baker, Deventer, Holland

Natriumhydroxidplitzchen Mallinckrodt Baker, Deventer, Holland
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Nutrient Mixture F-12 HAM
PBS Dulbecco’s
Penicillin/Streptomycin
Rainbow coloured protein molecular
weight marker

Saccharose

Salzsdure

SDS

TEMED

Thimerosal

Tricine

Tris

Trizma Base

Trypsin-EDTA

Tween 20

2.1.6 sonstige Materialien

BIOCOAT® Cell Culture Inserts

BIOCOAT® Matrigel® Invasion Chamber

Gel Blotting Papier

Rontgenfilm ,,Hyperfilm ECL*
Transfermembran
Zellkulturflaschen Nunclon Surface

25 cmz, 75 cm’

Zellkulturplatten (six-well-plates)

Sigma, St. Louis, MO, USA
Gibco BRL, Paisley, UK

Gibco BRL, Paisley, UK
Amersham, Buckinghamshire, UK

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Serva, Heidelberg
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Gibco BRL, Paisley, UK
Merck-Schuchardt, Hohenbrunn

Becton Dickinson, Bedford, MA, USA
Becton Dickinson, Bedford, MA, USA
Schleicher & Schuell, Dassel
Amersham, Buckinghamshire, UK
Millipore Corp., Bedford, MA, USA
Nunc, Roskilde, Denmark

Costar Incorp., Corning, NY, USA
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2.2 Methoden

2.2.1 Maxipriparation des Plasmids

Zur Vervielfiltigung von Plasmiden verwendet man die Methode der sogenannten
Maxiprédparation. Hierbei wird unter Verwendung eines standardisierten Verfahrens mittels
eines Plasmid Maxi Kits die gewiinschte Menge eines bestimmten Plasmids gewonnen.
Zur Maxipriparation des CEACAM1-L-Expressionsvektors wurde das QIAfilter Plasmid
Maxi Kit von Quiagen, Hilden, benutzt.

Zuerst wurde das Medium (Luria Broth Base) mit 1 pl Ampicillin pro ml Medium versetzt.
Danach wurde das Plasmid ,,CEACAMI1-L* hinzugegeben und das Medium bei 37°C im
Schiittelwasserbad iiber Nacht inkubiert. Das Ampicillin wurde verwendet, um das
Wachstum aller nicht plasmidtragenden Bakterien zu verhindern.

Am nichsten Tag fand dann die Maxiprdparation des Plasmids unter Verwendung des
QIAfilter Plasmid Maxi Kits von Quiagen statt. Die Bakteriensuspension wurde bei 6000
rpm zentrifugiert. Die entstandenen Bakterienpellets wurden mit den angegebenen Puffern
des Quiagen Kits resuspendiert und in ein Falcon umgefiillt. Wihrend der darauffolgenden
Inkubationszeit wurden die Quiafilter-Spritzen equilibriert. Daran schlof sich zuerst die
DNA-Eluation und dann die DNA-Prizipitation an, die durch Zugabe von Isopropanol und
anschlieBendem Zentrifugieren bei 15.000 rpm in der Kiihlzentrifuge durchgefiihrt wurde.
Die entstandenen Pellets wurden mit 70 %-igem Ethanol gewaschen und erneut bei 13.000
rpm zentrifugiert. Dieser Vorgang wurde unter gleichen Bedingungen noch einmal
wiederholt. Der Uberstand wurde vorsichtig abpipettiert, und die DNA wurde
luftgetrocknet, bevor sie in TE8-Puffer (10 mM Tris / HCI, pH 8) aufgenommen und ein
bis zwei Tage bei 4°C gelagert wurde.

Nach der Lagerungszeit wurde die DNA mit TE8-Puffer so lange verdiinnt, bis sich

photometrisch eine Endkonzentration von 1 ug DNA /ul ergab.

2.2.2 Restriktionsverdau und Agarosegelelektrophorese zur Kontrolle des Plasmids
nach Maxipriparation

Nach einer Maxipriparation sollte kontrolliert werden, ob sich das Plasmid noch an der
richtigen Stelle im Vektor befindet. Hierzu fiithrt man einen Restriktionsverdau durch. Die

Kontrolle erfolgt anschlieBend mittels Agarosegelelektrophorese.
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Es wurden sowohl die DNA als auch der Leervektor fiir den Verdau eingesetzt. Dem
Ansatz wurden ein Puffer fiir den Verdau und die Enzyme Xhol, Hind IIT und RNAse (Life
Technologies, Paisley, UK) hinzugefiigt. Es erfolgte eine Inkubation tiber Nacht bei 37°C
im Wasserbad.

Am néchsten Tag wurde das entstandene Produkt auf einem 1%-igen Agarosegel (Agarose
NuSieve, TAE-Puffer pH 7,8, Ethidiumbromid) aufgetrennt. Die Agarosegelelektrophorese
ermoglicht die Auftrennung von DNA-Molekiilen, wobei diese aufgrund der negativ
geladenen Phosphatgruppen im Desoxyribose-Phosphat-Riickgrat der DNA in einem
elektrischen Feld zur Anode wandern.

Nach der vollstindigen Auspolymerisierung des Gels wurden die Proben zusammen mit
einem Lastpuffer und einem Marker zur Bestimmung der GroBe der aufgetrennten DNA-
Molekiile auf das Gel aufgebracht. Die Laufzeit des Gels betrug 1 Std. bei 80 Volt. Danach
wurde das Gel mittels einer UV-Kamera (UVP, San Gabriel, USA) fotografiert.

2.2.3 Zellkulturtechnik

Die fiir diese Arbeit verwendeten Hybridomzellen mit der Bezeichnung Klon ,,88 wurden
bei 37°C und 5% CO,-Beimischung im Inkubator (Kendro, Hanau) in Kultur gehalten. Die
Zellen wurden zweimal die Woche bei einer Konfluenz von 90 — 95 % in neue
Zellkulturflaschen umgesetzt. Das Nihrmedium (Nutrient Mixture F-12 HAM, DMEM mit
4,5 g/ Glucose, FCS, Penicillin/Streptomycin, L-Glutamin) wurde jeweils am
darauffolgenden Tag gewechselt. Fiir das Ablosen der Zellen wurde Trypsin-EDTA
verwendet. Die Handhabung der ebenfalls verwendeten Zelllinie ,,HT-1080* unterschied
sich nur dadurch, dass am Tag nach dem Umsetzen der Zellen in neue Zellkulturflaschen
ein Wechsel des Ndahrmediums (Nutrient Mixture F-12 HAM, DMEM mit Phenolrot, FCS,
Penicillin/Streptomycin, L-Glutamin) unterblieb.

2.2.4 Ausplattieren von Zellen fiir die Transfektion

Am Tag vor der Transfektion wurden die Zellen in six-well-plates ausplattiert, wobei die
Menge der Zellen pro well 500.000 Zellen / 2 ml Medium betrug.
Dazu wurden die konfluent gewachsenen Zellen mittels Trypsin-EDTA abgelost. Am

Mikroskop (Hundt, Wetzlar) wurde eine kleine Menge der Suspension auf eine Fuchs-
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Rosenthal-Zihlkammer gegeben, und es wurden drei ausgezeichnete Quadrate (die jeweils
insgesamt aus 16 Quadraten bestanden) ausgezihlt. Fiir diese drei Werte wurde der
Mittelwert errechnet, welcher dann mit dem Faktor 5000 multipliziert wurde. Somit ergab
sich definitionsgemdl die Zahl der Zellen pro ml. Ausgehend von dieser Zahl konnte dann
das Verhiltnis von Zellsuspension und Nahrmedium berechnet werden, welches fiir das

Ausplattieren der Zellen benotigt wurde.

2.2.5 Transfektion

Die Transfektion dient dem Einbringen von Fremd-DNA in Zellen. Sie wird 24 Std. nach
dem Ausplattieren durchgefiihrt. Ein Teil der Zellen wird mit dem Plasmid transfiziert, bei
dem anderen Teil wird eine sogenannte ,,mock-Transfektion mit dem Leervektor ohne
DNA als Negativkontrolle durchgefiihrt. Die Transfektion wurde mithilfe der Lipofectamin
Plus Reagenz vorgenommen, wobei die Plus-Reagenz die Aufgabe hat, die DNA zu
entspiralisieren, um das Einbringen der Fremd-DNA zu erleichtern. Die spiter
hinzugegebene Lipofectamin-Reagenz optimiert dann den Vorgang der DNA-Liposomen,
in ihren natiirlichen Ausgangszustand als DNA-Doppelhelix zuriickzukehren.

Als erstes wurde FCS-freies Ndhrmedium hergestellt, welches aus gleichen Teilen DMEM
mit 4,5 g/l Glucose und Nutrient Mixture F-12 HAM bestand.

Die Reaktionsgemische wurden in sterilen Eppendorfgefilen angesetzt. Hierfiir galten

folgende Standardmengen:

100 ul FCS-freies Medium / well
1 pl Plasmid bzw. Leervektor / well

6 ul Plus Reagenz / well

Fiir den Lipofectamin-Ansatz galten die folgenden Standardmengen:

100 ul FCS-freies Medium / well

4 ul Lipofectamin Reagenz / well
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Die Inkubationszeit fiir jedes Reaktionsgemisch betrug 15 min bei Raumtemperatur.
Danach wurde jeweils die Hilfte des Lipofectaminansatzes in den Plasmid- und in den
Leervektoransatz gegeben. Es erfolgte eine erneute 15-miniitige Inkubation.

In der Zwischenzeit wurden die sich noch im Inkubator befindenden six-well-plates mit
PBS gewaschen und mit FCS-freiem Medium iiberschichtet.

Nach Beenden der Inkubationszeit wurden in jedes well 211 pl des Plasmid- bzw. des
Leervektoransatzes direkt auf die Zellen pipettiert. Diese definierte Menge setzt sich wie

folgt zusammen und gilt pro well:

200 ul FCS-freies Medium
1 pl Plasmid bzw. Leervektor
6 ul Plus Reagenz

4 ul Lipofectamin Reagenz

Die six-well-plates wurden darauthin wieder in den Inkubator (37°C, 5 % CO»;-
Beimischung) gestellt. Nach drei Std. wurde jedes well mit Nahrmedium aufgefiillt,
welches jetzt 20 % FCS enthielt.

2.2.6 Ernten der Zellen fiir die Western Blot-Analyse

Am nichsten Tag, 24 Std. nach erfolgter Transfektion, wurden die Zellen geerntet. Dazu
wurden die six-well-plates zuerst mit PBS gewaschen und anschliefend mit jeweils 500 pl
Lysepuffer (0,5 M Tris pH 6,8, 10 % SDS, Saccharose) iiberschichtet. Die Zell-Lysate
wurden mit einem Zellschaber vorsichtig vom Boden der wells gelost, in vorgekiihlte
sterile EppendorfgefidBe iiberfiihrt und bei -80°C eingefroren. Anhand dieser Lysate konnte
auch die fiir den Western Blot vorher durchzufiihrende Proteinbestimmung ausgefiihrt
werden. Hierfiir wurde das BCA Protein Assay Kit von Pierce (Rockford, IL, USA)

verwendet.
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2.2.7 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Methode der SDS-PAGE dient der Auftrennung von Proteinen nach ihrem
Molekulargewicht und basiert auf der Bindung des anionischen Detergens
Natriumdodecylsulfat (SDS) an die Proteine, welche durch die Hitzebehandlung
denaturieren. Dabei wird die Auftrennung der Molekiile im elektrischen Feld dadurch
ermOglicht, dass sich die Anzahl der sich anlagernden SDS-Molekiile proportional zu dem
Molekulargewicht der Polypeptide verhdlt (Hashimoto et al. 1983). Die
Molekulargewichtsbestimmung erfolgt anhand eines Markers mit einer Laufstrecke
bekannter Proteine. In dieser Arbeit wurde dafiir der Rainbow coloured protein molecular
weight marker von der Firma Amersham verwendet.

Als erstes wurden zwei Spacer zwischen zwei Glasplatten gelegt, mit Klammern fixiert
und auf ein Fufteil geschraubt, damit die Polyacrylamid-Losung nicht auslaufen konnte.
Dann wurde ein 6%-iges Trenngel (Glycerin, Gelpuffer mit SDS, Acrylamid/bis-
acrylamid, APS, TEMED) gegossen, welches zwischen die beiden Glasplatten pipettiert
wurde. Nach einer Polymerisationszeit von 30 — 60 min bei Raumtemperatur wurde auf das
Trenngel das in der Zwischenzeit vorbereitete Sammelgel (Gelpuffer mit SDS,
Acrylamid/bis-acrylamid, = APS, TEMED) pipettiert. =~ Nach einer  weiteren
Polymerisationszeit von 30 min bei Raumtemperatur wurden die durch einen eingesetzten
Kamm entstandenen Taschen von Gelresten gesidubert, und die Glasplatten wurden in die
Gelelektrophoresekammer (Amersham, San Francisco, USA) eingesetzt und mit frisch

angesetztem Kathodenpuffer (Tris, Tricine, SDS) iiberschichtet.

2.2.8 Probenvorbereitung

Es wurden sowohl fiir jede Probe als auch fiir den Marker und fiir die Positivkontrolle ein
Eppendorfgefall vorbereitet. In diese wurden als erstes der Probenpuffer 1 (0,5 M Tris pH
6,8, 10 % SDS, Saccharose) und der Probenpuffer 2 (0,5 M Tris pH 6,8, 10 % SDS,
Bromphenolblau, 2-Mercaptoethanol) vorgelegt. Danach erfolgte die Zugabe der
jeweiligen Proteinproben. Ausgehend von 60 ug Protein/pl betrug das Gesamtvolumen der
einzelnen Proben 200 pl. Als Positivkontrolle wurde die Melanomzelllinie mit der
Bezeichnung ,,G361° verwendet.

Die Proben wurden im Thermoblock (Biometra, Gottingen) fiir 8 min auf 99°C erhitzt.

Dann erfolgte eine Zentrifugation der Proben fiir 20 sec bei 13.000 rpm. Anschlieend
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wurden die Proben in die Taschen des Gels pipettiert, dessen Laufzeit dann 20 Std. bei 60
Volt betrug.

2.2.9 Western Blot

Der entscheidende Vorgang beim Western Blot ist die elektrophoretische Uberfithrung der
mittels SDS-PAGE aufgetrennten Proteine auf eine Nitrozellulose- oder eine vergleichbare
Membran. Dort werden sie an der Oberfliche gebunden und sind in der Lage, mit
bestimmten Antikorpern zu reagieren (Towbin et al. 1979).

Nach dem Gellauf wurden die aufgetrennten Proteine mittels eines Transferpaketes auf
eine PVDF(Polyvinylidenfluorid)-Membran iiberfiihrt. Das Transferpaket wurde in
festgelegter Reihenfolge in einem Gelhalter zusammengesetzt. Eine Aullenseite des Pakets
wurde von einem Faserschwamm gebildet, auf den drei Schichten Blotting Papier gelegt
wurden, welches zuvor in Transferpuffer (Trizma Base, Glycin) inkubiert worden war.
Darauthin wurde das Gel aufgelegt, und es folgte die Membran, die in Methanol, Aq. dest.
und Transferpuffer equilibriert wurde. Als nichstes wurden erneut drei in Transferpuffer
getrankte Schichten Blotting Papier aufgelegt. Zum Abschluf} folgte ein Faserschwamm,
und der gesamte Gelhalter wurde so in die Transferkammer (Amersham, San Francisco,
USA) eingesetzt, dass die Membran zur Anode zeigte. Nachdem die Transferkammer mit

Transferpuffer aufgefiillt wurde, lief der Transfer fiir 5 — 6 Std. bei 400 mA.

2.2.10 Detektion

Nach Beendigung des Transfers wurde die Membran kurz in Methanol geschwenkt und 30
min bei Raumtemperatur getrocknet. Danach erfolgte eine erneute Equilibrierung in
Methanol und Aq. dest., bevor sie in eine mit Blockierungspuffer (Maleinsdure, NaCl,
NaOH-Plitzchen, Blockingreagenz) gefiillte Box tiberfithrt wurde, in der sie iiber Nacht
bei 4°C inkubierte. Dieser Vorgang diente dem Absittigen unspezifischer Bindungen.

Am nichsten Tag wurde die Membran mit dem CEACAM 1-Primir-Antikorper 4D;C; in
einer Verdiinnung von 1:500 in TBST (10x TBS, 10 % Tween 20) und Blockierungspuffer
tiberschichtet und iiber Nacht bei 4°C inkubiert. Es handelte sich hierbei um einen
monoklonalen Antikorper, der spezifisch das CEACAMI1-Gen erkennt und nicht mit
anderen Mitgliedern der CEA-Familie kreuzreagiert (Drzeniek et al. 1991).
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Am darauffolgenden Tag wurde die Membran 2 Std. in regelméBig gewechseltem TBST
gewaschen. Danach erfolgte die Inkubation mit dem Sekundér-Antikoérper Anti-Mouse
(Santa Cruz, CA, USA) in der Verdiinnung 1:4000 in TBST und Blockierungspuffer fiir 2
Std. bei Raumtemperatur. Nach Beendigung der Inkubation wurde die Membran erneut fiir
den Zeitraum von einer Stunde mit regelmiBig gewechseltem TBST gewaschen. Danach
erfolgte die Inkubation der Membran mit einem Detektionslosungsgemisch (Pierce,
Rockford, IL, USA) bestehend aus einer Peroxidlosung und einer Luminol-Enhancer-
Losung fiir 5 min bei Raumtemperatur. Dann wurde die Membran lichtgeschiitzt in eine
Rontgenkassette gelegt. In dieser wurden in der Dunkelkammer dann Rontgenfilme fiir
unterschiedliche Zeiten belichtet und mit einem Entwicklungsgerit (Protec, Oberstenfeld)

entwickelt.

2.2.11 Invasionsassay

Fiir das Invasionsassay wurde zum einen die BD BIOCOAT® Matrigel® Invasion
Chamber, folgend als Matrigel Invasionsassay bezeichnet, und zum anderen die
BIOCOAT® Cell Culture Inserts als sogenannte Kontrollinserts verwendet.

Mit Hilfe des Matrigel Invasionsassays ist es moglich, die Invasivitdt sowohl von malignen
als auch von nicht-malignen Zellen in vitro zu untersuchen. Der Boden der Inserts des
Matrigel Invasionsassays besteht aus einer PET-Membran mit 8 um groen Poren und
einem Durchmesser von 0,3 cm?, die mit einer sogenannten Matrigel Basement Membrane
Matrix (Matrigel Matrix) beschichtet sind. Diese Matrix besteht aus geldsten
Basalmembrananteilen, welche aus Engelbreth-Holm-Swarm-Sarkomen der Maus
extrahiert wurden. Sie enthidlt Laminin, Kollagen Typ 1V, Heparansulfatproteoglykane,
Entactin und Wachstumsfaktoren wie beispielsweise TGF-f. Diese Matrigel Matrix dient
in vitro als Aquivalent einer Basalmembran, wie man sie in vivo finden wiirde. Sie
verschlieft die Poren der PET-Membran und verhindert so die Migration von nicht-
invasiven Zellen. Zellen mit invasivem Potential hingegen sind in der Lage, diese Matrigel
Matrix zu zerstoren und durch sie hindurchzuwandern.

Die bei diesen Untersuchungen parallel verwendeten Kontrollinserts enthalten am Boden
ebenfalls eine PET-Membran mit identischer Porengrofe, die jedoch nicht von einer

Matrix verschlossen sind. Das Prinzip des Invasionsassays verdeutlicht die Abbildung 2.3.
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Abb. 2.3: Schematischer Aufbau des Invasionsassays. Man erkennt das sich im well befindende Insert,
welches die Zellen des Klons ,,88 enthélt. Am Boden des Inserts befinden sich die Membranporen, die von

der Matrigel Matrix verschlossen sind.

Das Invasionsassay wurde exakt 24 Std. nach durchgefiihrter Transfektion gestartet. Als
erstes wurde die Invasionskammer, die bei -20°C aufbewahrt wurde, bei Raumtemperatur
gelagert. Dann wurden die Inserts mit 37°C warmem Basalmedium gefiillt, um die
Matrigel Matrix zu rehydratisieren. Das Basalmedium bestand zu gleichen Teilen aus
DMEM mit 4,5 g/LL Glucose bzw. DMEM mit Phenolrot und Nutrient Mixture F-12 HAM.
In jedes well und jedes Insert wurden 500 pl dieses Basalmediums gegeben. Dann wurde
die Invasionskammer fiir 2 Std. in den Inkubator (37°C, 5%-CO,-Beimischung) gestellt.

Die Zellen befanden sich zu diesem Zeitpunkt noch auf den six-well-plates. Von diesen
wurden sie mittels Trypsin-EDTA abgel6st, in Nihrmedium aufgenommen und in sterile
Falcons tberfithrt. Am Mikroskop wurden die Zellen dann mittels der Rosenthal-
Zihlkammer ausgezihlt. Fiir das sich anschlieBende Invasionsassay wurden 50.000
Zellen/ml Nahrmedium bendtigt. Nach Beendigung der zweistiindigen Inkubationszeit
wurde die Invasionskammer wieder aus dem Inkubator genommen, und das gesamte
Basalmedium wurde abgesaugt. Dann wurden in jedes well 750 pl komplettes
Néihrmedium vorgelegt und die jeweils bendtigten Inserts mit einer sterilen Pinzette
eingesetzt. Dabei wurden jeweils in der Reihe unter den mit der Matrigel Matrix
beschichteten Inserts die Kontrollinserts eingesetzt, so dass sich fiir ein in Abbildung 2.4

dargestelltes typisches Experiment folgendes Bild ergab:
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88 88 88
HT-1080 HT-1080 HT-1080 untrans- untrans- untrans- Matrigel-

fiziert fiziert fiziert membran

88" 88 .88
HT-1080 HT-1080 HT-1080 — untrans- untrans- Kontoll-

fiziert fiziert fiziert membran

88 88 ,,88°
transfiziert transfiziert transfiziert
mit Plasmid mit Plasmid mit Plasmid

,,88 trans- ,,88 trans- ,,88 trans-
fiziert mit fiziert mit fiziert mit Matrigel-
Leervektor Leervektor Leervektor membran

.88 .88« .88
transfiziert transfiziert transfiziert
mit Plasmid mit Plasmid mit Plasmid

,,88 trans- ,,88 trans- ,,88 trans-
fiziert mit fiziert mit fiziert mit Kontroll-
Leervektor Leervektor Leervektor membran

Abb. 2.4: Invasionsassay Beispiel. Jedes Experiment wurde in dreifacher Ausfithrung durchgefiihrt. Auf die
jeweiligen Inserts mit der Matrigel Matrix Membran folgt die dazugehorige Kontrollmembran, deren Poren
nicht von einer Matrigel Matrix verschlossen sind. Als erstes wurden die HT-1080-Zellen als Positivkontrolle
aufgetragen. Danach folgten die untransfizierten Zellen des Klons ,,88%, dann die mit dem CEACAMI1-L-

Plasmid transfizierten und abschlieBend die mit dem Leervektor transfizierten Zellen des Klons ,,88°.

Darauthin wurden in jedes Insert 500 pl der jeweils vorbereiteten Zellsuspensionen
pipettiert, und es folgte eine 48-stiindige Inkubationszeit im Inkubator. Danach wurden das
sich noch in den Inserts befindende Nihrmedium und die sich noch auf der Oberfliche der
PET-Membran befindenden Zellen mittels einem Wattestdbchen entfernt.

Als nichstes wurden die Inserts einer Firbereihe zugefiihrt, die mit dem Diff Quick®
Farbeset von Dade Behring (Diidingen, Schweiz) durchgefiihrt wurde. Dieses Set bestand
aus einer Fixierlosung, zwei Firbelosungen (Eosin, Thiazin) und abschlieBend zwei
Wasserreihen (Aq. dest.). Die Inkubationszeit der einzelnen Inserts betrug jeweils 2 ¥2 min.
Nach Abschlufl der Firbereihe mussten die Inserts an der Luft trocknen. Dann wurden die
getrockneten Membranen mit einem Skalpell abgelodst, mit der Unterseite auf einen
Objekttrager gebracht und mit einem Deckglas und etwas Eukitt abgedeckt. Abschlieend

wurden alle Objekttrager fiir mindestens 20 min in einen Trockenschrank gelegt. Danach
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konnten die sich auf den Objekttrigern befindenden gefarbten Membranen mit dem

Mikroskop ausgewertet werden.

2.2.12 Auswertung des Invasionsassays

Um das invasive Potential in Prozent bestimmen zu koOnnen, wurden die einzelnen
Membranen mittels eines Zdhlokulars am Mikroskop ausgezihlt. Dabei wurden von einer
Membran jeweils drei unterschiedliche, aber gleich grofe Bereiche ausgezihlt. Gezihlt
wurden dabei die sich in diesem Bereich befindenden Zellen, die reprisentativ fiir die
durch die Matrigel Matrix hindurchgewanderten, also invasiven Zellen, standen. Mit den
dazugehorigen Kontrollmembranen wurde auf die gleiche Art verfahren. Aus den jeweils
drei ausgezihlten Bereichen wurde ein Mittelwert gebildet. Der Mittelwert der mit der
Matrigel Matrix beschichteten Membran wurde durch den dazugehorigen Mittelwert der

Kontrollmembran dividiert, und man erhielt so den prozentualen Wert fiir die Invasion.
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3 Ergebnisse

3.1 Transfektion von Hybridomzellen mit dem CEACAMI1-L-
Expressionsvektor

In den als erstes durchgefiihrten Western Blot-Analysen stellte sich heraus, dass es in dem
in dieser Arbeit verwendeten Klon ,88“ der Hybridomzelllinie keine endogene
CEACAMI1-Expression gab, das heilt, diese Zellen waren CEACAMI-negativ. Somit
stellten sie ein geeignetes Modell dar, um im Rahmen von Transfektionsexperimenten die
Funktion von CEACAMI zu untersuchen.

Als Positivkontrolle wurden bei den Western Blot-Analysen Proteinextrakte einer
CEACAMI1-exprimierenden Zelllinie verwendet. Bei diesen Zellen handelte es sich um
eine Melanomzelllinie mit der Bezeichnung ,,G361*.

Die folgende Abbildung zeigt einen Western Blot, auf dem zu erkennen ist, dass der Klon
,88% keine endogene CEACAM 1-Expression besitzt. Die ersten beiden Banden stellen die
untransfizierten Zellen des Klons ,,88“ dar. Das Zellmaterial, welches auf die erste Spur
aufgetragen wurde, wurde bei einer Konfluenz von 50 % geerntet, die Zellen, die auf die
zweite Spur aufgetragen wurden, bei 95 % Konfluenz. Es fillt auf, dass sich sowohl bei der
etwas schwicheren als auch bei der stirkeren Konfluenz keine Unterschiede ergeben.
CEACAMI1 wird in keinem Fall exprimiert. Die letzte Bande zeigt die Positivkontrolle
,G361“ mit einer positiven Expression bei ungefihr 218 kD, was der Grofle des

CEACAM 1 -Proteins entspricht.

1,88 ,,88 ,Leer- ,,G361¢

untrans- untrans- bande®, Positiv-

fiziert, fiziert, kein kontrolle

50% 95% Material

Konfl. Konfl.

o e M CEACAMI
218 kD

Abb. 3.1: Western Blot zur Darstellung der nicht vorhandenen endogenen CEACAMI-Expression im

verwendeten Klon ,,88.
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Nach Transfektion des urspriinglich CEACAMI-negativen Klons ,,88“ mit dem
CEACAMI-L-Expressionsvektor lie3 sich im Western Blot eine deutliche CEACAMI-
Expression der Hybridomzellen nachweisen. Die untransfizierten Zellen dieser Zelllinie
und die Zellen, die mit dem Leervektor transfiziert wurden, zeigten hingegen keine
CEACAMI1-Expression.

Die beiden folgenden Abbildungen zeigen Beispiele fiir nach Transfektion durchgefiihrte
Western Blots. Auf die jeweils ersten Spuren wurden die untransfizierten Zellen des Klons
88 aufgetragen. Als nichstes folgen die mit dem CEACAMI-Expressionsvektor
transfizierten Zellen und danach die Zellen, die mit dem Leervektor transfiziert wurden.
Als Positivkontrolle dienten auch hier wieder die Melanomzellen ,,G361%, die die richtige

GroBe von ca. 218 kD bestitigen.

1,88 88 1,88 ,,G361¢
untrans- transf. mit transf. mit Positiv-
fiziert CEACAMI1 Leervektor  kontrolle

CEACAMI1
«—
218 kD

Abb. 3.2: Beispiel 1: Western Blot nach Transfektion. Dieser Western Blot wurde nach einer Transfektion
des Klons ,,88* mit dem CEACAM1-L-Expressionsvektor durchgefiihrt. Es zeigt sich nach der Transfektion
eine deutliche CEACAMI1-Expression im Klon ,,88*.

188 1,88 1,88 ,G361¢
untrans- transf. mit transf. mit Positiv-
fiziert CEACAMI1 Leervektor kontrolle

CEACAMI1
«—
218 kD

Abb. 3.3: Beispiel 2: Western Blot nach Transfektion. Dieser Western Blot wurde ebenfalls nach einer
Transfektion der ,,88“er Zellen mit dem CEACAM1-L-Expressionsvektor durchgefiihrt. Auch hier zeigt sich
nach der Transfektion eine deutliche CEACAM1-Expression im Klon ,,88*.
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3.2 Untersuchungen zur moglichen Funktion von CEACAMI1 im
Rahmen der Invasivitit plazentarer Zellen

Um Riickschliisse auf die mogliche Funktion von CEACAMI1 im Rahmen der Invasion
plazentarer Zellen ziehen zu konnen, wurden Invasionsassays mit untransfizierten und mit
dem CEACAMI1-Plasmid transfizierten Zellen des Klons ,,88* durchgefiihrt.

Bei jedem Invasionsassay gab es eine Positivkontrolle. Hierzu wurde die Zelllinie ,,HT-
1080 verwendet. Bei diesen Zellen handelte es sich um Fibrosarkomzellen, die offiziell
als Positivkontrollzellen fiir dieses Assay empfohlen wurden. Diese Zellen besitzen ein
sehr starkes invasives Potential und sind in der Lage, die Matrigel Matrix zu zersetzen und
durch die Membranporen hindurchzuwandern. Durch die dazugehérige Kontrollmembran
wanderte eine groflere Anzahl an Zellen hindurch als durch die Matrigel Matrix, da die

Poren bei der Kontrollmembran nicht von einer Matrigel Matrix verschlossen waren.

&

.vn“t) e

P

Abb. 3.4: Darstellung der Positivkontrollzellen HT-1080. A: Durch die Matrigel Matrix hindurchgewanderte
Zellen der Zelllinie HT-1080 (x200). B: Dasselbe Experiment zeigt die durch die dazugehorige
Kontrollmembran hindurchgewanderten HT-1080-Zellen (x200).

Bei den untransfizierten Zellen des Klons ,,88° fiel auf, dass sie kein invasives Potential
zeigten. Nach Anfirben der Membranen und mikroskopischer Auswertung zeigte sich,
dass die Zellen nicht in der Lage waren, die Matrigel Matrix zu zersetzen und durch die
Poren der PET-Membran hindurchzuwandern. Durch die dazugehorige Kontrollmembran
hingegen waren jedoch eine erhebliche Menge an Zellen hindurchgewandert, was zeigte,

dass es sich um vitale, prolifierierende, aber eben nicht invasive Zellen handelte.
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Abb. 3.5: Darstelllung der untransfizierten Zellen des Klons ,,88“. A: Durch die Matrigel Matrix sind keine
Zellen hindurchgewandert, d. h., es ist kein endogenes invasives Potential in diesen Zellen vorhanden. Die
untransfizierten Zellen besitzen keine endogene CEACAMI1-Expression (x200). B: Durch die dazugehorige
Kontrollmembran hindurchgewanderte Zellen. Bei diesen Zellen handelt es sich um proliferierende, aber

nicht invasive Zellen (x200).

Auffillig war das Ergebnis, welches sich bei den mit dem CEACAMI-L-
Expressionsvektor transfizierten Zellen des Klons ,,88* zeigte. Hier sah man, im Gegensatz
zu den untransfizierten Zellen, dass die nach Transfektion nun CEACAMI1 exprimierenden
Zellen in der Lage waren, die Matrigel Matrix zu zersetzen und durch die PET-Membran
hindurchzuwandern. Das lie} die Vermutung zu, dass durch CEACAMI eine Steigerung
der Invasivitit bewirkt werden konnte. Auch hier waren wieder mehr Zellen durch die

dazugehorige Kontrollmembran hindurchgewandert.
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Abb. 3.6: Darstellung der mit dem CEACAMI1-L-Expressionsvektor transfizierten Zellen des Klons ,,88%.
A/B: Hindurchgewanderte transfizierte Zellen durch die Matrigel Membran (x200). C/D:

Hindurchgewanderte transfizierte Zellen durch die dazugehorige Kontrollmembran (x200).

Im Gegensatz dazu zeigte sich bei den Zellen des Klons ,,88%, die mit dem Leervektor
transfiziert wurden, kein invasives Potential. Auch hier waren die Zellen nicht in der Lage,
die Matrigel Matrix zu zersetzen und konnten so nicht durch die PET-Membran
hindurchwandern. Es ergab sich ein dhnliches Bild wie bei den untransfizierten Zellen.
Somit konnte man ausschlieBen, dass der auf die Invasivitit positive Effekt, der bei den mit
dem CEACAMI-L-Expressionsvektor transfizierten Zellen erzielt werden konnte, allein
auf den Vorgang der Transfektion zuriickzufiihren war.

Auch hier waren, wie erwartet, wieder mehr Zellen durch die dazugehorige

Kontrollmembran hindurchgewandert.
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Abb. 3.7: Darstellung der mit dem Leervektor transfizierten Zellen des Klons ,,88“. A: Durch die mit der
Matrigel Matrix beschichtete Membran sind nach der Transfektion mit dem Leervektor keine Zellen
hindurchgewandert. Es ergibt sich ein dhnliches Bild wie bei den untransfizierten Zellen (x200). B: Durch
die dazugehorige Kontrollmembran sind deutlich mehr Zellen hindurchgewandert. Ein Zeichen dafiir, dass es

sich um proliferierende Zellen ohne invasives Potential handelt (x200).

In einem weiteren Experiment sollte untersucht werden, ob sich die Zunahme der
Invasivitit durch die Transfektion mit dem CEACAMI-Plasmid durch Zugabe des
entsprechenden Antikorpers hemmen lie. Dazu wurden jeweils 1 pg / ml Medium des
monoklonalen CEACAMI-Antikorpers auf die mit dem CEACAM1-Plasmid transfizierten
Zellen gegeben. In der Auswertung zeigte sich, dass die durch die Transfektion gesteigerte

Invasivitidt durch Zugabe des Antikorpers gehemmt werden konnte.
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Abb. 3.8: Darstellung der Hemmung der Invasivitit der mit dem CEACAMI-L-Expressionsvektor
transfizierten Zellen durch Zugabe des monoklonalen CEACAMI-Antikorpers. A: Die Invasivitit der
transfizierten Zellen geht durch Zugabe des monoklonalen CEACAMI1-Antikorpers deutlich zuriick. Gezeigt
ist die Matrigel Matrix Membran (x200). B: Auch durch die dazugehorige Kontrollmembran wandern

weniger transfizierte Zellen nach Zugabe des Antikorpers hindurch (x200).

Nachfolgend sind graphische Auswertungen der Resultate ausgewihlter Invasionsassays
zur Verdeutlichung aufgefiihrt.

Auf der Abszisse der Abbildung 3.9 ist die Invasion in Prozent angegeben, die sich, wie
bereits beschrieben, als Quotient aus dem Mittelwert der durch die Matrigel Matrix
hindurchgewanderten Zellen und dem Mittelwert der durch die Kontrollmembran
hindurchgewanderten Zellen ergibt. Auf der Ordinate wurde die jeweilige Behandlung der
Zellen (untransfiziert, transfiziert mit dem Expressionsvektor CEACAMI-L bzw.

transfiziert mit dem Leervektor) aufgetragen.
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Abb. 3.9: Beispiel 1: Auswertung Invasionsassay. Dargestellt ist die Invasion in Prozent (%).

Auf der Abbildung 3.10 ist auf der Abszisse der absolute Wert der durch die Matrigel
Matrix hindurchgewanderten Zellen als Mittelwert angegeben. Auf der Ordinate wurde,

wie bereits bei der vorangehenden Abbildung beschrieben, die Behandlung der Zellen

aufgetragen.
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800 1000 1200 1400

0 200 400 600
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Abb. 3.10: Beispiel 2: Auswertung Invasionsassay. Angegeben ist der absolute Wert der durch die Matrigel

Matrix hindurchgewanderten Zellen mit Standardabweichungen.
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Die Abbildung 3.11 zeigt die Hemmung der durch CEACAM1-Transfektion gesteigerten
Invasivitit durch die Zugabe des monoklonalen CEACAMI1-Antikorpers.

"88" transf. mit mock

88" transtf. mit CEACAM1 + 16,10%

1mikrogramm AK

Zelllinie

46,90%

88" transf. mit CEACAM1

4,30%
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1 T T T T T T T T T 1
0,00% 5,00% 10,00% 15,00%  20,00% 25,00% 30,00%  35,00% 40,00%  45,00% 50,00%

Invasion in %

Abb. 3.11: Beispiel 3: Auswertung Invasionsassay mit Antikorper-Zugabe. Dargestellt ist die Anderung der
Invasion in Prozent (%) durch Zugabe des monoklonalen CEACAM1-Antikorpers.

Die teilweise groflen Standardabweichungen ergeben sich dadurch, dass in der jeweiligen
Membran verschiedene reprédsentative Bereiche ausgezdhlt wurden, wobei jedoch
beriicksichtigt werden mufite, dass sich die Zellen beim Hindurchwandern durch die
Matrigel Matrix und die Poren der PET-Membran nicht gleichméBig verteilt haben. So
befanden sich in einigen auszuzdhlenden Bereichen sehr viele Zellen, wohingegen in
anderen Bereichen auf derselben Membran wesentlich weniger Zellen zu sehen waren. Bei
diesem Experiment muf} jedoch das Gesamtbild betrachtet werden, da jeder repridsentative
Bereich beriicksichtigt werden muf3. Auch Bereiche mit einer kleineren Anzahl von durch

die Matrigel Matrix hindurchgewanderten Zellen zeugen von invasivem Potential.
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4 Diskussion

Die Tatsache, dass neben CEACAMI1 auch andere Mitglieder der CEA-Genfamilie in
trophoblastdren Strukturen der Plazenta exprimiert werden, ldsst die Vermutung zu, dass
diese Adhisionsmolekiile moglicherweise eine funktionelle Rolle im Implantationsvorgang
und vor allem in physiologischen invasiven Prozessen wihrend der plazentaren

Entwicklung im Menschen spielen.

Die Untersuchungen, die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefiihrt wurden, haben
gezeigt, dass durch das Einbringen von CEACAMI1-DNA in Zellen plazentaren Ursprungs,
die vor Transfektion keine endogene CEACAMI1-Expression zeigten, eine Steigerung der
Invasivitit erreicht werden konnte. Zusitzlich lief sich eine Hemmung der Invasivitét
durch die Zugabe eines monoklonalen CEACAM1-Antikorpers beobachten.

In Anbetracht der Tatsache, dass das Adhisionsmolekill CEACAMI1 im extravillosen
Trophoblasten der humanen Plazenta exprimiert wird, gelangt man aufgrund der in dieser
Arbeit gezeigten Ergebnisse zu der Annahme, dass dieses Molekiil moglicherweise eine

entscheidende Rolle im plazentaren Entwicklungsprozef3 spielt.

Wie bereits erwihnt, ist CEACAMI nicht der einzige Vertreter der CEA-Genfamilie, dem
eine Rolle in invasiven Prozessen wihrend der plazentaren Entwicklung zugesprochen
wird. Ein im Hinblick auf diese Fragestellung bereits sehr intensiv untersuchtes Molekiil
ist Mel-CAM (melanoma cell adhesion molecule), welches CEACAM1 im Aufbau dhnelt,
wobei Mel-CAM allerdings fiinf statt vier Immunglobulin-dhnliche extrazelluldre
Domaénen besitzt. Seine Expression konnte bisher in Haarfollikeln, im zerebelldren Kortex,
im Gefidlendothel und in glatten Muskelzellen nachgewiesen werden (Pignatelli & Vessey
1994, Shih & Kurman 1996). Aber auch im Rahmen invasiver und metastasierender
Prozesse scheint es eine Rolle zu spielen. Eine Mel-CAM-Expression fand sich
beispielsweise in malignen kutanen Melanomen, Angiosarkomen und Leiomyosarkomen
(Luca et al. 1993, Shih et al. 1994). Eine 1996 von Shih et al. durchgefiihrte
immunhistochemische Untersuchung an Gewebeproben normaler humaner Plazenta zeigte
eine Mel-CAM-Expression im proximalen extravillosen Trophoblasten des ersten und
zweiten Trimenons. Die Expressionsstirke in den Mel-CAM-positiven Zellen nahm von
proximal nach distal zu, wobei auffillig war, dass sowohl der villose Zyto- als auch der

villose Synzytiotrophoblast keine Mel-CAM-Expression aufwiesen. Dies fithrte zu der
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Annahme, dass die Mel-CAM-Aktivitit moglicherweise die Differenzierung des
extravillosen Trophoblasten in die einzelnen Subpopulationen widerspiegelte. Ebenfalls
Mel-CAM-negativ.  waren die Deziduazellen, die Zellen des endometrialen
Oberflidchenepithels ebenso wie die Endothelzellen der Endometriumdriisen und sich im
Stroma befindliche Entziindungszellen.

Die immunhistochemische Firbung zeigte die fiir die Adhisionsmolekiile typische
Lokalisation an der Zelloberfliche. Da die Mel-CAM-Aktivitit scheinbar von proximal,
also von dem Ursprungsort der Ankerzotten, nach distal hin zunahm, fand sich eine
gleichmifBig starke Mel-CAM-Expression vor allem im invasiven interstitiellen
Trophoblasten und im endovaskulidren Trophoblasten, der die Spiralarterien auskleidet. Die
genaue biologische Rolle, die Mel-CAM im extravilldsen, genauer im invasiven
interstitiellen Trophoblasten spielt, ist noch nicht geklidrt, aber da der interstitielle
Trophoblast Gemeinsamkeiten mit neoplastischen Zellen aufweist, wie beispielsweise die
rasche Proliferation und die Fahigkeit, benachbartes Gewebe inklusive der
Basalmembranen invasiv durchdringen zu konnen, kann vermutet werden, dass Mel-CAM
eine Rolle in invasiven Prozessen spielen konnte (Shih & Kurman 1996, Yagel et al.

1988).

Ahnliche Ergebnisse fanden Coukos et al., die 1998 ein weiteres Adhédsionsmolekiil,
ndmlich PECAM-1 (platelet-endothelial cell adhesion molecule-1), beziiglich seiner
Expression in trophoblastiren Zellen der normal entwickelten humanen Plazenta
untersuchten. PECAM-1 ist ein transmembrandses Glykoprotein, welches hauptsidchlich
von Zellen des Gefidllsystems, wie beispielsweise Endothelzellen, Thrombozyten,
Monozyten, neutrophilen Granulozyten und Lymphozyten, exprimiert wird. Die
immunhistochemischen Untersuchungen an humanen Trophoblastzellen zeigten eine starke
PECAM-1-Expression an der Zelloberfliche im endovaskuldren extravillosen
Trophoblasten innerhalb der Spiralarterien der Dezidua. Eine besonders starke PECAM-1-
Aktivitit zeigten vor allem Faktor VIII-positive Endothelzellen in durch Trophoblastzellen
vollstandig umgebauten DeziduagefiBlen. Der villose Zyto- und Synzytiotrophoblast
stellten sich PECAM-1-negativ dar.

Das Hauptziel des extravillosen interstitiellen Trophoblasten ist es, aus den urspriinglichen
low-capacity/high-resistance GefidBBen des Uterus high-capacity/low-resistance Gefil3e
entstehen zu lassen, die dem steigenden BlutfluB des Uterus gewachsen sind. Dies

geschieht, indem die Trophoblastzellen die Basalmembran der Endothelzellen in den



4 Diskussion 44

Spiralarterien zu zersetzen beginnen, um sie spiter vollstindig zu ersetzen (Pijnenborg
1990). Coukos et al. konnten in ihren Untersuchungen zeigen, dass PECAM-1 vermutlich
eine Rolle bei der Adhision dieser Trophoblastzellen mit den uterinen Endothelzellen
spielt. Dafiir wurde ein Zellkulturmodell mit frisch isolierten humanen
Zytotrophoblastzellen etabliert, in dem sich diese Zellen in vitro zu invasiven interstitiellen
Trophoblastzellen differenzierten, die das PECAM-1-Molekiil sowohl auf mRNA als auch
auf Proteinebene exprimierten. Im Gegensatz dazu gab es keine PECAM-1-Expression in
den frisch isolierten Zytotrophoblastzellen. Mittels indirekter
Immunofluoreszenzuntersuchungen konnte gezeigt werden, dass nur ein bestimmter Anteil
dieser invasiven interstitiellen Trophoblastzellen das PECAM-1-Molekill in vitro
exprimierte. Eine Erkldrung konnte dafiir nicht gefunden werden, aber diese Tatsache fiihrt
zu der Annahme, dass moglicherweise nur bestimmte extravillose Trophoblastzellen in der
Lage sind, sich zu endovaskuldren Trophoblastzellen zu differenzieren. Ein weiterer
wichtiger Fund war, dass das PECAM-1-Molekiil erst in Gegenwart von Endothelzellen an
die Oberflache migrierte. Dariiber hinaus wurde PECAM-1 in Richtung des Trophoblast-
Endothel-Zellkontakts polarisiert, was die Vermutung bestirkte, dass PECAM-1 an der
Ausbildung dieser heterophilen Zell-Zell-Verbindung beteiligt ist. Interessanterweise ist
die Expression dieses Molekiils auf vaskuldre Zellen beschrinkt. PECAM-1 lie3 sich bei
homophilen Zell-Zell-Kontakten zwischen einzelnen Trophoblastzellen nicht nachweisen

(Coukos et al. 1998).

Eine weitere wichtige Rolle, die CEACAMI1 moglicherweise innehaben konnte, ist die
Beteiligung an der Angiogenese. Der erste Beweis dafiir, dass CEACAMI1 von
Endothelzellen produziert wird, wurde 1994 von Sawa et al. erbracht, die nachweisen
konnten, dass CEACAMI1 von Mikrogefiflen des zentralen Nervensystems der Ratte
exprimiert wird (Sawa et al. 1994). Weiterhin konnte eine CEACAMI-Expression in
Endothelzellen plazentarer GefdBe, in miitterlichen Gefiden der Dezidua und in
Granulationsgewebe wihrend der Wundheilung beobachtet werden. Auch in Mikrogefid3en
vieler humaner Tumoren, wie beispielsweise in Nierenzellkarzinomen, in
Prostatakarzinomen oder auch in Leydigzelltumoren, konnte CEACAMI1 nachgewiesen
werden. Dabei war auffillig, dass die Expression dieses Molekiils nur auf die kleinen
Blutgefifle beschrinkt war, wihrend groBere Gefale CEACAMI1-negativ waren (Daniels
et al. 1996, Prall et al. 1996, Ergiin et al. 2000). Die Tatsache, dass CEACAMI1 von

Endothelzellen kleiner Gefille in regenerierendem Gewebe, wie Plazenta, Endometrium
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oder Granulationsgewebe nach Verletzung, exprimiert wird, fiihrt zu der Annahme, dass
CEACAMI eine mogliche Rolle in der Angiogenese spielt. Wagener et al. untersuchten
anhand eines extra etablierten Zellkulturmodells die mdgliche Funktion von CEACAMI1
auf die Angiogenese und verglichen diese mit der Rolle von VEGF (vascular endothelial
growth factor). Dafiir wurde das CEACAMI1-Molekiil aus humanen Granulozyten, aus
Endothelzellen und aus HEK293-Zellen, die mit aller fiir das CEACAM1-Gen kodierenden
Exons enthaltenden DNA transfiziert worden waren, extrahiert und mit HDME-Zellen
(human dermal microvascular endothelial cells) zusammengebracht. In den darauffolgend
durchgefiihrten Untersuchungen zeigte sich, dass CEACAM1 die Proliferation der HDME-
Zellen stimulierte und einen chemotaktischen Effekt auf diese ausiibte, welcher
vergleichbar war mit dem von VEGF. Weiterhin zeigte sich bei einer Kombination von
CEACAMI1 und VEGF ein additiver Effekt auf die Angiogenese, die in diesem
Experiment durch Bildung rohrenartiger Strukturen der HDME-Zellen in einem
dreidimensionalen Gel aus Kollagen I definiert war. Verglich man die beiden Faktoren
unabhingig voneinander, so war der Effekt von CEACAMI1 alleine schwicher als der von
VEGF. Eine weitere interessante Beobachtung war, dass sich die Aktivitit von VEGF
durch Zugabe eines monoklonalen CEACAMI1-Antikorpers vollstindig inhibieren lief3,
was zu der Vermutung fiihrte, dass die CEACAMI-Expression der Endothelzellen
abhingig ist von der Menge an VEGF. VEGF erhoht die CEACAMI1-Expression sowohl
auf mRNA- als auch auf Proteinebene. Da sich diese in vitro-Ergebnisse nicht einfach auf
die Vaskulo- und Angiogenese in vivo libertragen lassen, sind die genauen Funktionen von
CEACAMI1 in diesem Punkt noch ungeklirt. Versuche mit Knockout-Miusen sind bisher
fehlgeschlagen, aber die in vitro erhobenen Daten lassen vermuten, dass CEACAMI in
irgendeiner Form an der Angiogenese beteiligt sein konnte (Ergiin et al. 2000, Wagener &

Ergiin 2000).

Eine wichtige Frage, insbesondere in Bezug auf die bisher diskutierten Punkte und die
Zielsetzung der vorliegenden Arbeit, ist die Rolle von CEACAMI im humanen
Implantationsprozess und in der Entwicklung der Plazenta. Svalander et al. haben die
Expression von cell-CAM 105, dem Homolog von CEACAMI1 in der Ratte, beziiglich
seines Vorkommens in unterschiedlichen Stadien des Rattenembryos mittels indirekter
Immunfluoreszenzmikroskopie untersucht. Im frithen Morula-Stadium konnte cell-CAM
105 nicht nachgewiesen werden, dafiir aber in normal entwickelten Blastozysten kurz vor

und wihrend des Implantationsvorgangs im Uterus der Ratte. Hier wurde cell-CAM 105
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gleichmifig verteilt exprimiert, wobei eine deutliche Polarisierung in Richtung der polaren
Region der Trophoblastzellen zu verzeichnen war. Moglicherweise scheint hier eher das
Verschwinden von cell-CAM 105 von der Zelloberfliche, also eher die Ab- als die
Anwesenheit des Molekiils fiir den Implantationsvorgang wichtig zu sein (Svalander et al.
1987). Auf der anderen Seite konnte cell-CAM 105 in glanduldren uterinen Epithelzellen
der Ratte zum Zeitpunkt der Implantation der Blastozyste nachgewiesen werden, hier

allerdings an der apikalen Oberfldche (Svalander et al. 1990).

Ahnliche Ergebnisse fanden Bamberger et al. bei immunhistochemischen Untersuchungen
von normal entwickeltem humanem Plazentagewebe. In Epithelzellen von endometrialen
Driisen wihrend des ersten Trimenons konnte eine starke CEACAM1-Expression an der
apikalen Zelloberfliche nachgewiesen werden. Diese Expression fand man zum gleichen
Zeitpunkt auch in Oberflichenepithelien des Endometriums und in Endothelzellen kleiner
Blutgefifle im uterinen Stroma. Dieses Ergebnis scheint den Verdacht zu bestitigen, dass
CEACAMI eine mogliche Rolle im humanen Implantationsvorgang spielt (Bamberger et

al. 2000).

Fiir die vorliegende Arbeit war die Tatsache von Bedeutung, dass CEACAMI1 spezifisch
vom invasiven interstitiellen Trophoblasten der humanen Plazenta exprimiert wird
(Bamberger et al. 2000). Darauf stiitzte sich die Annahme, dass CEACAMI
moglicherweise eine wichtige Rolle wihrend dieses physiologisch ablaufenden invasiven
Prozesses spielt. Die Ergebnisse der im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten
Invasionsassays haben deutlich gezeigt, dass eine Stimulation der Invasivitit durch
Transfektion der verwendeten Zellen mit dem CEACAMI-Expressionsvektor moglich
war. Weiterhin lie3 sich eine Hemmung der Invasivitdt durch Zugabe eines monoklonalen
CEACAMI1-Antikorpers beobachten. Man kann anhand dieser Ergebnisse vermuten, dass
es einen Zusammenhang zwischen der CEACAMI-Expression extravilloser
Trophoblastzellen und dem invasiven Potential dieser Zellen gibt. Da aber die genauen
molekularen Mechanismen des Implantationsvorgangs und der plazentaren Entwicklung
noch nicht vollstindig geklirt sind, lassen sich iiber die Rolle von CEACAMI1 noch keine

eindeutigen Aussagen titigen.
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S Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit sollte die Rolle des Adhisionsmolekiils CEACAMI1 im Rahmen
der plazentaren Entwicklung des Menschen untersucht werden. Ausgehend von der
Tatsache, dass CEACAMI in invasiven extravillosen Trophoblastzellen der humanen
Plazenta exprimiert wird (Bamberger et al. 2000), wurden Transfektionsexperimente mit
einem CEACAMI-L-Expressionsvektor an einem auf humanen extravillosen
Trophoblastzellen basierenden Hybridomzellkulturmodell durchgefiihrt. Die verwendeten
Zellen zeigten keine endogene CEACAMI-Expression. Um die Auswirkung von
CEACAMI1 auf die Invasivitit plazentarer Zellen zu untersuchen, wurde ein mit einer
Matrigel Matrix beschichtetes Invasionsassay verwendet, anhand dessen beobachtet
werden konnte, inwiefern CEACAMI1 das invasive Potential beeinflusste. Die urspriinglich
CEACAMI1-negativen Zellen, die fiir die Untersuchungen verwendet wurden, wiesen im
Invasionsassay kein invasives Potential auf. Nach dem Einbringen von CEACAMI1-DNA
in die Zellen kam es zu einer erheblichen Steigerung der Invasivitit. Um auszuschlie3en,
dass es sich in diesem Fall um einen durch die Transfektion artefiziell herbeigefiihrten
Effekt handelte, wurde zeitgleich eine Transfektion der Zellen mit dem dazugehdrigen
Leervektor durchgefiihrt. Es ergab sich ein dhnliches Bild wie bei den untransfizierten
Zellen. Ein weiteres Experiment, welches durchgefiihrt wurde, war die Zugabe eines
monoklonalen CEACAM1-Antikorpers auf die mit dem CEACAMI-L-Expressionsvektor
transfizierten Zellen. Dabei zeigte sich ein Riickgang der Invasivitit.

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass das Einbringen von
CEACAMI1-DNA in Zellen plazentaren Ursprungs zu einer Steigerung der Invasivitit
fiihrte. Beriicksichtigt man dabei das spezifische Expressionsmuster von CEACAMI in der
humanen Plazenta, gelangt man zu der Annahme, dass CEACAMI eine Rolle im
physiologisch invasiv ablaufenden Implantationsprozel und in der plazentaren
Entwicklung spielt.

Abschliefend ist allerdings zu bemerken, dass iiber die Fihigkeit von CEACAMI,
invasives Potential zu steigern oder entstehen zu lassen, nur Vermutungen angestellt
werden konnen, da die komplexen Regulationsmechanismen dieser Vorgédnge noch nicht

im Detail bekannt sind.
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8.2 Abkiirzungsverzeichnis
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ICAM intercellular cell adhesion molecule

IMP Inosinmonophosphat
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mAB monoclonal antibody
Mel-CAM melanoma cell adhesion molecule
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sec Sekunde
SERPIN Serin-Protease-Inhibitor
Std. Stunde
TAE Tris-Acetat-EDTA
TBS Tris buffered saline
TBST Tris buffered saline-Tween
TES Tris-EDTA, pH 8
TEMED Tetramethylethylenediamine
TGF transforming growth factor
Tyr Tyrosin
Uuv ultraviolett
VCAM vascular cell adhesion molecule
VEGF vascular endothelial growth factor
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