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., Was wir wissen, ist ein Tropfen, was wir nicht wissen, ein Ozean. *

Isaac Newton
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1 Zusammenfassung

In den letzten Jahrzehnten nimmt die Anzahl an invasiver Candidiasis zu. Diese gehen mit einer
hohen Mortalitdt und Morbiditdt einher. C. albicans kommt als Kommensale auf verschiedenen
Schleimhéduten, wie im Gastrointestinaltrakt des Menschen vor. Bei Immungeschwéchten, bei
Frithgeborenen, nach Epithelschdden durch Antibiotikabehandlung, bei chronisch entziindlicher
Darmerkrankung und grof3en Operationen, kann C. albicans die Darmbarriere durchdringen und
eine Blutstrominfektion verursachen. Auf den Darmepithelien werden verschiedene pattern-
recognition-receptors (PRRs) exprimiert, die eine Immunantwort hervorrufen und fakultative
Pathogene wie C. albicans erkennen konnen. Carcinoembryonic antigen-related cell adhesion
molecules (CEACAMSs) sind immunmodulatorische Rezeptoren und werden auf humanen
Schleimhduten innerhalb des Gastrointestinaltrakt exprimiert. Auf Darmepithelien werden
CEACAMI, 5 und 6 exprimiert. Sie werden von verschiedenen bakteriellen und viralen
Pathogenen rekrutiert und erfiillen unterschiedliche Zellfunktionen, wie zum Beispiel die
angeborene und adaptive Immunantwort. Fiir die Immunantwort gegen C. albicans ist eine
Erkennung von Oberflachenstrukturen, sogenannten pathogen-associated molecular patterns
(PAMP) durch PRRs des Wirtorganismus obligat. In der vorliegenden Arbeit wurden CEACAMI1,

3, 5 und 6 als potenzielle neue Rezeptoren fiir C. albicans untersucht.

Das Bindungsverhalten von C. albicans zu extrazelluliren CEACAM-Doméanen wurde durch den
Einsatz von Pull-Down Assays biochemisch untersucht. Mit verschiedenen Vorbehandlungen von
C. albicans, wie Hitze, Proteinase K und Zymolyase, wurden Oberfldchenstrukturen von C.
albicans auf deren Bindungsinteraktion mit CEACAMs untersucht. Kompetitive Pull-down
Assays wurden eingesetzt, um die Bindungsinteraktionen zwischen CEACAM1 und CEACAMG6
zu C. albicans zu bestimmen. Um die Funktion dieser Rezeptoren in einem physiologisch-
relevanten Kontext zu untersuchen, wurden immortalisierte C2BBel-Zellen als zelluldres
Modellsystem fiir Darmepithelien eingesetzt. Western-Blot, FACS- und qPCR-Analysen wurden
verwendet, um die Expression unterschiedlicher CEACAM-Rezeptoren auf Darmepithelien ndher
zu bestimmen. Die Fahigkeit von CEACAMI1 auf die Bindung von C. albicans durch Aktivierung
nachgeschalteter Signalkaskaden zu reagieren, wurde mittels Immunprézipitation und Western-
Blot von transienten Phosphorylierungsereignissen am CEACAMI1-Rezeptor ermittelt. Um die
Beteiligung des Rezeptors bei Initiierung der zelluldren Immunantwort auf C. albicans zu testen,
wurde einer stabile CEACAMI-defiziente C2BBel-Zellinie durch shRNA-vermittelten knock-

down generiert. Hierbei wurde die Beteiligung des CEACAM 1-Rezeptors sowie der Einfluss von
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16slichem CEACAMS6 auf die nach C. albicans Infektion initiierte IL-8 Sekretion mittels ELISA
ermittelt. Letztlich wurde die Rezeptor-vermittelte Modulationsfihigkeit der transepithelialen
Permeabilitdt nach C. albicans Infektion durch Bestimmung des transepithelialen Widerstandes

(TEER) in CEACAM1-defiziente C2BBel-Zellen bestimmit.

In den Versuchen konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass fungale Pathogene, wie C. albicans
eine Bindung mit den extrazelluldren Domadnen von CEACAM-Rezeptoren 1, 3, 5 und 6 eingehen.
Die Bindung von C. albicans erscheint humanspezifisch und wird iiber die N-terminal IgV-like
domain vermittelt. CEACAMI1 und CEACAMBS6 benétigen fiir die Bindung zu C. albicans intakte
Zellwandproteine und sind absittigbar. In der Darmepithelzelllinie C2BBel erhoht C. albicans die
Expression von membrangebundenen CEACAMI1 und l6slichem CEACAMG6. C. albicans
adhériert nicht CEACAM-abhédngig am Darmepithel, 16st aber iliber die Bindung an CEACAM1
eine epitheliale Immunantwort aus. Die Bindung verursacht eine transiente Phosphorylierung an
der zytoplasmatischen Domédne von CEACAMI1, was nachfolgende Signalkaskade aktivieren
kann. Zur CEACAMI-vermittelten Immunantwort nach C. albicans Infektion gehort die
Ausschiittung von pro-inflammatorischem IL-8 und die Permeabilititserniedrigung des
Darmepithels. Der CEACAMI-Rezeptor ist obligat fiir die Ausschiittung von pro-
inflammatorischen Zytokin IL-8, das wiederum Neutrophile rekrutieren kann. Losliches
CEACAMG reduziert die CEACAMI1 Bindung zu C. albicans. Zusétzlich beeinflusst 16sliches
CEACAMG6 die Immunantwort von CEACAMI1 durch Verringerung der IL-8 Sekretion aus
Enterozyten. Die Ausschiittung von l6slichem CEACAMG6 nach Infektion von C. albicans, konnte
somit eine Auswirkung auf die Immunantwort ausiiben und einen protektiven Effekt fiir den

Wirtsorganismus haben.

In dieser Arbeit konnte durch funktionelle Untersuchungen gezeigt werden, dass die CEACAM-
Rezeptoren die Barrierefunktion sowie die angeborene Immunantwort in epithelialen
Zellverbdanden des Darms nach Bindung von C. albicans modulieren konnen. Die vorliegenden
Ergebnisse konnen fiir nachfolgende Untersuchungen zur Wirtsantwort in Epithelien,
Neutrophilen und T-Zellen nach C. albicans Infektion zu einem besseren Verstindnis der
Pathophysiologie von mukokutaner und invasiver Candidiasis beitragen. Ziel zukiinftiger
Untersuchungen an den beteiligten Rezeptor-vermittelten und Pathogen-spezifischen
Mechanismen kann eine schnellere Diagnostik und eine zielgerichtete Therapie zur Folge haben
und kann damit zur Reduktion der Morbiditédt und Mortalitét von durch C. albicans verursachten

Blutstrominfektionen fiihren.




2  Einleitung

2.1 Invasive Candidiasis

Laut der neuen Leitlinie, welche in einer Konsensuskonferenz 2016 festgelegt wurde, ist Sepsis
eine ,,lebensbedrohliche Organdysfunktion aufgrund einer fehlregulierten Korperantwort auf eine
Infektion” (Singer et al. 2016). Sepsis und septischer Schock sind Hauptursachen fiir Mortalitét
und Morbiditit weltweit (Fleischmann et al. 2016, Vincent et al. 2014). Sepsis ist eine der am
weitverbreitetsten Ursachen von Sterblichkeit auf Intensivstationen, zudem hat sich die Inzidenz
wihrend der letzten Jahre stark erhoht (Kumar et al. 2011, Martin et al. 2003). Studien vermuten,
dass die ansteigende Inzidenz in einer Zunahme von Risikopatienten liegt (Mayr et al. 2014). Die
Mortalititsraten fiir Sepsis und septischen Schock in Krankenhdusern variieren von 28-50 %
(2016, Levy et al. 2012, Legrand et al. 2012, Angus et al. 2001). Sie sind abhingig von Landern,
Regionen und Ausstattung der Versorgungszentren (Levy et al. 2012, Angus et al. 2006, Martin et
al. 2003). Sepsis kann durch infektiose Prozesse ausgelost werden (Bone et al. 1992). Infektiose
Prozesse konnen durch das Eindringen von Pathogenen verursacht werden, wie zum Beispiel
durch Bakterien und Pilze (Mayr et al. 2014). Wéhrend der Sepsis kehrt die durch einen
eindringenden Erreger ausgeloste Immunantwort nicht in die Homoostase zuriick und erzeugt
einen Zustand, der durch eine anhaltende iibermédBige Entziindung und Immunsuppression
gekennzeichnet ist (van der Poll et al. 2017). Gram-positive Bakterien, der Pilz C. albicans und
andere Candida spp. zeigen liber die letzten Jahre eine ansteigende Inzidenz (Mayr et al. 2014,
Martin et al. 2003). Die European Prevalence of Infection Studie (EPIC II) von 2009 gibt 19,4 %
Fungi (17% Candida) in positiven Blutkulturen von infizierten und hospitalisierten Patienten auf
der Intensivstation an (Vincent et al. 2009). C. albicans Infektionen sind weltweit ein wachsendes
Problem aufgrund der Inzidenz von Immungeschwichten (Zheng et al. 2015, Naglik et al. 2011,
Moyes und Naglik 2011). Je nach Studie sind sie die dritt- oder vierthdufigste Ursache von
nosokomialen Infektionen der Blutbahn, was die medizinische Bedeutung nochmals verdeutlicht

(Lewis et al. 2012, Gudlaugsson et al. 2003).

Candida spp sind Pilze, die eine Rolle fiir menschliche Infektionserkrankungen haben konnen und
gehoren zu den klassischen opportunistischen Pathogenen, die als Kommensale beim gesunden
humanen Individuum auf mukosalen Oberflichen des Gastrointestinaltraktes, des
Mundrachenraums, des Urogenital-, des respiratorischen Trakts und der Haut vorkommen (da
Silva Dantas et al. 2016, Eggimann und Pittet 2014, Eggimann et al. 2003, Cohen et al. 1969).

Die durch diese Organismen verursachten Infektionen lassen sich grob in mukokutane und
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invasive Candidiasis einteilen (Mayer et al. 2013). Die mukokutanen Erkrankungen umfassen
oropharyngeale Candidiasis (Mundsoor), 0sophageale Candidiasis und vaginale Candidiasis
(Moyes und Naglik 2011, Vazquez und Sobel 2002). Zur invasiven Candidiasis gehort sowohl die
Candiddmie, als auch Infektionen tieferer Organe, welche mit einer hohen Mortalitit und
Morbiditdt verbunden sind (Pappas 2006, Martin et al. 2003). Zu den Risikopatienten gehoren
immungeschwéchte Patienten/-innen aufgrund einer HIV-Infektion, einer Chemotherapie, einer
Knochenmark- oder Organtransplantation, Trauma- oder Verbrennungspatienten und Patienten/-
innen auf Intensivstationen (Eggimann und Pittet 2014, Shoham und Marwaha 2010, Pappas
20006). Bei diesen Patienten/-innen konnen Candida spp eine pathogene Form annehmen und zu
einer Blutstrominfektion fiihren (Eggimann und Pittet 2014, Eggimann et al. 2003). Bei einer
Storung der epithelialen Homdostase, wie beispielsweise bei Patienten/-innen nach einer
Glukokortikoidbehandlung, nach einer systemischen Antibiose, bei totaler parenteraler Erndhrung,
nach grofBen abdominellen Operationen, bei renaler Insuffizienz oder Neutropenie, konnen
Candida spp wie C. albicans und Candida glabrata orale, 6sophageale, gastrointestinale, vaginale
und urogenitale Infektionen der Mukosa bis hin zu schweren invasiven Infektionen mit einer hohen
Mortalitdt verursachen (Eggimann und Pittet 2014, Brown et al. 2012, Gudlaugsson et al. 2003).
Auch bei Frithgeborenen stellen die Candida spp die Hauptursache fiir invasive Pilzinfektionen
dar, was wahrscheinlich zum Teil auf die Unreife und die Modulation des Immunsystems im sich
entwickelnden Fotus zurlickzufiihren ist (Arsenault und Bliss 2015, Pfaller et al. 2012). Wegen
der globalen Zunahme an Frithgeborenen stellt dies eine wachsende Gefahr dar (Farrant et al. 2019,

Blencowe et al. 2013).

Trotz des Einsatzes mehrerer neuer Antimykotika mit verbessertem Spektrum und verbesserter
Wirksamkeit hat die Haufigkeit der C. albicans Infektionen und die damit verbundene Mortalitét
in den letzten zwei Jahrzehnten nicht abgenommen (Pfaller und Castanheira 2016). Der Mangel
an schnellen und empfindlichen diagnostischen Tests hat zu einem erheblichen Uberverbrauch von
Antimykotika gefiihrt, was zu erhohten Kosten, Selektionsdruck fiir Resistenzen, unndtiger
Medikamententoxizitdt und unerwiinschten Medikamenteninteraktionen gefiihrt hat (Pfaller und
Castanheira 2016, Pfaller et al. 2012, Morrell et al. 2005). Ein besseres Verstindnis der
pathophysiologischen Vorgéinge von C. albicans konnte die Therapie und sogar die Sterblichkeit

reduzieren.




2.2 Die mukosale Immunantwort von C. albicans

Intraabdominale Infektionen sind bei septischen Patienten/-innen mit einer hoheren Mortalitét
verbunden (Chou et al. 2020). Der Darm eines Menschen bildet die grof3te Oberfldche des Korpers
steht im engen Kontakt zu Néhrstoffen, symbiotischer Mikroflora und Pathogenen. Um den Korper
effektiv vor den infektiosen Mikroorganismen zu schiitzen, ist der Darm mit dem Grofteil des
lymphatischen Gewebes assoziiert und enthélt den GroBteil aller Zellen des Immunsystems im
Organismus. Die Hauptaufgabe des Darmes besteht, neben Verdauung sowie der Absorption von
Nahrstoffen und Wasser darin, eine effektive Schutzbarriere zwischen der antigenreichen
AuBenumgebung und dem inneren Milieu des Organismus sicherzustellen. Die Strategien, die
daftir verwendet werden, beinhalten unter anderem eine durch das Epithel sichergestellte
physikalische Barriere, die Produktion antibakterieller Peptide sowie insbesondere die
Organisation lymphatischer Strukturen deren Hauptaufgabe darin besteht, IgA zu produzieren.
Gleichzeitig wird das luminale Mikrobiom aktiv immunologisch toleriert (D. Haller 2015). Die
Mehrzahl der systemischen Infektionen werden durch endogene C. albicans verursacht, die den
Gastrointestinaltrakt des Patienten/-innen kolonisieren und im gesunden Individuum {iber die
Mukus-Oberfliche einen direkten Kontakt mit dem Darmepithelium haben (Netea et al. 2015,
Moyes und Naglik 2011). C. albicans muss iiber die intestinale epitheliale Barriere ins Blut
gelangen, die den Organismus von der mikrobiellen Darmflora trennt, um eine systemische
Infektion zu verursachen. Dies kann unter bestimmten Umstédnden, wie bei Immungeschwichten
und bei Epithelschdden erleichtert stattfinden. Epithelschdden entstehen zum Beispiel bei
chronisch entziindlichen Darmerkrankungen oder nach Antibiotikabehandlung (Eggimann und
Pittet 2014, Naglik et al. 2011, Moyes und Naglik 2011). Die Umwandlung von der Hefe- zur
Hyphenform, weist auf einen pathogenen Zustand hin und ist ein entscheidender Virulenzfaktor
von C. albicans (Naglik et al. 2017, Zheng et al. 2015, Mech et al. 2014, Mayer et al. 2013). Die
Hefeform wird vom Wirtsimmunsystem toleriert, wihrend die invasive hyphale Form robuste
Immunantworten induzieren kann (Moyes et al. 2010). C. albicans kann iiber die in Enterozyten
dominierende pilzgetriebene aktive Penetration in Hyphenform, epithelgetriebene induzierte
Endozytose oder iiber den Abbau von inter-epitheliale Zellverbindungen durch Proteolyse von
sekretierten Aspartyl-Proteinasen und anschlieBender Diffusion durch das Darmepithel
translozieren und in den Blutstrom gelangen (Naglik et al. 2017, Netea et al. 2015, Zhu und Filler
2010, Dalle et al. 2010). Der Einfluss der Virulenzfaktoren von C. albicans auf mukosale
Epithelzellen der Darmschleimhaut und lokale Immunzellen des Gastrointestinaltrakts entscheidet

iiber das physiologische Gleichgewicht und dementsprechend dariiber, ob eine Immunreaktion
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hervorgerufen wird und es zu einer invasiven Infektion kommen kann (Qin et al. 2016a, Moyes
und Naglik 2011, Weindl et al. 2010). Immunzellen und Epithelzellen der Darmschleimhaut
konnen durch proinflammatorische Substanzen, wie TNFa oder Interleukine, eine adaptive und
angeborene Immunantwort initiieren und weiterfiihren (Naglik et al. 2017, Naglik et al. 2011,
Moyes und Naglik 2011). Botenstoffe, wie zum Beispiel IL8 konnen von epithelialen Zellen
ausgeschiittet werden (Eckmann et al. 1993) und orchestrieren dabei antiinfektiosen Prozesse und
Abwehrmechanismen, wie die chemotaktische Rekrutierung von Neutrophilen (Baggiolini und
Clark-Lewis 1992). Sie versuchen durch diese Mechanismen den Wirt vor eindringenden
Pathogenen zu schiitzen. Sie konnen aber auch eine kritische Rolle in der Pathophysiologie der

Sepsis einnehmen (Hack et al. 1992).

Sepsis ist mit einer starken Aktivierung des angeborenen Immunsystems verbunden, die durch die
Aktivierung der pattern-recognition-receptors (PRRs) durch pathogen-associated molecular
patterns (PAMPs) vermittelt wird (van der Poll et al. 2017). Darmepithelzellen exprimieren eine
Vielzahl an PRRs, die C. albicans als potenzielles Pathogen erkennen und eine angeborene
Immunantwort auslésen konnen (Zheng et al. 2015, Becker et al. 2015, Medzhitov und Janeway
1997, Netea et al. 2015). PRRs sind notwendig fiir die Unterscheidung von korperfremden und
korpereigenen Bestandteilen. Sie konnen sogenannte PAMPs erkennen und folglich eine
suppressive oder aktivierende Immunantwort ausldésen (Medzhitov und Janeway 1997, Janeway
1992). C. albicans besitzt verschiedene PAMPs, die vom Wirt iiber PRRs erkannt werden kdnnen
und iiber Signalinduktion Einfluss auf die Immunantwort iiber die Ausschiittung von pro- und
antiinflammatorischen Zytokinen nehmen kénnen (Becker et al. 2015, Netea et al. 2015, Netea
und Marodi 2010). Die Zellwand von C. albicans kann in engem Kontakt mit dem intestinalen
Epithel stehen und somit von PRRs des Epithels erkannt werden. Sie besteht aus Chitin, das sich
im Inneren der Zellwand befindet und kovalent mit dem mittleren Netzwerk aus -1,3- und B-1,6-
Glucanen verbunden ist und aus den aullen liegenden Mannoseproteinen an die hoch glykosylierte
O- und N-gebundene Glykoproteine gebunden sind. Die Grundkomponenten der fungalen
Zellwand sind @hnlich, allerdings sind die genauen Strukturen und die chemischen Eigenschaften
bei verschiedenen Formen von C. albicans unterschiedlich, was dem Immunsystem des Wirts die
Erkennung verschiedener Zellformen erleichtern kann (Snarr et al. 2017, Lowman et al. 2014,
Nather und Munro 2008, Mora-Montes et al. 2011). Die innere Zellwand enthdlt die oben
benannten Polysaccharide Chitin, B-1,3-Glucan und B-1,6-Glucan, die den Zellen Stabilitdt und

Form verleihen, sich zwischen Hefen und Hyphen unterscheiden und zu den wesentlichen PAMPs




gehoren, die der Wirtsorganismus iiber PRRs erkennt und folglich eine Immunantwort hervorrufen
(Naglik et al. 2017, Moyes und Naglik 2011, Naglik et al. 2011). Zu den vier Hauptklassen von
PRRs, die PAMPs von Pathogenen identifizieren konnen, gehdren Toll-like-Rezeptoren (TLRs),
C-Typ-Lectin-Rezeptoren (CLRs), Nukleotid-bindende Oligomerisierungsdoménen (NOD)-
dhnliche Rezeptoren (NLRs) und retinosdureinduzierbare Gen I (RIGI)-dhnliche Rezeptoren
(RLRs) (Netea et al. 2015). Mukosale Epithelzellen exprimieren TLR1-6 und TLR8-10, Dectin-
1/2, Galektine sowie NODI1 (Zheng et al. 2015). TLRs und CLRs spielen eine wichtige Rolle bei
der Erkennung von C. albicans {iber deren PAMPs. PAMPs von C. albicans, wie
Phospholipomannane, konnen von TLR2 (Jouault et al. 2003), Zellwandmannane von TLR4
(Netea et al. 2006) und DNA von TLR9 (Miyazato et al. 2009) erkannt werden. Fungale B-1,3-
Glucan konnen iiber CLRs, wie Dectin-1 erkannt werden, wihrend weitere bekannte CLRs, wie
Dectin-2, Galectin-3 und Mannose-Rezeptoren, Mannan-Strukturen von C. albicans detektieren
konnen (Zheng et al. 2015, Netea et al. 2015). Die Aktivierung von TLRs und CLRs fiihrt zur
Induktion von NF-kB, MAPK- und Syk-Signalen und zur Produktion von pro-inflammatorischen

Zytokine und weiteren nachgeschalteten Immuneffektoren (Naglik et al. 2019, Naglik et al. 2017).

Die Gesamtheit der Rezeptoren, die mit C. albicans als Kommensale oder als Pathogen auf
Darmepithelzellen interagieren sowie folgende Immunantwort, sind zum aktuellen Zeitpunkt noch
nicht génzlich aufgeklért. Aus diesem Grund sollen in dieser Arbeit humane CEACAMs, welche

auf Darmepithelien exprimiert werden, als potenzielle PRRs untersucht werden.

2.3 C2BBel-Zellen ein in-vitro Modell fiir Darmepithel

In unseren Versuchen wurde die human kolorektale Adenokarzinom-Zelllinie C2BBel verwendet,
die ein Klon der Caco-2 Zelllinie ist. Der Klon wurde aufgrund der morphologischen Homogenitit
und der exklusiven apikalen Villin-Lokalisierung ausgewéhlt. Die Zelllinie exprimiert ein mit
humanen Enterozyten vergleichbares Biirstensaum-Zellskelett, das sich differenziert und ist
vergleichbar mit den etablierten Caco-2-Zelllinien (Peterson und Mooseker 1992, Chantret et al.
1988). Das Herausstellungsmerkmal gegeniiber der Mutterklonzelllinie liegt in der Expression des
humanen Myosin-1-Biirstensaum Immunogen (Peterson und Mooseker 1992). Die C2BBel-
Zellen wachsen als polarisierte Monolayer mit einem apikalen Biirstensaum, der morphologisch
mit dem des humanen Darms vergleichbar ist. Die C2BBel-Zellinie ist bei vielen in-vitro
Zellversuchen ein etabliertes Modell (Bohringer et al. 2018, Bohringer et al. 2016, Peterson und
Mooseker 1992). Sie differenzieren sich nach ungefihr 2-3 Wochen und bilden eine

Domformation. Die Zellen bilden verschiedene Rezeptoren auf ihrer Oberfliche aus, um
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beispielsweise Pathogene identifizieren zu kdnnen oder das eigene Immunsystem zu trainieren. Zu
den auf der Darmoberfliche natiirlich vorkommenden Rezeptoren gehdren CEACAMI,
CEACAMS, CEACAMG6 und CEACAM?7, die auch in Caco-2 Zellen nachgewiesen wurden und
als potenzielle Rezeptoren fiir C. albicans in Frage kommen (Ou et al. 2009). In unseren Versuchen
wird die Expression der CEACAM-Rezeptoren auf der verwendeten Zellklonlinie C2BBel
mithilfe verschiedener Methoden und zu unterschiedlichen Differenzierungsstadien untersucht.

AulBlerdem wird deren Expressionsverhalten auf Sepsis-assozierte Agenzien néher analysiert.

2.4 Die Familie der CEACAM-Rezeptoren und deren Funktionen

Das auf Zelloberflachen lokalisierte Repertoire der Zelladhisionsmolekiile bestimmt die Spezifitat
und Flexibilitit der Zellkontakte. Zu den Zelladhdsionsmolekiilen gehoren Integrine, Selektine,
Cadherine und die Mitglieder der Immunglobulin-Superfamilie (IgSF) (Aplin et al. 1998), welche
an den homophilen und heterophilen Zell-Zell-Interaktionen beteiligt sind (Ruoslahti und Obrink
1996). Integrine und Cadherine sind vor allem an starken interzelluliren Bindungen beteiligt.
Selektine und die Mitglieder der IgSF vermitteln schwichere Bindungen und besitzen vielmehr
die Funktion eines Adhisions-Rezeptors, indem sie Signalkaskaden initiieren oder beeinflussen
(Ruoslahti und Obrink 1996). Die carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecules
(CEACAMs), eine Untergruppe der CEA-Genfamilie der IgSF, werden im menschlichen Genom
von 12 Genen codiert, die auf dem Chromosom 19q13 liegen (Beauchemin und Arabzadeh 2013,
Sadarangani et al. 2011). Die Rezeptoren sind bei der Zell-Zell-Erkennung beteiligt und
modulieren verschiedene zelluldre Prozesse, wie Neovaskularisierung, Regulation der Insulin-
Homdostase und Gestaltung der Gewebsarchitektur. Des Weiteren spielen die Rezeptoren eine
entscheidende Rolle in der Immunmodulation und der Wirts-Pathogen-Interaktion (Kim et al.
2019, Kelleher et al. 2019, Kuespert et al. 2006, Zebhauser et al. 2005, Teglund et al. 1994).
CEACAMs konnen im humanen Organismus auf verschiedenen Zelltypen, wie Immunzellen und
epithelialen Geweben des Respirations- und Gastrointestinaltrakts, exprimiert werden (Klaile et

al. 2013, Sadarangani et al. 2011).

2.5 CEACAMs auf humanen Darmepithelien

Auf der apikalen Oberfldache der Darmepithelien des Menschen werden CEACAM1, CEACAMS,
CEACAMG6 und CEACAM?7 als Membranproteine der Glykokalyx exprimiert (Fahlgren et al.
2003, Frangsmyr et al. 1999, Kinugasa et al. 1998). CEACAMI, 5 und 6 werden von

verschiedenen viralen und bakteriellen Pathogenen als Rezeptor rekrutiert und fiihren vielseitige
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zelluldre Funktionen durch. Hierzu gehoren exemplarisch die homo- oder heterophile
intrazellulire Adhédsion, Proliferation, Zellapoptose, Internalisierung von Bakterien und die
Modulation der Immunantwort (Sadarangani et al. 2011, Gray-Owen und Blumberg 2006,
Hammarstrom und Baranov 2001). CEACAMs konnen die angeborene und adaptive
Immunantwort beeinflussen. Beispielsweise kann CEACAMI1 die TLR-4 vermittelnde Funktion
von Neutrophilen durch die von CEACAMI1 geforderte CDS-T-Zell-Antwort bei lymphozytéren
Choriomeningitis beeinflussen (Khairnar et al. 2018). Des Weiteren kénnen Neutrophile an
Endothelien iiber verschiedene CEACAMs vermittelt adhdrieren (Panczyszyn und Wieczorek
2012, Skubitz und Skubitz 2008). AuBerdem fiihrt die Bindung von CEACAMs auf Neutrophilen
zu deren Aktivierung (Heinrich et al. 2016a, Panczyszyn und Wieczorek 2012, Sarantis und Gray-
Owen 2012) und zur verzogerten Apoptose durch CEACAMI1 (Singer et al. 2005). Die Bindung
von Neisseria zu CEACAMI1 inhibiert die Aktivierung und Proliferation von CD4+-T-
Lymphozyten, induziert die Apoptose von B-Zellen und verhindert deren Antikorperproduktion
(Sadarangani et al. 2011, Pantelic et al. 2005, Boulton und Gray-Owen 2002). CEACAMs konnen
als potenzielle PRRs fiir C. albicans die mukosale Immunreaktion regulieren, indem sie epitheliale
Immunantworten {iber beispielsweise Zytokinproduktion und Rekrutierung, Differenzierung
sowie Aktivierung einer Vielzahl von Immunzellen, einschlieBlich Neutrophiler, dendritischer

Zellen und T-Zellen stimulieren (Moyes und Naglik 2011).

Zu den interagierenden Pathogenen gehdren gram-negative Bakterien, wie Moraxella catarrhalis,
Haemophilus influenzae, Stimme von Escherichia coli, Neisseria gonorrhoeae, Neisseriae
meningitides, Helicobacter pylori und Salmonella spp (Kelleher et al. 2019, Javaheri et al. 20164,
Tchoupa et al. 2014, Gray-Owen und Blumberg 2006, Kuespert et al. 2006). Aber auch virale
Erreger, wie Influenzaviren und HCMV, kénnen CEACAMs binden (Vitenshtein et al. 2016,
Kuespert et al. 2006).

Die Interaktion zwischen CEACAMs und fungalen Erregern, wie C. albicans soll in dieser Arbeit
auf Darmepithelien untersucht werden. Hierfiir soll die CEACAM-Expression unter Einfluss von
C. albicans auf dem Zellklon C2BBel der Darmepithelzelllinie Caco-2 analysiert werden. Caco-
2 Zellen exprimieren CEACAMI, 5, 6 und 7 (Ou et al. 2009). Eine genaue Charakterisierung der
CEACAM-Expression auf dem Zellklon C2BBel wird im Zusammenhang mit den Versuchen
durchgefiihrt.
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Die Struktur der CEACAM-Familie

Die auf dem Darmepithel exprimierten CEACAMSs weisen eine N-terminale extrazellulare /gV-
like domain auf, welche der variablen Region von Immunglobulinen dhnelt (Nagaishi et al. 2008,
Oikawa et al. 1987). An diese N-terminal IgV-like domain binden die unterschiedlichen viralen
und bakteriellen Pathogene mit ihren strukturell verschiedenen Oberflachenproteinen (Tchoupa et
al. 2014, Sadarangani et al. 2011, Gray-Owen und Blumberg 2006). Je nach Mitglied folgt eine
variable Anzahl von 0-6 IgC2-dhnlichen Dominen, welche an die konstante Region der
Immunglobuline erinnert (Nagaishi et al. 2008, Oikawa et al. 1987). An den Asparaginresten
besitzen alle CEACAMs  ausgepriagte  Glykosylierungen  durch  multikomplexe
Kohlenhydratketten, welche einen Grofiteil der molekularen Masse der Rezeptoren ausmachen
(Lucka et al. 2005, Thompson et al. 1991). Die folgende Abbildung 1 zeigt eine schematische
Darstellung der CEACAM-Rezeptoren, welche in dieser Arbeit untersucht wurden.

N-terminale

IgV-dhnliche Domiine

IgC2-dhnliche
Domiine,
A & B-Subklassen

N-glykosylierte
Stellen

Zytoplasmatische &

Domine

~ [1] @@ &

GPI-Anker in
||| Lipiddoppelschicht

CEACAM1 CEACAM3 CEACAMS CEACAM6 CEACAMT CEACAMS

Abbildung 1: Schematische Darstellung von CEACAM1, CEACAM3, CEACAM6, CEACAM7 und
CEACAMS.

IgC2-dhnliche Doménen enthalten Cysteinreste, welche Disulfidbriicken (S — S) ausbilden. Striche mit
Punkten an den Doménen stellen potentielle N-Glykolysierungen dar. CEACAMI1 (ITIM) und CEACAM3
(ITAM) besitzen eine transmembrandse Doméine. CEACAMS-CEACAMS besitzen einen GPI-Anker in
der Lipiddoppelschicht (Zimmermann 2011).

Uber die extrazellulire N-terminal IgV-like domain der CEACAM-Rezeptoren wird durch homo-

und heterophile Interaktionen die interzellulire Adhidsion erleichtert (Sadarangani et al. 2011,
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Gray-Owen und Blumberg 2006, Watt et al. 2001). So konnen CECAMI, 5 und 6 homophile
Bindungen eingehen. CEACAM1 mit CEACAM6, CEACAM1 mit CEACAMS, CEACAMI1 mit
CEACAMS, CEACAMS mit CEACAM6 und CEACAM6 mit CEACAMS konnen auch
heterophile Bindungen eingehen (Singer et al. 2014, Sadarangani et al. 2011, Gray-Owen und
Blumberg 2006, Oikawa et al. 1992, Oikawa et al. 1989). Humanes CEACAM3 stellt
diesbeziiglich eine Ausnahme dar, da es keine Zell-Zell-Adhdsion unterstiitzt, sondern die
Opsonin-unabhingige Erkennung und Eliminierung von human-spezifischen gramnegativen

Bakterien vermittelt (Sadarangani et al. 2011, Schmitter et al. 2004, Billker et al. 2002).

CEACAMI und 3 besitzen eine transmembrandse Doméine mit einem immunoreceptor tyrosine-
based inhibition motif (ITIM) oder einem immunoreceptor tyrosine-based activator motif ITAM),
die Signalkaskaden mithilfe von Phosphorylierungsvorgingen aktivieren oder supprimieren
konnen (Kim et al. 2019, Tchoupa et al. 2014, Gray-Owen und Blumberg 2006, Pils et al. 2008,
Schmitter et al. 2004, Scholzel et al. 2000). CEACAMS (carcinoembryonic antigen, CEA, CD
66¢e), CEACAMG6 (nonspecific cross-reacting antigen, NCA, CD66¢) und CEACAMT7 (CEA gene
family member 2, CGM2), welche auf Epithelien vorkommen, sind mit der Membran iiber einen
Glycosylphosphatidylinositol (GPI)- Anker verbunden (Frangsmyr et al. 1999, Hammarstrom
1999).

CEACAM1

Humanes CEACAM1 wurde erstmalig 1976 von Svenberg in der humanen Galle als Biliary
glycoprotein (Bgp) beschrieben (Svenberg 1976). CEACAMI, auch als CD66a (cluster of
differentiation 66a) bekannt, zeigt die weiteste Verbreitung von den humanen CEACAM-
Rezeptoren innerhalb des Korpers und kommt auf Epithelzellen verschiedener Gewebe, auf
Endothelzellen und auf Leukozyten, wie beispielsweise Granulozyten, T-Zellen, B-Zellen und
NK-Zellen, vor (Sadarangani et al. 2011, Gray-Owen und Blumberg 2006, Moller et al. 1996).
CEACAMI1 spielt eine entscheidende Rolle in der Neovaskularisation, beim Insulin-
Metabolismus, der T-Zell-Regulation und der Tumorgenese (Kuespert et al. 2006, Gray-Owen und
Blumberg 2006).

Von CEACAMI existieren 12 SpleiBvarianten, welche sich in der Anzahl der extrazelluldren und
zytoplasmatischen Domédnen unterscheiden. Dadurch haben die Isoformen unterschiedliche
Moglichkeiten, interzelluldre Bindungen und intrazelluldre Signalgebungen zu vermitteln (Kim et

al. 2019, Tchoupa et al. 2014, Beauchemin und Arabzadeh 2013, Gray-Owen und Blumberg 2006,
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Kuespert et al. 2006). CEACAM1-4 besitzt vier extrazellulire Dominen und weist entweder einen
kurzen (CEACAM1-4S) oder einen ldngeren zytoplasmatischen Bereich (CEACAMI1-4L) auf
(Abbildung 2). Weitere hiufig ko-exprimierte Isoformen sind CEACAM1-3S bzw. CEACAMI1 -
3L mit drei extrazelluldren Doménen (Kim et al. 2019, Beauchemin und Arabzadeh 2013, Tchoupa
et al. 2014, Gray-Owen und Blumberg 2006). Die langen Isoformen besitzen zwei immuno-
receptor tyrosin-based inhibition motifs (ITIM) und koénnen im Gegensatz zur kurzen Isoform an
zwei Tyrosinresten phosphoryliert werden, was weitere CEACAMI1-abhiangige Signalkaskaden
aktivieren kann (Sadarangani et al. 2011, Singer et al. 2010, Gray-Owen und Blumberg 2006).
Durch die Interaktion mit Kinasen und Phosphatasen am ITIM iiber Phosphorylierung und
Dephosphorylierung kann somit ein intrazelluldres Signal vermittelt werden. Beispielsweise
verursacht die Interaktion von CEACAMI1 mit dem Pathogen Moraxella catarrhalis und Neisseria
meningitides eine iiber den Toll-like Rezeptor (TLR)-2 vermittelte NF-kB-abhéngige verminderte
Immunantwort auf Lungenepithelzellen. Hierbei werden die hemmenden Effekte durch die
Tyrosinphosphorylierung am ITIM von CEACAMI1 und durch die Rekrutierung der Phosphatase
SHP-1 vermittelt, die die Toll-like-Rezeptor 2-abhédngige Aktivierung des Phosphatidylinositol 3-
OH-Kinase-Akt-Kinase-Signalwegs negativ reguliert (Singer et al. 2014, Slevogt et al. 2008).

CEACAMI1 kommt in den Membranen als Monomer, Dimer oder als oligomere Mikrokluster vor.
Diese Formen bestehen aus CEACAMI1-S Homodimere, CEACAMI1-L Homodimere sowie
CEACAMI1-S-CEACAMI-L Heterodimere. Das Vorkommen und Verhéltnis dieser Formen
bestimmt entscheidend die Funktion der Bindung von CEACAM1 zu intrazelluldren Botenstoffen
und somit die nachgeschaltete Signalkaskade (Tchoupa et al. 2014, Muller et al. 2009, Klaile et al.
2009, Singer et al. 2002).
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Abbildung 2 Darstellung der wichtigsten CEACAM1-Splei3formen

Es existieren 12 Isoformen von CEACAMI1 durch alternatives Spleilen. Diese unterscheiden sich
hinsichtlich ihrer Anzahl an extrazelluliren Doménen und ihrer Membranverankerung bzw. der Lange ihrer
intrazelluldren Doméne. Die Zahlen stehen fiir die unterschiedliche Anzahl an extrazelluliren Doménen,
die Buchstaben fiir die lange (L) oder die kurze (S) zytoplasmatische Domédne. Die am hiufigsten
exprimierten Isoformen sind CEACAMI1-4L, CEACAMI1-4S, CEACAMI1-3L und CEACAMI-3S.
Abbildung verédndert iibernommen nach (Zimmermann 2011).

CEACAM3

CEACAM3 (CD66c, CGM19) spielt eine entscheidende Rolle im angeborenen Immunsystem
(Pils et al. 2008). Der Rezeptor weist als ldngste [soform eine transmembrandse Doméne und ein
intrazelluldres immunoreceptor tyrosine-based activation motif (ITAM) auf und wird spezifisch
auf Granulozyten exprimiert (Heinrich et al. 2016a, Pils et al. 2012). CEACAM3 ist ein
phagozytischer Rezeptor des angeborenen Immunsystems, der die Erkennung und Eliminierung
humanspezifischer Krankheitserreger, wie Haemophilus , Neisseriae und Moraxella spp, vermittelt
(Heinrich et al. 2016a, Schmitter et al. 2004). CEACAM3 aktiviert Neutrophile und leitet durch
die Bindung an das bakterielle Opa-Protein die Phagozytose ein. Allerdings kann CEACAM3 als
Ausnahme der auf Neutrophilen exprimierten CEACAM-Rezeptoren die Adhidsion von
Neutrophilen an das Endothel nicht stimulieren (Heinrich et al. 2016a, Panczyszyn und Wieczorek

2012).
CEACAMS5

Das hochmolekulare Glykoprotein, CEACAMS (CEA, CD66e), ist ein weit verbreiteter
Tumormarker. Neben seiner Funktion als Zelladhdsionsmolekiil, ist CEACAMS auch an der

Inhibition der Zelldifferenzierung und der Inhibition der Zellapoptose im Kolon beteiligt. Des
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Weiteren nimmt CEACAMS eine Funktion bei der Zellpolarisations- und der

Gewebestrukturverdnderung ein (Beauchemin und Arabzadeh 2013).
CEACAMG6

CEACAMG6 (NCA, CD66¢) wird auch auf Granulozyten und Monozyten exprimiert (Tchoupa et
al. 2014, Kuespert et al. 2006). Es hat vielseitige Funktionen, wie die Bindung mit anderen
Mitgliedern der CEACAM-Familie (CEACAM1, CEACAMS, CEACAMS) auf Zellen des Wirtes
und mit Bakterien, die eine wichtige immunregulatorische Funktion darstellt. Aulerdem kann
CEACAMG6 eine heterotypische Bindung mit Integrinrezeptoren (z.B. f1- und B3- Integrin)
eingehen (Johnson und Mahadevan 2015). Dariiber hinaus spielt CEACAMS6 eine Rolle in der
Tumorgenese (Rizeq et al. 2018, Sharma et al. 2017, Johnson und Mahadevan 2015, Beauchemin
und Arabzadeh 2013). CEACAMS6 kann auf mukosalen Epithelien in drei unterschiedlichen
Formen vorkommen: membrangebunden durch einen GPI-Anker auf der Zelloberfliche, 16slich
oder auf extrazelluliren Vesikeln exprimiert (Muturi et al. 2013, Baranov et al. 1994). In
Epithelzelllinien induziert die Behandlung mit IFNy signifikant die Zelloberflichenexpression von
CEACAMG6 (Fahlgren et al. 2003). Hingegen wurden keine Verdnderungen bei der Expression
von CEACAMG6 bei Behandlung von Epithelzellen mit Bakterien nachgewiesen (Klaile et al. 2013,
Ou et al. 2009). CEACAMS6 wurde als Rezeptor fiir adherent-invasive Escherichia coli (AIEC)
identifiziert (Barnich et al. 2007), welche bei chronisch entziindlichen Darmerkrankungen
einhergehend mit einer epithelialen CEACAMG6- Expressionserhohung zu einer vermehrten
Adhérenz und Invasion in epitheliale Zellen und einer erhohten Kolonisation der Schleimhaut des
Bakteriums an das Darmepithel fithren kann (Palmela et al. 2018, Barnich et al. 2007). Die
Interaktion zwischen AIEC und CEACAMG6 iiber Adhédsine kann durch verschiedene
Therapieansitze, wie Bakteriophagen, enterale Erndhrung, Saccharomyces cerevisiae reduziert

werden (Palmela et al. 2018, Galtier et al. 2017, Sivignon et al. 2015, Keenan et al. 2014).
CEACAM7

CEACAMT7 (CGM2) wird nur auf Epithelien der Bauchspeicheldriise und des Kolorektums
exprimiert, vor allem an der apikalen Oberflache von differenzierten Intestinalzellen (Scholzel et
al. 2000). AuBlerdem spielt CEACAM?7 eine wichtige Rolle bei der Regulierung der zelluldren
Differenzierung und Proliferation. Von CEACAM7 existieren zwei Spleifliformen, welche sich in
der Anzahl der extrazelluliren IgC2-dhnlichen Dominen unterscheiden und {iiber deren

unterschiedliche Funktion und Interaktion wenig bekannt ist (Ohlsson et al. 2006). Bisher konnte

17



keine Expressionserhohung von CEACAM7 bei Intestinalzellen nach Behandlung mit pro-
inflammatorischen Zytokinen wie IFN-y oder mit Bakterien detektiert werden (Ou et al. 2009).

Die Interaktion von fungalen Pathogenen, wie C. albicans mit CEACAMs wurde bisher nicht
untersucht, weswegen es von besonderem Interesse ist, deren Interaktionspotential und die
potenziellen Immunmodulation der C. albicans vermittelten CEACAM1-Phosphorylierung néher

zu untersuchen.
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3 Ziele der Arbeit

Durch C. albicans verursachte systemische Infektionen gehen mit einer erhohten Morbiditit und
Mortalitdt einher und zeigen im Verlauf der letzten Jahrzehnte eine ansteigende Inzidenz. Vor
allem die systemische C. albicans Infektion bei Risikopatienten, wie bei Immungeschwéchten, bei
Frithgeborenen und auf der Intensivstation, stellen ein fortwidhrend wachsendes Problem dar. Das
Verstiandnis der Pathophysiologie von Sepsis hat eine neue Definition der Leitlinien verursacht,
die eine schnellere und einfachere Diagnostik beinhaltet, aber bisher die Fallzahlen nicht
reduzieren konnte. Im menschlichen Darm vorkommende endogene Stimme von Candida, welche
dort im gesunden Individuum als Kommensale und Bestandteil des humanen Mikrobioms
vorkommen, sind die Hauptquelle fiir systemische C. albicans Infektionen. Zur Pathophysiologie
der invasiven Candidiasis gehort die bessere Deutung von der Interaktion zwischen Pathogen und
Wirt und die anschlieSende Immunantwort. Die folgende Arbeit beschiftigt sich daher mit einem
besseren Verstindnis der durch C. albicans verursachten Sepsis. Die Auslosung einer
Immunantwort gegen C. albicans bendtigt einen Erkennungsmechanismus von
Oberflachenstrukturen (pathogen-associated moleculare pattern) iber sogenannte pattern-
recognition Rezeptoren. CEACAMI zeigte sich bei Vorarbeiten der Arbeitsgruppe als neuer
potenzieller Rezeptor fiir C. albicans. CEACAM-Rezeptoren haben einen groBen Einfluss auf
unterschiedliche Mechanismen des angeborenen und adaptiven Immunsystems und 16sen je nach
Vorkommen in epithelialen Verbdnden, T-Zellen und Neutrophilen unterschiedliche
Immunantworten aus. C. albicans kann bei Risikopatienten, wie Immungeschwichten oder bei
Epithelschdden, an mukosale Epithelien adhérieren iiber eine epithelgetrieben induzierte
Endozytose oder eine in Enterozyten dominierende pilzgetriebene aktive Penetration {iber die
Darmschleimhaut in den Blutstrom des Wirtes gelangen. Ein besseres Verstindnis fiir die
Interaktion von CEACAM-Rezeptoren zu dem am héufigsten bei Sepsis vorkommenden fungalen
Pathogen C. albicans und die Immunantwort des Wirts, konnte einen Beitrag zur Verbesserung

der Diagnostik und therapeutischen Vorgehensweise bei Candiddmie leisten.

Im Rahmen der Doktorarbeit ergaben sich auf Grund der gesundheitlichen Relevanz der invasiven

Candidiasis folgende Fragestellungen:

1. Wie ist das Bindungsverhalten von CEACAM-Rezeptoren zu verschiedenen Candida-Stammen

und Hefen?
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2. Welche Oberflachenstrukturen von C. albicans vermitteln die Bindung zu CEACAM-

Rezeptoren? Ist eine Interaktion zwischen CEACAM-Rezeptoren und C. albicans absittigbar?

3. Induziert C. albicans auf mukosalen Epithelien eine Expressionserhohung von CEACAM-

Rezeptoren?

4. Beeinflussen sich CEACAM®6-Rezeptoren und CEACAMI1-Rezeptoren bei der Interaktion

gegen C. albicans?

5. Hat die CEACAM-Expression einen Einfluss auf die Adhdsion von C. albicans an

Darmepithelien?

6. Findet eine transiente Phosphorylierung am ITIM (immunoreceptor tyrosine-based motif) des
CEACAMI1-Rezeptor nach C. albicans Infektion statt, welche eine Immunantwort induzieren

kann?

7. Verdndert sich die Permeabilitit von Epithelzellen in Folge einer C. albicans Infektion?

Welchen Einfluss hat die CEACAM1-Expression auf die Permeabilitét bei C. albicans Infektion?

8. Ist CEACAMI1 obligat fiir eine pro-inflammatorische Immunantwort in Darmepithelzellen nach
C. albicans Infektion? Wird die CEACAM 1 -vermittelte Immunantwort durch von Darmepithelien
sekretierten l0slichen Proteinen nach einer Infektion von C. albicans beeinflusst? Beeinflusst

CEACAMG6 die Immunantwort von CEACAMI1 auf die C. albicans Infektion?
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4 Materialien

Im folgenden Kapitel werden die Materialien aufgefiihrt, die fiir die Forschungsarbeit relevant

sind.

4.1 Gerite, Verbrauchsmaterialien

Tabelle 1: Verwendete Gerite und Verbrauchsmaterialien

Einsétze, Polycarbinat 3 um Poren

Bezeichnung Hersteller
Zellkultur
10 cm Zellkulturschalen, 12-well-Transwell- | VWR  International GmbH (Corning),

Darmstadt, Deutschland

Absauggerit VACUSAVE Integra Biosciences
BD BioCoat™ 25cm?, 75 | BD Biosciences, VWR International GmbH,
cm’Zellkulturflaschen Darmstadt, Deutschland

BD BioCoat™ 6well- und 48well- Platten

BD Biosciences, VWR International GmbH,
Darmstadt, Deutschland

CO;- Inkubator Galaxy 170S

NewBrunswick Eppendorf AG

Millipore Amicon Ultra-4 ml Ultracel-3

Merck Chemicals GmbH, Darmstadt,

membrane,3 kDa; (Filtration) Deutschland
Neubauer Ziahlkammer VWR International GmbH, Dresden,
Deutschland

Ausschwingrotor A-4-81

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Sicherheitswerkbank Maxisafe 2020

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Stereomikroskop Primo Vert

Carl Zeiss Microlmaging GmbH

Wasserbad TW20

Julabo Labortechnik GmbH

Bakterien- und Hefekultur

10 cm Petrischale

BD Falcon

Biophotometer 6132 plus

Eppendorf AG (OD-Messung von Bakterien
und Hefesuspensionen)

CO»-Inkubator HERA cell 150

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Einmal Impf6sen 10ul, steril

VWR International GmbH

Haereus Multifuge X3R

Thermo Fisher Scientific Inc.

Inkubationsschiittler 126

New Brunswick Eppendorf AG

Petrischalenspatel Delta, steril

Carl Roth GmbH

Sicherheitswerkbank HERA safe

Thermo Fisher Scientific Inc.

Sterile Wattestabchen

NOBA Verbandmittel Danz GmbH Co KG

UV-Iluminator UVC500 Crosslinker

Amersham BioScience UK Ltd.

Molekularbiologische Methoden

Corbett Rotor-Gene 6000

Corbett Life Science, Qiagen GmbH

NanoDrop D-1000 Spectrophotometer

Thermo Fisher Scientific Inc

Pipettierroboter CAS-1200

CorbettLife Science, Qiagen GmbH

S1000TM Thermal Cycler

BioRad Laboratories

Durschflusszytometrie

Attune® Cytometer

Applied Biosystems, Thermo Fisher

Scientific, Waltham, USA

21



FACS Ariall

BD Biosciences

Sonstiges

Autoklav Varioklav 135 S

ThermoFisher Scientific Inc., Waltham,

USA

Drehrad-Rotator SB3

Stuart-Equipment, UK

Epithelial-Volt-Ohm-Meter EVOM2

WPI, Welt-Prizisionsinstrumente, Berlin,
Deutschland

Falcon (15 ml/50 ml) cellstar tubes, steril

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

Infinite®  M200 (Adsorptions-  und

Lumineszenzmessungen)

Tecan Group Ltd.

Nitrozellulose-Transfermembran

Thermo Fisher Scientific Inc

NuncIlmmunoMaxisorp-96well- VWR International GmbH

Flachbodenplatte

Pipetboy Integra Biosciences GmbH, Biebertal,
Deutschland

Pipetten Research Plus Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Pipettenspitzen (10/20 pl, 200 pl, 1000 pl)

STARLAB GmbH, Hamburg, Deutschland

Polymax 2040 (Taumelnder | Heidolf Instruments GmbH & Co.KG
Plattformschiittler)
P owerpacTM HC Power Supply BioRad Laboratories, Inc

(Stromversorgung in Acrylamidgel- und
Agarosegelelektrophorese)

Préazisionswaage EWB 620-2M

Sartorius

Thermomixer COMPACT 5350 | Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
(Aufkochen von Proben)
Tischzentrifuge 5415D Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Tischzentrifuge D-6015

neoLab, Heidelberg, Deutschland

Tubes (1.5 ml) Safe-Lock

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

UV- Transluminator Fusion Fx7
(Chemilumineszenzmessung, Western Blot
und Fluoreszenzmessung in Agarosegelen)

PeQlab Biotechnologie GmbH

Verschlussfolien  fiir ~ Mikrotiterplatten
(ELISA)

VWR International
Darmstadt, Deutschland

GmbH (Corning),

Vortexer, Vortex Genuis 3

IKA-Werke GmbH & Co. KG, Staufen,
Deutschland

Western Blot Equipment (Mini-Protean
Tetra Gel, Mini-Trans- Blot Electrophoretic
Transfer Cell, Mini-Protean TGX Gels 4-
15%, 15well)

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen,
Deutschland

Zellheber VWR International GmbH (Corning),
Darmstadt, Deutschland
Zentrifuge 5418 R und 5804 R Eppendorf AG
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4.2 Software
Tabelle 2 Software

software Attune v2.1

Software Verwendung Hersteller

Adobe Photoshop CS2 | Bearbeitung der Western Blots Adobe Systems Software
Ireland Limited, Dublin,
Irland

Attune®  cytometric | Analyse der FACS-Analyse Applied Biosystems,

Thermo Fisher Scientific,

Waltham, USA

Software V5.2

BD FACS Aria Il Analyse der FACS-Analyse Becton Dickinson GmbH,
Heidelberg, Deutschland
FlowJo V10 Analyse der FACS-Analyse FLOWIJO, LLC, Ashland,
OR, USA
Fusion FX7 imager | Chemilumineszenzmessung, PEQLAB  Biotechnology
FX7 Western Blot und | GmbH, Erlangen,
Fluoreszenzmessung in | Deutschland
Agarosegelen
GraphPad Prism 5.04 | Statistikauswertung GraphPad Software, San
Diego, CA, USA
Image Studio Light | Auswertung Western Blot LI-COR Biosciences GmbH

4.3 Chemikalien, Medien und weitere Materialien

Bei allen nicht aufgefiihrten Chemikalien handelt es sich um standardmiBig eingesetzte

Substanzen von den Firmen Sigma Aldrich GmbH (Steinheim, Deutschland), Merck-Milipore

Chemikalien GmbH (Darmstadt, Deutschland) oder Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland).

Diese entsprechen alle den analytischen Reinheitsgraden. Die Medien, Zusétze und weitere
Materialien stammen, wenn nicht anders erwihnt, von Gibco, Invitrogen GmbH (Carlsbad, USA)

zugehorig zu Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA), Lonza Group Ltd. (Basel, Schweiz) und

AMS Biotechnology Europa Limited (Abington, UK).

4.4 Stammlosungen, Puffer, Medien, Zusitze

Tabelle 3 Medien und Zusétze fiir Zell-, Bakterien- und Hefekulturen

C2BBel-Zellen

Komponenten

Vollmedium zur Kultivierung

Pyruvat,1500 mg/L

0.01 mg/ml

DMEM (beinhaltet 4 mM L-Glutamin, 4500 mg/L Glukose),
20% FCS (hitzeinaktiviert, Biochrom AGQG),
NaHCO;,
Transferrin, 50 U/ml Penicillin/Streptomycin

ImM Na-
humanes

Starvierungsmedium

DMEM
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Kryokonservierung

Vollmedium DMEM, 5 % DMSO

HelLa-Zellen

Vollmedium zur Kultivierung

RPMI-Medium, 10% FCS (fetales Kaélberserum,

hitzeinaktiviert), 1:100 Penicillin/Streptomycin

Kryokonservierungsmedium

RPMI-Medium, 10% FCS, 5% DMSO

HEK?293-Zellen

Vollmedium zur Kultivierung

DMEM, 10 % FCS, 50 U/ml Penicillin/Streptomycin

Hefen (C. albicans SC5314,
28a; C. glabrata, S. cerevisae)

YPD-Medium und Agar zur
Hefekultivierung

20 g/L Pepton, 10g/l Hefeextrakt, 20 g/L Glukose, mit VE-
Wasser aufgefiillt, pH-Wert zwischen 5,5-6,0, autoklaviert.
Fiir Kulturplatten zusitzlich 15 g/l Agar.

Bakterien (E. coli DHF o)

LB (Luria Bertani) -Medium
und Agar zur
Bakterienkultivierung

Trypton 10g/L, Hefeextrakt 5 g/L, 5 g/L Natriumchlorid, mit
VE-Wasser aufgefiillt, pH-Wert 7.0, autoklaviert. Fiir
Kulturplatten zusétzlich 15 g/l Agar

Tabelle 4 Substanzen und Losungen fiir Zell-, Bakterien- und Hefekulturen

Losung/Substanz

Komponenten

Verwendungszweck

1x Lammli-Puffer

5X-Puffer verdiinnen/ 20 mM
DTT (1M Stock)

Herstellung von reduzierenden
Bedingungen

5x reduzierender
Probenpuffer
(Lammli-Puffer)

14.5 % SDS (w/v), 0.3M Tris-
HCI pH 6.8, 50 % Glycerol,
0.015 % Bromphenolblau
(w/v), 20 mM 1,4-
Dithiothreitol (DTT)

Herstellung von reduzierenden
Bedingungen

Ampicillin

Konzentration 100pg/ml

Selektionsantibiotika fur
Bakterienkulturen

FACS-Puffer

DBPS ohne CaCl,/MgCla, 2%

FACS-Analyse

Losung (HBSM)

BSA
Geneticin 10 Tage Img/ml dann | Selektionsantibiotika fiir stabil
0,5mg/ml transfizierte C2BBel- und HeLa-
Zellen
HEPES gepufferte 20mM HEPES (pH 7,4), 150 Spiillosung fiir Zellen

mM NacCl, 5 mM MgCl,

PBS-EDTA

DPBS ohne CaCl,/MgCly, 0,5
g/l EDTA, pH 7,0-7,2

Waschlosung/Neutralisation der
Trypsinlosung bei Zellen
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Phosphatgepufferte
Salzlésung (DPBS)

137 mM NacCl, 3 mM KClI,
8mM Na,HPOg4, 1.5 mM
KH>POs4 in dH20, pH 7.4

Spiilen der Zellen

Proteinase K

7,5ug in 500ul (2*108 C.
albicans Zellen)

Vorbehandlung von C. albicans

(Novagen® Merck KGaA)

Zymolyase

3 mg in 500ul nassem C.
albicans Pellet

Vorbehandlung von C. albicans
(AMS Biotechnology (Europe)
Limited, Abington, UK)

Tabelle 5 Pull-Down-Assay, Phosphorylierungs-Assay, SDS-Page, Western Blot und Farbungen

Puffer/Substanzen/Lésungen

Komponenten

10x Laufpufter fiir SDS-
Polyacrylamidgelelektrophorese

0,25 M, 30.3 g/L Tris Base, 1,92 M, 144.1 g/L Glycin, 1%, 10
g/L SDS, Auffiillen mit A. dest., pH 8.8

10x Transferpuftfer

1,5 M Glycin, 0,2 M Tris, A. dest., pH 8,3,

1x Transferpuffer fiir Immunoblot
(Immer frisch ansetzen)

10%, 100 ml/L 10x Transferpuffer, 700 ml A. dest., 20%, 200
ml/L Ethanol

10x TBS Waschpuffer

1,5 M, 12.1 mg/L Natriumchlorid, 0,1 M, 87.7 mg/L Tris, A.
dest., pH 7,6

TBS-T Waschpuffer

(100ml 10x TBS-Puffer in 900 ml A. dest.)1000ml 1x TBS,
0,1%, 1ml/L Tween20

Blockierlosung

5% Milchpulver (w/v) in 1xTBS

SuperSignal West Pico
Chemiluminescent Substrate

Ratio 1:1 (Thermo Fisher Scientific)

PageRuler Plus Protein Ladder

2u l/Tasche (Thermo Fisher Scientific)

Lysepuffer flir Phosphorylierungs-
Assay

HBSM-Puffer (20 mM HEPES (pH 7,4), 150 mM NacCl, 5
mM MgCl,), 1% TritonX-100, 1 mM PMSF
(Phenylmethansulfonylfluorid)), 1X Protease Inhibitor-
Cocktail EDTA-free, 1X Phosphatase Inhibitor Cocktail
(beide Sigma Aldrich), 1 mM Na-Pyrophosphat, 1 mM Na-
Pervanadat, 100 mM Na-Orthovanadat

Silberfirbung

Fixierlosung 50% H»0, 40% Ethanol, 10% Essigséure),
Waschlosung 70% H,0, 30% Ethanol

Sensitizerlosung 0.02% Na,S,0; in HoO (w/w)),

Ag-Losung 100 mM AgNOs3, 0.02% (v/v) Formaldehyd

Entwickler-Losung

2% NaCO;s in H.0 (w/w), 0.04% (v/v) Formaldehyd
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Stoppldsung

5% (v/v) Essigsédure, 0.9% EDTA

Coomassie-Brilliant-Blue

Farbung R-250

Férbelosung 0,1% (w/v) Servablau R-250, 30% (v/v) Isopropanol, 10%
(v/v) Essigsaure),
Entfarbelosung 30% (v/v) Isopropanol, 10% (v/v) Essigsdure
4.5 Antikorper

Alle in der FACS-Analyse und im Western Blot verwendeten Antikdrper werden in der

nachfolgenden Tabelle aufgefiihrt. Ein Grofteil der Antikdrper wurde freundlicherweise von B.B.

Singer (Universititsklinikum Essen) zu Verfligung gestellt.

Tabelle 6: Antikorper

Antikorper

Verwendung

Hersteller

Maus-monoklonale
Antikorper

Maus-anti-humanes
CEACAMI1 B3-17

FACS-Analyse

B.B. Singer, Essen, Deutschland

Maus-anti-humanes
CEACAMI1 C5-1X

Western Blot

B.B. Singer, Essen, Deutschland

Maus-anti-humanes
CEACAM3/5 308-3-3

FACS-Analyse

B.B. Singer, Essen, Deutschland

Maus-anti-humanes
CEACAMSG6 1H74B

FACS-Analyse

B.B. Singer, Essen, Deutschland

Maus-anti-humanes
CEACAM7 BAC2

FACS-Analyse/Western Blot

B.B. Singer, Essen, Deutschland

Maus-anti-humanes
CEACAMS 6-40/c

FACS-Analyse

Santa Cruz Biotech, Heidelberg,
Deutschland

Maus-anti-pan-humanes Western Blot B.B. Singer, Essen, Deutschland
CEACAM1/3/4/5/6/8

Anti-Ratte CEACAM1 Be | Western Blot B.B. Singer, Essen, Deutschland
9.2

Anti-Maus CEACAMI1 | Western Blot B.B. Singer, Essen, Deutschland
MSCC1-MAB

Maus-anti-Phospho-Tyrosin
4G10

Western-Blot

Millipore, Merck Chemicals
GmbH, Darmstadt, Deutschland

Maus IgGl1 Isotyp Kontroll
Antikorper

FACS-Analyse

Antibodies-online GmbH,

Aachen, Deutschland
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Maus-anti humanes TOM?20
(FL-145)

Western-Blot fur
mitochondriale
AuBlenmembran;

Ladungskontrolle)

(Marker

Santa Cruz Biotech, Heidelberg,
Deutschland

Anti- CD 63 (MX-49.129.5)

Western Blot (Marker fiir
extravesikuldre Vesikel)

Santa Cruz Biotech, Heidelberg,
Deutschland

Polyklonale Antikorper

Kaninchen-anti CEA IgG | Western Blot Dianova GmbH, Hamburg,
(pan humanes CEACAM) Deutschland

Rabbit anti-Candida | Western Blot BP1006; Acris Antibodies
Antikorper Herford, Deutschland

Sekundiirer Antikérper

Ziege-anti-Maus 1gG H+L
PE-konjugiert

FACS-Analyse

Antibodies-online GmbH,

Darmstadt, Deutschland

Ziege-anti-Maus IgG-HRPO | Western Blot Dianova GmbH, Hamburg,

Deutschland
Ziege-anti-Kaninchen IgG- | Western Blot Dianova GmbH, Hamburg,
HRPO Deutschland

4.6 Rekombinante Proteine

Rekombinantes humanes CEACAMS-Fc wurde von Sino Biological Inc. (Beijing, P.R. China),
humanes CEACAM7-His von Abcam plc (Cambridge, UK) und Maus-CEACAM1-His (moCC1)

von Holzel Diagnostika GmbH (Koln, Deutschland) bezogen. Alle weiteren rekombinanten

Proteine wurden freundlicherweise durch Bernhard B. Singer (Universitdtsklinikum Essen) in

HEK293-Zellen produziert und mithilfe von Protein G Kolumnen (GE Healthcare, Miinchen,

Deutschland) gereinigt. Hierbei wurden die jeweiligen extrazelluliren Doménen des Rezeptors:
humanes CEACAM1, humanes CEACAM1-dN (fehlende N-terminal IgV-like domain), humanes
CEACAM3, humanes CEACAM®6, humanes CEACAMS und RatteCEACAMI1 (ratCC1) mit der

konstanten Region von humanen IgG verbunden. Die Methode wird ausfiihrlich in (Heinrich et al.

2016b, Singer et al. 2014, Klaile et al. 2009) beschrieben.

4.7 Sets und Kits
ELISA

Das IL-8 ELISA wurde mit dem humanen IL-8 ELISA Set von BD Biosciences durchgefiihrt.

Hierbei wurde eine

Beschichtungslosung (0,1

M Carbonatpuffer

pH 95, 42 g

Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3), 1,78 g Natriumcarbonat (Na2CO3), ad 500 ml A. dest).,
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ein Waschpuffer (99,95 % DPBS, 0,05% TWEEN20, ein Blockpuffer (90% DPBS, 10% FBS
(Biochrom AG)), das TMB ELISA Substrate Solution (eBioscience, Inc.), Stopplosung (1M
H3PO4 oder 2 N H>SO4) und humaner Fc-Rezeptor-Block (eBioscience, Frankfurt am Main,

Deutschland) verwendet.
Materialien fiir Transformation und Transfektion

Tabelle 7: Materialien fir Transformation und Transfektion von Zellen

Kit/Substanz Verwendung Hersteller

o . Reinigung von Plasmid-DNS aus | Qiagen N.V,, Venlo,
Midi-Prep Kit E. coli Niederlande

. Transformationeffizienzsteigerung | Invitrogen =~ GmbH, Thermo
SOC-Medium bei E. coli Fisher Scientific Inc.
Lipofectamin LTX & | Transfektion von HeLa- und | Life Technologies GmbH,
Plus Reagenz C2BBel-Zellen Darmstadt, Deutschland
OptiMem Medium zur Nutzung wihrend | Gibco, Invitrogen = GmbH,
Transfektion Thermo Fisher Scientific Inc.

Materialien fiir RNA-Extraktion, RT-PCR und qPCR

Tabelle 8 Materialien fiir RNA-Extraktion, RT-PCR und qPCR

Kit/Substanz/Puffer Verwendet fiir Hersteller

RNeasy Mini Kit RNA-Extraktion #74106, Qiagen N.V., Venlo, Niederlande
RNase free DNase Set Abbau DNA wihrend | #79254, Qiagen N.V., Venlo, Niederlande
RNA-Extraktion
High Capacity cDNA | Reverse Transkription | #4374967, Applied Biosciences® Life
Reverse Transcription Kit | (RT-PCR) Technologies

RNase- und DNase- RT-PCR Ambion GmbH, life technologies
freies A. dest.

TE-Puffer, Verdiinnung der | Sigma Aldrich GmbH
DNase/RNase-frei cDNA

(10mM Tris-Hel, 1mM

EDTA, pH 7,4, Fluka)

SensiMix SYBR No-ROX | Analyse qPCR #QT650, Bioline GmbH

Master Mix

PerefectTaq Plus DNA | PCR #2200075, 5-Prime GmbH

Polymerase Kit
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5 Methode

Teile der in der Arbeit verwendeten Methoden wurden bereits dhnlich in (Klaile et al. 2017)

publiziert.

5.1 Zell- und Mikrobiologische Methoden
Im folgenden Kapitel werden die in der Arbeit verwendeten zell- und mikrobiologischen

Methoden beschrieben.

5.1.1 C2BBel-Zellkultur

Die verwendeten C2BBel-Zellen (humane epitheliale kolorektale Adenokarzinomzellen)
stammen aus der American Type Culture Collection (ATCC; Manassas, VA, USA). Es wurden
die Passagen 8 bis 26 verwendet. Alle Arbeiten mit der Zellkultur wurden unter aseptischen
Bedingungen unter einer Sicherheitswerkbank durchgefiihrt. Die Zellen wurden bei 37°C, 5%
Kohlendioxid und 95% relativer Luftfeuchtigkeit in mit Kollagen beschichteten Kulturgefden im
Brutschrank kultiviert.

Als Kulturmedium wurde das Vollmedium auf Basis von DMEM, wie in Tabelle 3 aufgefiihrt,

verwendet. Der Mediumwechsel erfolgte alle zwei Tage.

Die Passagen der Zellen fanden bei einer Subkonfluenz von ungefihr 80% statt, um eine
Kontaktinhibition zu vermeiden und erfolgte durch enzymatisch-proteolytisches Ablésen mit
TrypLE Select (10X), no Phenol Red (Life Technologies GmbH). Die Zellen wurden als erstes
mit Phosphatgepufferter Salzlosung (PBS-EDTA, Tabelle 4) gewaschen, um Serumriickstédnde auf
den Zellen zu entfernen, welche zu einer spateren Proteaseinhibition fithren kdnnte. Zudem wurde
den Zellen durch das calciumfreie PBS-EDTA Calcium entzogen, was zu einer Lockerung der

Zell-Zell-Verbinde fihrte.

Im Anschluss wurde das PBS entfernt, die Zellen wurden mit 10X TrypLE Select fiir 5-10 min bei
37°C inkubiert und dann moglichst vollstindig abgelost. Die Zellsuspension wurde in
Kulturmedium {iberfiihrt, um die Proteolyse zu reduzieren. Dann wurde die Suspension fiir 5
Minuten bei Raumtemperatur (20°C) und 170 x g zentrifugiert (Zentrifuge: 5810R), der Uberstand

abgenommen und das Zellpellet in Kulturmedium resuspendiert.

Die Zellen wurden in einem Verhéltnis von 1:6 bis 1:10 auf BD Collagen 6 Well-Platten und —

Flaschen oder auf 12 Well Transwell-Inserts ausgesit. Dazu wurde die Anzahl der Zellen mithilfe
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einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt und entsprechend der Dichte verteilt. Fiir die Experimente
wurden die Zellen der 6 Well-Platten (10° Zellen) bei 80% Subkonfluenz und der 12 Well
Transwell-Inserts (10° Zellen) bei 100% Konfluenz verwendet. Die Zellen wurden fiir die

Versuche fiir 20-24 Tage differenziert, wenn es nicht anders beschrieben wurde.

5.1.2 CEACAMI1-knockdown C2BBel- Zelllinien

Fiir die Herstellung der CEACAM 1-knock-down-Zelllinien wurden die C2BBe1-Zellen mit einem
Kontrollvektor oder mit shRNA-Vektor (SureSilencing™ shRNA Plasmid for human CEACAMI,
# KHO0037N; SA Biosciences/Qiagen, Hilden, Deutschland) transfiziert. ShRNA
(shorthairpinRNA) ist ein kiinstliches RNA-Molekiil, welches durch eine Interferenz mit der RNA
in einer Sdugetier-Zelle gezielte Genexpressionen ausschalten kann (Paddison et al. 2002). Hierzu
erfolgte zunéchst eine Plasmidvermehrung in kompetenten E. coli DHFa (Invitrogen) und eine

anschlieende Plasmidpriparation zur Isolierung der Plasmid-DNA.
Vermehrung und Priparation der shRNA Plasmide

Zur Transformation von E. coli wurden 40 ng Plasmid-DNA und 50 ul E. coli- DHFa fiir 30
Minuten auf Eis inkubiert, danach fiir 90 Sekunden auf 42°C erwidrmt und anschlief3end fiir 5
Minuten auf Eis gestellt. Nach Zugabe von 500 pul SOC Medium und einstiindiger Inkubation bei
37°C auf einem Schiittler erfolgte das Ausstreichen auf einer Agarplatte. Der Agar enthielt zur

Selektion 50 pg/ml Ampicillin. Die Platte wurde iiber Nacht bei 37°C inkubiert.

Eine Kolonie der bewachsenen Agarplatten vom Vortag wurde gepickt und in einer
Ubernachtkultur (50 ml LB-Medium plus Selektionsantibiotika 50ul/ml) im Schiittelinkubator bei

37°C unter Selektionsdruck vermehrt.

Die Bakterienkultur wurde bei 6000g fiir 15 min bei 4°C zentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Im Anschluss erfolgte die Aufreinigung der Plasmide nach Herstellerangaben mit dem
Midi-Prep Kit von QIAGEN. Die Ausbeute wurde mit NanoDrop (ng/ul) bestimmt und die
shRNA-Plasmide wurden bei -20°C gelagert.

Die Transfektion erfolgte mit Lipofectamin LTX & Plus Reagenz. Die C2BBel-Zellen und HeLa-
Zellen wurden am Vortag trypsiniert und gezihlt. Es wurden je Well einer 6-Well Platte 2x 10°
Zellen in 2 ml Kulturmedium ausgesit, damit am Tag der Transfektion eine Konfluenz von ca. 80
% gegeben ist. Fiir jedes Well wurde 2,51g shRNA-Plasmid bzw. DNA-Plasmid (HeLa-Zellen) in

100pul OptiMem pipettiert. Letzteren wurde mit einer Ratio von 1:1 zum Plasmid Plus Reagenz
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hinzugefiigt und fiir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Wahrend der Inkubationszeit wurde das
Lipofectaminreagenz in OptiMem verdiinnt. Im Anschluss wurde die DNA-Solution mit der
Lipofectamin-Solution mit einer Ratio von 1:1 zusammengefiigt, gevortext und fiir 5 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Der Lipofectamin-DNA-Mix wurde kreisformig und gleichméBig auf

den Platten verteilt mit einer Plasmidmenge von 2500 ng je Well.

Die Optimierung der Transfektion erfolgte durch Uberpriifung der Transfektionseffizienz mittels
FACS. Die transfizierten Zellen wurden fiir 10 Tage in Kulturmedium mit 1mg/ml Geneticin
(=G18; Neomycin) und im Anschluss mit 0,5 mg/ml Geneticin selektiert. Die optimale
Antibiotikakonzentration wurde in Vortests {iber Konzentrationsreihen bestimmt. Nach 14 Tagen
Selektionsdruck wurden die Zellen mithilfe von CEACAMI1-Antikorper (B3-17/PE-konjugierter
sekundérer Antikorper; vgl. Tabelle 6) markiert und mit einer FACS-Analyse gesortet (vgl. FACS-
Analyse). CEACAMI positive Zellen konnten anhand ihrer PE-Floureszenz eindeutig identifiziert
werden. Die CEACAM 1-negativen Zellen wurden von den positiven Zellen mit dem Gerdt FACS
Aria II Instrument sortiert. Es entstanden beim Sorten drei unterschiedliche Populationen mit einer
deutlich reduzierten CEACAM-1-Expression und unterschiedlichen SH-Sequenzen: C2BBel-
SH2, C2BBel1-SH3 und C2BBel-SH4 (Abbildung 15).

5.1.3 HeLa-Zellkultur

HeLa-Zellen sind humane Epithelzellen eines Zervixkarzinoms und die ersten humanen Zellen,
welche als permanente Zellinie etabliert wurde (Scherer et al. 1953). Die verwendeten Hela-Zellen
stammen aus dem Leibniz Institut DSMZ-German Collection of Microorganisms and Cell
Cultures (Braunschweig, Deutschland). Es wurden die Passagen 6 bis 22 verwendet. Die Zellen
wurden bei 37°C, 5% Kohlendioxid und 95% relativer Luftfeuchtigkeit im Brutschrank kultiviert.
Das Kulturmedium wurde auf Basis von RPMI und wie in Tabelle 3 aufgezeigt, verwendet. Der
Mediumwechsel erfolgt jeden zweiten Tag. Das Passagieren erfolgte wie bei der C2BBel-Zelllinie

mit 1X TrypleSelect.

Transfektion der HeLa-Zellen

Die HeLa-Zellen enthalten keine humanen CEACAM-Rezeptoren und wurden mit einem
pRC/CMV-Vektor, welcher die cDNA von humanem CEACAM1-4L, humanem CEACAMI1-4L-
deltaN (fehlende N-terminal IgV-like domain), humanem CEACAMO6 und einem Leervektor

(Wolfgang Zimmermann, Universititsklinikum, Miinchen, Deutschland) enthielt, transfiziert. Die
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Transfektion wurde wie bei der C2BBel-Zellinie durchgefiihrt, sodass nach der Selektion mithilfe
des FACS-Gerites vier Zelllinien identifiziert und gesortet werden konnten (Abbildung 12).

5.1.4 Hefekulturen und deren Vorbehandlungen

In den Versuchen wurden zwei unterschiedliche Stimme von C. albicans (Berkhout; Stamm
SC5314 und C28a/ATCC 10231), Candida glabrata (Meyer & Yarrow; Stamm ATCC 2001) und
S. cerevisiae (BY4741/ATCC 4006913) verwendet. Diese wurden freundlicherweise von
Bernhard Hube (Leibniz Institut fiir Natural Product Research and Infection Biology Hans Kndll
Institut (HKI), Jena, Deutschland) zur Verfiigung gestellt. Alle Arbeiten mit C. albicans wurden
unter der Sicherheitswerkbank durchgefiihrt, da dieser Pilz fakultativ humanpathogen ist und in
die Sicherheitsstufe 2 eingeordnet wird. Alle Hefen wurden 3-7 Tage vor den Infektionsversuchen
auf YPD-Kulturplatten ausgestrichen und fiir 2 Tage bei 30°C im Brutschrank inkubiert. Fiir
Ubernacht-Kulturen wurde eine Kolonie von den beimpften YPD-Platten in fliissigem YPD-
Medium (Tabelle 3) im Falcon oder Erlenmeyerkolben angeimpft und bei 30°C und 180 rpm im
Schiittelinkubator tiber Nacht angeziichtet. In den Versuchen wurde C. albicans Wildtypstamm

SC5314 verwendet, auller anders erwahnt.

Vorbehandlungen der C. albicans Hefezellen

Zur Herstellung von C. albicans-Keimschlauchen wurde eine Kolonie von einer YPD-Platte in
RPMI-Medium im Erlenmeyerkolben bei 37°C und 180 rpm im Schiittelinkubator angeimpft.
Unter mikroskopischer Kontrolle wurde die Keimschlauchbildung bis zu einer Lénge von 10-

20pm bis zu 2,5 Stunden Dauer durchgefiihrt.

Fiir die UV-Inaktivierung wurde 5 ml Ubernachtkultur in der Zentrifuge bei 3000g pelletiert und
mit PBS gereinigt. Im Anschluss wurden die Pilze in 20 ml PBS in einer 15 cm Schale im UV-

Iluminator mit 2 J/cm? bestrahlt.

C. albicans Zellen wurden zur Hitzeinaktivierung mit PBS gewaschen und in 1 ml PBS bei 65°C
und 1200 rpm 5 min in einem Heizblock erhitzt. Lebende und inaktivierte Zellen wurden vor den

Versuchen zweimal mit PBS gereinigt.

Proteinase K ist eine unspezifische Protease und wurde in unseren Versuchen zur ndheren
Betrachtung des Bindungsverhaltens von CEACAM-Rezeptoren zu den proteindren
Oberfldchenstrukturen von C. albicans verwendet. 2*10°® C. albicans Zellen wurden nach einer

Reinigung mit PBS mit 7,5ug Proteinase K in 500 pl fiir 1 Stunde bei 37°C behandelt und im
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Anschluss dreimal mit PBS gewaschen. Zymolyase hat einen starken lytischen Effekt auf die
Zellwinde von lebenden Hefen (Kitamura et al. 1971) und hydrolysiert mithilfe eines Enzyms
lineare Glukosepolymere an betal,3-Verbindungen, weswegen es in unseren Experimenten zur
Deglykosylierung verwendet wurde (Kitamura und Yamamoto 1972). In unseren Versuchen
wurden 500ul nasse C. albicans Pellets in 1 ml PBS geldst und entweder unbehandelt oder mit 3
mg Zymolyase fiir 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Die Hefezellen wurden in einer Zentrifuge
bei 3000 x g fiir 2 min abzentrifugiert und die Uberstinde abgenommen. Diese wurden nochmals
weiter mit einer Ultrazentrifuge bei 16.000 x g fiir 10 min bei 4°C aufgereinigt. Die geséduberten
Uberstéinde wurden im Anschluss fiir 8 min unter reduzierenden Bedingungen (Limmli-Puffer:
Tabelle 4) bei 99°C im Wasserbad erhitzt. 15 pl wurden auf einem 15 Well Mini-Protean TGX
Gel 4-15% laufen gelassen und entweder auf Nitrocellulosemembranen mit einem polyklonalen
rabbit anti- Candia albicans (Tabelle 6) mit Western-Blot analysiert, mit Coomassie Brilliant Blau

Féarbung oder Silberfarbung (Tabelle 5) untersucht.

5.1.5 Analyse von C2BBel Zellkulturiiberstand, Mukusfraktion und Zelllysate

Die Zellen wurden fiir 21 Tage in 6-Well Zellkulturplatten angeziichtet (siche C2BBel-Zellkultur)
und in 2 ml Medium aufgenommen. Es wurde Phenolrot-freies Medium verwendet, um die
nachfolgende Ultrazentrifugationsanalyse nicht zu stéren. Die C2BBel-Zellen wurden
anschlieend fiir 72 Stunden mit C. albicans stimuliert. Nach der Inkubation wurde der
Zellkulturiiberstand (ZKU) vorsichtig ohne Zerstdrung der Schleimschicht (Mukusschicht)
entfernt. Die Zellen wurden zweimal griindlich mit 1 ml vorgewdrmter phosphatgepufferter
Salzlosung gewaschen (PBS, 37°C) und die beiden Waschfraktionen (Mukusfraktion) wurden
gesammelt und zusammengefiihrt. ZKU und Mukusfraktion wurden von Zelltriimmern und
Zellabfillen durch Zentrifugation bei 16.000xg fiir 10 min bei 4 ° C gereinigt. Die Uberstiinde
wurden in neue Rohrchen iiberfiihrt und entweder direkt zur Analyse verwendet oder
ultrazentrifugiert. Die direkte Analyse umfasst Experimente mit Western Blot und IL-8 ELISA.
Fir die Ultrazentrifugation wurden die Proben mit PBS bis zu einem Endvolumen von 5 ml
aufgefiillt und anschlieBend fiir 90 min bei 100.000 xg zentrifugiert. Die Uberstinde wurden in
Amicon Ultra- Zentrifugen-Filtereinheiten tiberfiihrt und in einem Schwingbecher-Rotor bei 3.500
xg vor der Western-Blot-Analyse konzentriert. Die Pellets wurden direkt in 1x reduzierendem
Probenpuffer (Tabelle 4) gelost. Die Zellen wurden in 300 pl eiskaltem Lysepuffer (Tabelle 5)
aufgenommen, homogenisiert und nach Zugabe von einem Protease-Inhibitor (Roche cOmplete™,

EDTA-freie homogenisiert Cocktail-Tabletten Protease-Inhibitor; Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
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Steinheim, Deutschland) fiir I Stunde auf Eis inkubiert. Danach wurden die Proben bei 4° C fiir

10 min durch Zentrifugation bei 16.000xg gereinigt und fiir die Western-Blot-Analyse verwendet.

5.1.6 Durchflusszytometrie und FACS-Analyse

Die Durchflusszytometrie ist eine Methode zur Analyse von Einzelzellen in Suspension auf der
Grundlage der Fluoreszenz- und Streulichteigenschaften und wurde in unseren Versuchen zur
Bestimmung der Oberfldchenexpression von CEACAMSs auf C2BBel-Zellen und HeLa- Zellen
verwendet. Die verschiedenen Zellinien wurden vor der hier beschriebenen Analyse mittels FACS
(fluorescence-activated cell sorting) auf das Vorhandensein/Abhandensein der gewiinschen

CEACAMs hin angereichert.

Fiir die durchflusszytometrische Analyse der mit einem pRC/CMW Vektor transfizierten HeLa-
Zellen (CEACAMI1-4L, CEACAM,1-4L mit fehlender N-terminalen IgV-&hnlichen Domaine,
CEACAMSG6, Leervektor) wurden konfluente in 75 cm-Flaschen gewachsene HeLa-Zellen
verwendet. Vor dem Abldsen wurden die 10° Zellen der Zellkulturflaschen mit 10 ml PBS-EDTA
(0,5 g/l EDTA; 37°C) gewaschen und mit 4 ml 1x TrypLE Select (1:10, 10x TrypLE Select: PBS-
EDTA) fiir 5 min bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellen mit einer
Pipette vereinzelt, die abgeldsten Zellen in 6 ml RPMI- Medium aufgenommen und fiir 2 min bet
180xg zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurden die Zellen in kaltem FACS-Puffer (Tabelle
4) aufgenommen und alle folgenden Arbeitsschritte auf Eis durchgefiihrt. Fiir die zytometrische
Analyse wurde eine 96-Well Mikrotiterplatte mit konischem Boden verwendet und in jedes
verwendete Well 100 pl des entsprechenden Primérantikorpers mit einer Konzentration von
10pg/ml in FACS-Puffer vorgelegt. Zu den vorgelegten Antikorpern wurde 100ul der jeweiligen
Zelllinie hinzupipettiert (2x 10> Zellen in 100ul FACS-Puffer). Die Zellen wurden zuvor mithilfe
der Neubauerkammer gezihlt und auf eine Konzentration von 2x 10% Zellen/ml in FACS-Puffer
eingestellt. Als Isotyp-Kontrolle wurde in allen durchflusszytometrischen Analysen der Maus-
IgG1k-Kontroll-Antikorper verwendet. Als nichstes erfolgte eine Inkubation der Primérantikrper
fiir 1 Stunde bei 4°C, wobei darauf geachtet werden musste, dass die Proben alle 15 min durch
Pipettieren vermischt wurden, damit die Antikorper an alle Zellen gelangen und binden konnen.
Im Anschluss wurde die Platte bei 180xg fiir 2 min zentrifugiert, die Uberstande abgenommen und
die Zellen zweimal mit FACS-Puffer gewaschen. Im folgenden Schritt wurden die Zellen in 200
ul Sekunddrantikorper-Losung aufgenommen. Diese bestand aus dem Ziege-anti-Maus IgG PE-
gekoppelten Antikorper, welcher 1:300 in FACS-Puffer aufgenommen wurde. Danach wurden die

Zellen wieder fiir 1 Stunde bei 4°C inkubiert und wihrenddessen auf eine mehrmalige
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Durchmischung der einzelnen Wells geachtet. Nun wurde die 96-Well Mikrotiterplatte bei 170xg
fiir 2 min zentrifugiert, die Uberstande abgenommen, die Zellen mit FACS-Puffer gewaschen und
in 300 pul FACS-Puffer aufgenommen. Die Mikrotiterplatte wurde mit Attune Cytometer
analysiert. Hierfiir erfolgte die Grundeinstellung mit ungefarbten und unbehandelten Zellen und

die anschlieBende Auswertung und Darstellung mit der Software Attune Cytometric (Tabelle 2).

Die durchflusszytometrische Analyse der C2BBel-Zellinien (Wildtyp, Vektorkontrolle,
CEACAMI1-knock-down SH2, SH3 und SH4) auf ihre CEACAM-Oberflichenexpression erfolgte
nach einer Kultivierung von 21 Tagen in der Zellkulturschale und nach dem gleichen Protokoll,
aber unter Verwendung der humanen monoklonalen Primédrantikorper CEACAMI(B3/17),
CEACAMS (308-3-3) und CEACAMS6 (1H7-4B) und dem Sekundérantikorper Ziege-anti-Maus
IgG-PE (Tabelle 6, Tabelle 9). Des Weiteren wurde die C2BBel-Zelllinie vom Wildtyp 14 Tage
in der Zellkulturschale kultiviert und eine durchflusszytometrische Analyse von CEACAMI1
(B3/17), CEACAMS (308-3-3) und CEACAM6 (1H7-4B) und CEACAM7 (BAC2) und dem
Sekundérantikorper Ziege-anti-Maus IgG-PE (vgl. Tabelle 6, Tabelle 9) unbehandelt, mit
100ng/ml IFNy oder mit ImM H2O; nach 48 Stunden Stimulationszeit durchgefiihrt. Hierbei

erfolgten zwei Stimulationen zum Zeitpunkt 0 und nach 24 Stunden.

Tabelle 9 Verwendete Primér- und Sekundérantikorper der FACS-Analyse von verschiedenen HeLa-
Zelllinien und C2BBel-Zellen

HeLa-Zellen Primér-Ak Sekundiir-Ak
Leervektor 6GS5J (anti-CEACAM1/3/4/5/6/8) Ziege-anti-Maus
CEACAMI1-4L B3/17 (CC1) IgG-PE
CEACAMI1-dN Polyklonaler panCEA (anti-CEACAM1/3/4/5/6/8)

CEACAMG6 1H7-4B (anti-CEACAMS6)

CEACAM7 BAC2

Unbehandelte Zellen | keinen

5.1.7 Adhisionsassay mit HeLa- und C2BBel-Zellen

Bei diesem Nachweisverfahren wurde getestet, ob C. albicans an HeLa-Zellen oder an C2BBel-
Zellen bei unterschiedlichen CEACAM-Expressionen adhdrieren. Die unterschiedlich
transfizierten HeLa-Zelllinien: Leervektor, humanes CEACAMI1-4L, humanes CEACAMI1-dN,
humanes CEACAMS6 oder Wildtyp wurden in Kollagen beschichteten 48-Well-Platten konfluent
geziichtet und 60 min lang mit 10*4 C. albicans Hefezellen inkubiert. Die C2BBel-Zellen wurden
in einer 48-Well- Platte fiir 3 Tage differenziert und sorgfiltig mit warmem Medium gewaschen,

um den Mukus von den Enterozyten zu entfernen. C. albicans Hefezellen wurden entweder fiir 2

35



Stunden mit dem Zellkulturiiberstand der unbehandelten C2BBel-Zellen vorbehandelt oder mit
dem Zellkulturiiberstand von C2BBel-Zellen, welche fiir 72 Stunden mit UV-behandelten C.
albicans stimuliert wurden, vorbehandelt. Im Anschluss wurden die C2BBel-Zellen mit 10¥4 C.
albicans Hefezellen 30 min inkubiert. Die Zellen wurden nach der jeweiligen Inkubationszeit drei
Mal mit warmen PBS gewaschen. Nach dem Waschen wurde in jedes Well 200ul PBS/0,5%
TX100 zugegeben, um adhidrente C. albicans-Zellen 16slich zu machen. Geloste Zellen wurde auf
YPD-Platten ausgestrichen, fiir 24- 48 Stunden im Brutschrank bei 30°C inkubiert und im

Anschluss wurden die Kolonien der Platten ausgezéhlt.

5.1.8 FITC-Dextran Translokation

Um Unterschiede in Zellpermeabilitdt und Zelltransport von den unterschiedlichen C2BBel-
Zelllinien (Wildtyp, Vektorkontrolle, CEACAMI1-knock-down SH2, SH3, SH4) zu untersuchen,
wurde die Substanz FITC-Dextran eingesetzt. Hierzu wurden C2BBel-Zellen in dreifacher
Ausfithrung in 12-Well Transwell-Filtern angeziichtet. Die Verwendung von phenolrotfreiem
Medium reduziert Stérungen bei der nachfolgenden nm-Messung. In der oberen Kammer (apikale
Seite) wurde eine Fliissigkeitsmenge von 500ul eingesetzt und in der unteren ein Volumen von
1500pl. Es wurden 0.5 mg FITC-Dextran (4kDa) zur apikalen Zellseite bzw. zur oberen Kammer
hinzugefiigt und fiir 24 Stunden inkubiert. Die Proben wurden von der basalen Zellseite bzw. aus
der unteren Kammer eingesammelt. Im Anschluss wurde den Proben 1/10 Volumen Tris-HCL, pH
8.0 hinzugefiigt, um den pH-Wert so einzustellen, dass die Fluoreszenzsintensitit des FITC-
Dextran nicht zu stark variiert. Die Proben wurden mit einem Tecan INFINITE M200
Mikrotiterplattenreader auf ihre Fluoreszenz analysiert (Anregung 493 nm, Emission 518 nm;

Messbereich: 0.016 bis 200 p/ml).

5.1.9 TEER-Messung

Wildtyp-Zellen, Vektorkontrollzellen und CEACAMI1-knock-down C2BBel-Zellen wurden auf
12-Well-Transwell-Einsétzen in Vollmedium oder phenolrotfreiem Vollmedium kultiviert. In der
oberen Kammer der Transwell-Einsédtze wurde 500ul Medium und in der unteren Kammer 1500ul
Medium eingesetzt. Der epitheliale elektrische Widerstand (TEER) wurde in unbehandelten Zellen
und in mit UV-inaktivierte C. albicans Hefezellen behandelten Zellen gemessen. Der TEER wurde
mit einem Epithelial-Volt-Ohm-Meter EVOM2 (WPI, Welt-Prazisionsinstrumente, Berlin,
Deutschland) gemessen. Fiir die Analyse der TEER-Werte wurde ein Blindfilterwiderstand (100

Q) subtrahiert. Alle Messungen wurden mindestens an drei verschiedenen Wells durchgefiihrt.
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5.2 Molekularbiologische Methoden
Im folgenden Kapitel werden die in der Arbeit durchgefiihrten molekularbiologischen Methoden

erlautert.

5.2.1 Methoden zum Nachweis von Proteinen

CXCLS (IL-8) ELISA

ELISA (enzyme-linked immunsorbent assay) ist ein antikOrperbasiertes Nachweisverfahren,
welches mithilfe eines enzymatischen Immunadsorptionsverfahren (EIA) humanes IL-8
nachweisen kann.

Im ersten Versuchsabschnitt wurden die C2BBel-Zellen entweder unbehandelt gelassen oder 72
Stunden mit UV-behandelten C. albicans inkubiert. Hierbei wurden C2BBel Wildtypzellen,
Vektorkontrollzellen und die drei CEACAMI1-knockdown Zelllinien (SH2-Zellen, SH3-Zellen
und SH4-Zellen) verwendet. Diese wurden in Zellkulturplatten und Transwell-Filtern kultiviert.
Transwell-Filter bieten den Vorteil einen unabhingigen Zugang zu beiden Seiten der Zellschicht
zu ermoglichen, damit kénnen zum Beispiel in-vitro Transportvorgdnge néher analysiert werden.
Die Inkubation der Zelllinien mit C. albicans UV-behandelt erfolgte in den Transwell-Filtern
apikal und das Medium wurde nach 72 Stunden aus der unteren Kammer entnommen.

Im zweiten Versuchsabschnitt wurde tiberpriift, ob die C2BBel-knockdown CEACAMI1-Zellen
SH2, SH3 und SH4 IL-8 noch sekretieren konnen. Hierzu wurde alle Zelllinien inklusive Wildtyp
und Vektorkontrolle mit einem Zytokinmix (25 ng/ml IL-1 B, 50 ng/ml TNF-a, und 50 ng/ml IFN-
v) stimuliert.

Im dritten Versuchsabschnitt wurde der Einfluss von ldslichen Faktoren ausgeschiittet von
C2BBel-Zellen nach Infektion mit C. albicans untersucht. C2BBel-Zellen wurden in
Zellkulturplatten kultiviert und fiir die IL-8-Analyse unbehandelt, mit UV-behandelten C. albicans
SC5314, mit Medium von mit lebenden C. albicans SC5314 vorbehandelten C2BBel-Zellen
(konditioniertes Medium) oder mit konditioniertem Medium und UV-behandelten C. albicans fiir
96 Stunden inkubiert.

Im vierten Versuchsabschnitt wurde der Einfluss von 16slichem rekombinanten CEACAMG6-Fc
auf die IL-8 Ausschiittung durch C. albicans getestet. Es wurden C2BBel-Zellen vom Wildtyp in
Zellkulturplatten kultiviert. Diese wurden unbehandelt, mit UV-behandelten C. albicans SC5314
Hefezellen, mit UV-behandelten C. albicans SC5314 Hefezellen und 30 pg/ml CEACAMS6-Fc
oder mit UV-behandelten C. albicans SC5314 Hefezellen und 30png/ml CEACAMS-Fc inkubiert.

Nach 52 Stunden wurde der Uberstand entnommen und es erfolgte die Messung der IL-8-
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Konzentration. Uberstinde wurden zu den angegebenen Zeitpunkten geerntet und auf CXCLS
Konzentrationen durch ELISA getestet.

Fiir den ELISA wurde in einer 96-Well BD Falcon Platte 100ul “capture* Antikorper je Well
verteilt und iiber Nacht bei 4°C inkubiert. Am néchsten Tag wurden die Wells 3 Mal gewaschen,
wobei jedes Mal zwischen den Waschschritten die komplette Fliissigkeit aus den Wells entfernt
wurde. Im nédchsten Schritt wurden zur Blockierung in jedes Well 200ul Assay Diluent
(Blockpufter) pipettiert und 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Der folgende Schritt umfasste
wiederrum ein dreimaliges Aspirieren und Waschen. In jedes Well wurde im Anschluss 100ul des
Uberstands oder der Standardldsung pipettiert und fiir 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert.
Der nédchste Wasch- und Aspirationsschritt umfasste eine 5-fache Wiederholung. Es wurde
anschlielend 100 pl Detektions-Antikdrper und Sav-HRP in jedes Well pipettiert und fiir 1 Stunde
bei Raumtemperatur inkubiert. Dann wurde jedes Well 7 Mal gewaschen und aspiriert, wobei bei
den Waschschritten die Wells 30 Sekunden-1 Minute mit der Waschlosung einwirken sollten. Nun
wurde in jedes Well 100 pl Substrat Solution (Tetramethylbenzidine: TMB und Hydrogenperoxid)
pipettiert und fiir maximal 30 min bei Raumtemperatur in der Dunkelheit inkubiert. Hierbei musste
auf den Farbumschlag geachtet werden, um dann in jedes Well 50 pl Stop Solution zu pipettieren
und die Proben im ELISA-Reader bei 450 nm innerhalb von 30 min zu analysieren. Hierbei sollte

eine A-Korrektion bei 570 nm erfolgen.

5.2.2 Methoden zum Nachweis von RNA und DNA

Die CEACAM-Expression von auf Zellkulturplatten geziichteten 21 Tage differenzierte C2BBel -
Zellen wurde mittels qPCR (quantitative Real-Time PCR) analysiert. Es wurde die Expression von
humanem CEACAMS, CEACAM6, CEACAM 7 (keine Unterscheidung zwischen den beiden
Isoformen) und die vier groBen CEACAMI Isoformen (1-4L, 1-4S, 1-3L, 1-3S) bestimmt. Hierzu
erfolgte eine RNA-Extraktion, eine Reverse Transkription, Primerdesign, Test der Primereffizienz
und eine qPCR. Zur Kontrolle wurden Pepitidylprolylisomerase B (PPIB) und Hypoxanthin
Phosphoribosyltransferase 1 (HPRT) verwendet. Die Methode wurde wie in (Klaile et al. 2013)

beschrieben, durchgefiihrt und Materialien, wie in Tabelle 8 verwendet.
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AR Primerdesign &
RNA-Extraktion Transkription Effizienzt gt qPCR Auswertung
mMRNA—> cDNA izienztestung

Abbildung 3: Schema der Analyse der CEACAM-Oberflachenexpression von C2BBel-Zellen und
HeLa-Zellen mittels RNA

5.3 Proteinbiochemische Methoden
Im folgenden Kapitel werden proteinbiochemische Methoden, welche in den Versuchen

Anwendung fanden, beschrieben.

5.3.1 Pull-down Bindungs Assay

Das Pull-down Assay ist eine in-vitro Methode zu Detektion von physikalischen Interaktionen
zwischen zwei oder mehr Proteinen. In unseren Versuchen wurde die Bindung von verschieden
Hefearten,-formen und Vorbehandlungen zu verschiedenen CEACAM-Rezeptoren untersucht.
Pull-down-Assays wurden mit 2x10® lebenden Pilzzellen in Hefe- oder Keimschlauchform von
Ubernachtkulturen durchgefiihrt. Die verschiedenen Vorbehandlungen sind im Kapitel 6.1.4
aufgefithrt. Die eingesetzten rekombinanten Proteine bestehen aus der entsprechenden
extrazelluliren Doméne des CEACAM-Rezeptors (humanes CEACAM1-Fc, CEACAMI1-dN-Fc
mit einer fehlenden N-terminal IgV-like domain, CEACAM3-Fc, CEACAMS5-Fc, CEACAM6-Fc,
CEACAMT7-His, CEACAMS-Fc, MausCEACAM1-His, RatteCEACAMI1-Fc) fusioniert mit der
IgG-Region. Von jedem rekombinanten Protein wurde 1pg eingesetzt und mit 1 Volumen 100 mM
Glycine pH 2.2 vorbehandelt, gevortext und fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Dies
dient zur Spaltung von potenziellen CEACAM-Homodimeren. Nach der Inkubationszeit wurde
der pH durch das Hinzufiigen von 1 Volumen M Tris-HCl pH 8.0 wiederhergestellt. Die
rekombinanten Proteine wurden mit den Pilzzellen (C. albicans, C. glabrata, S. cerevisiae) 2
Stunden auf dem Drehrad bei 4°C inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Zellen zweimal mit
PBS/0,1 % Tween20 gewaschen. Hierzu musste zwischen den Waschschritten eine Zentrifugation
bei 3000 g, 5 min und Raumtemperatur erfolgen. Die Proben wurden in 40 pul 100 mM Glycine
pH 2.2 eluiert und 10 pl 5x reduzierender Laimmli-Puffer (Tabelle 4) hinzu pipettiert. Die Proben
wurden im Anschluss fiir 5 min bei 95°C erhitzt. Von jeder Probe wurde ein Volumen von 20 pl
fiir die weitere Analyse iiber Western Blot, um die Prdsenz der rekombinanten Proteine zu

analysieren, eingesetzt.
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5.3.2 Phosphorylierungs-Assay mit C2BBel-Zellen

Die C2BBel-Zellen wurden fiir 7 Tage in mit Kollagen beschichteten 100 mm-Schalen in PBS
mit einer Endkonzentration von 0,01% (Kollagenlosung aus Rinderhaut 0,3%; Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland) differenziert. Die 10° Zellen wurden in 10 ml
serumfreiem DMEM fiir mindestens 2 Stunden starviert. Wahrend des Starvierens wurde die C.
albicans Ubernachtkultur bei 3000 xg abzentrifugiert und in der Neubaukammer gezihlt und auf
eine geeignete Zellkonzentration gebracht. Zusitzlich wurden C. albicans Keimschlduche
hergestellt. Die C2BBel-Zellen wurden mit einer MOI (multiplicity of infection) von 100 (10%)
fiir max. 3 Stunden stimuliert. Hierbei gab es Stimulationsldngen von 2 min, 5 min, 10 min, 20
min, 30 min, 60 min 120 min und 180 min fiir C. albicans Hefezellen und Inkubationsléngen von
15 min, 30 min und 90 min fiir C. albicans Keimschlauch. Als Negativ-Kontrolle wurden
unbehandelte Zellen ohne C. albicans Stimulation verwendet und als Positiv-Kontrolle fiir die

Phosphorylierung 5 min vorbehandelte C2BBel-Zellen mit 1:500 Pervanadate.

Nach der Stimulation wurden die Zellkulturiiberstinde abgenommen und die Zellen in 1 ml
eiskaltem Lyse-Puffer (20 mM HEPES (pH 7.,4), 150 mM NaCl, 5 mM MgCl,, 1% TritonX-100,
1 mM PMSF (Phenylmethansulfonylfluorid), 1X Protease Inhibitor-Cocktail EDTA-free, 1X
Phosphatase Inhibitor Cocktail (beide Sigma Aldrich), 1 mM Na-Pyrophosphat, 1 mM Na-
Pervanadate, 100 mM Na-Orthovanadat) ohne vorherigen Waschschritt lysiert. Im Anschluss
wurden die Zellen mit einem Zellschaber abgekratzt, mit einer Pipette homogenisiert und fiir 1

Stunde auf Eis inkubiert. Danach wurden die Lysate bei 16,000 xg 10 min bei 4°C abzentrifugiert.

5.3.3 Immunprizipitation

Die Lysate der C2BBel-Zellen wurden entweder frisch aufgetaut und vorbereitet oder nach der
Phosphorylierung gleich weiterverarbeitet. Die Immunprézipitation mit CEACAM1-spezifischen
Antikorpern erfolgt durch Bindung des Fc-Teils des Immunglobulins an ein Protein G, welches
dabei an Sepharose-Beads gekoppelt wurde. Dadurch kann CEACAMI aus dem Lysat selektiert
werden. Je Probe wurden wurden 25 pl Protein G Sepharose 4 Fast Flow (GE Healthcare Life
Science) verwendet, welche vor Verwendung drei Mal mit PBS gewaschen wurde, um den
Ethanol-haltigen Puffer zu entfernen. Zu der Protein G Sepharose wurden 2 pg des spezifischen
Antikorpers von CEACAMI (B3-17) hinzugefiigt. Die Suspension wird fiir ca. 30 min bei 4°C auf
dem Drehrad inkubiert, damit der Antikdrper sich verteilt und an Protein G binden kann.
Aufgetaute Lysate wurden erneut fiir 10 min bei 16,000 xg abzentrifugiert und die Uberstinde in
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ein neues Reaktionsgefal liberfiihrt. Als Kontrolle dient rabbit-IgG-Isotyp. Die Zelllysate wurden
mit dem Antikdrper/Protein G Sepharose-Gemisch zusammengefiihrt und fiir 3- 5 Stunden unter
permanenten Drehen bei 4°C inkubiert. Dies ist zur Bindung des CEACAM1-Antikorpers an die
C2BBel-Zelloberfliche notwendig. Um unspezifische Proteinbindungen zu entfernen, wurden die
Sepharose-Beads drei Mal mit Lyse-Puffer gewaschen. Hierzu wurden die Sepharose-Beads nach
Zufiigen des Puffers 30 s bei 1000 xg abzentrifugiert, der Uberstand erneut abgenommen und der
Waschschritt noch zwei Mal wiederholt. Nach dem letzten Waschen wurden die Proben noch
einmalmal 30 s bei 1000 xg abzentrifugiert und mithilfe der Hamilton-Spritze alle restlichen
Fliissigkeiten entfernt. Die Sepharose-Pellets wurde nach Zugabe von 20 pl 1x reduzierendem
Probenpuffer (Tabelle 4) fiir 5 min bei 95°C und 1300 rpm gekocht und entweder bis zur weiteren
Verwendung bei -20°C gelagert oder im Western-Blot (siche SDS und Western-Blot) auf die
Anwesenheit von Phosphotyrosine (4G10-Antikdrper) untersucht. Die Membranen wurden

danach noch einmal mit polyklonalem pan-CEACAM Antikdrper entwickelt.

5.3.4 SDS- Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zur Probenanalyse wurde eine SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese mit anschlieBendem
Western Blot durchgefiihrt. Hierzu wurden vorgefertigte 4-15% Polyacrylamid-Gele (15 Well
Mini-Protean TGX Gele, Bio-Rad) verwendet. Die Proben liefen unter reduzierenden Konditionen
fiir ca. 40 min bei 200 V durch das Gel (5x reduzierender Probenpuffer) und wurden nach dem
Vortexen zu je 20ul aufgetragen. Von dem Marker “PageRuler Prestained Protein Ladder” wurden

2 pl eingesetzt.

5.3.5 Western Blot

Die im SDS-Page aufgetrennten Proteine wurden im Tank-Blot Verfahren in eiskaltem Wasser bet
280 mA pro Tank fiir 2 Stunden auf eine Nitrucellulosemembran geblottet und im Anschluss mit
10 % Milchpulver in TBS fiir eine Stunde bei Raumtemperatur auf einer Wippe blockiert. Dies
diente zur Absittigung von unspezifischen Bindungsstellen auf der Membran. Die Milch wurde
mit TBS-T weggewaschen und der entsprechende primire Antikorper (Tabelle 6) wurde mit einer
Endkonzentration von 0,1pg/ml (in TBS) zur Membran gegeben. Dieser wurde {iber Nacht auf der
Wippe bei 4°C inkubiert. Zur Entfernung von nicht gebundenem primérem Antikorper wurde die
Membran mehrfach mit IXTBS-T gewaschen und der sekundére HRP-konjugierte IgG-Antikorper
in einer 1:10.000 Verdiinnung in TBS hinzugegeben. Die Inkubation erfolgte fiir 2 Stunden bei
4°C auf der Wippe und wurde anschliefend mit 1x TBS-T gewaschen. Der letzte Waschschritt

41



wird mit TBS durchgefiihrt, da TWEEN die Aktivitit der Peroxidase einschrinkt. Zur
Ergebnisauswertung wurden die Membranen mit ECL-Substrat (Enhanced Chemiluminescence
Substrat, SuperSignal West Pico, Fisher Scientific GmbH, Schwerte, Deutschland) gleichmaf3ig
benetzt. Das Peroxidasesubstrat setzt sich aus einer Mischung mit der Ratio 1:1 aus Luminol
Enhancer Solution und Peroxide Solution zusammen. Die Visualisierung erfolgt durch eine
Oxidierung zu H>O> am sekundidren Antikorper mit der gekoppelten Meerretichperoxidase,
wodurch das Luminol reduziert wird und die Chemilumineszenz mithilfe des Fusion FX7 Imager
(Tabelle 2) unter einer bestimmten Belichtungszeit detektiert werden kann. Die Bilder wurden
Photoshop CS2 (Adobe) bearbeitet. Die Analyse der Grafiken erfolgte mit Image Studio Lite

Software (V5.2; http://www.licor.com/bio/blog/software-and-accessories/free-download-image-

studio-lite-software). Hierbei wurde die Leuchtstirke der Banden quantifiziert und mit Microsoft

Excel Verhiltnisse der Leuchtstirke ausgewertet und dargestellt. Bei der Auswertung des
Phosphorylierungsversuchs wurden die Leuchtstdrken der Phosphotyrosin-Banden (Blot mit
Antikorper 4G10) und der CEACAMI-Banden (Re-Blot mit polyklonalem panCEACAM
Antikdrper) bei unbehandelten Zellen als 100% Marke gesetzt. Die unterschiedlichen
Stimulationszeiten von C. albicans Hefezellen und Keimschlduchen wurden auf ihre CEACAM1-
Phosphorylierungsmenge analysiert und die relative CEACAMI1-Phosphorylierung iiber den
Vergleich zu der gesamten CEACAMI-Menge (unbehandelte Zellen) mit Microsoft Excel
bestimmt. Nach diesem Prinzip wurde auch der Adhdssions-Assay und der kompetetive
Bindungsversuch von CEACAM6 und CEACAMS zu CEACAMI ausgewertet. Bei einem Re-
Blot wurde die Membran vor Verwendung eines neuen primédren Antikdrpers mehrere Male mit

TBS-T gewaschen.

5.3.6 Silberfarbung (Ag-Fiarbung)

In der Silberfarbung bilden Ag-lonen Komplexe mit Glutamin-, Asparagin- und Cystin- Resten
der Proteine. Die Ag-Komplexe werden durch alkalisches Formaldehyd zu Ag reduziert. Die
Silberfarbung ist eine sehr empfindliche Methode zur Detektion von geringen Proteinmengen, die
untere Grenze liegt bei 10 ng pro Bande, somit ist sie 100fach sensibler als die Coomassie-
Féarbung. Sie weist auch Kohlenhydrate, RNA und DNA nach. In unseren Experimenten wurde die
Férbung fiir die mit Zymolyase vorbehandelten C. albicans Zellkulturiiberstinde verwendet. Das
Gel wird mindestens 30 min in Fixierlosung gebadet und anschliefend mindestens zweimal 20
min in Waschldsung geschwenkt und dann 30 Minuten in A. dest. geschwenkt, wobei hierbei ein

Wechsel des A. dest. alle 10 min erfolgen sollte. Die folgenden Arbeitsschritte sollten im
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Kiihllabor stattfinden. Das Gel 1 min mit Sensitizer-Losung und dann zweimal 30 sec in A. dest.
behandeln. Dann erfolgt eine 20-miniitige Inkubation des Gels mit Ag-Losung, die im Anschluss
vollstidndig entfernt wird und dann dreimal zu je 15 sec in A. dest. gewaschen wird. Nun wird das
Gel in Entwickler-Losung geschwenkt bis die gewiinschte Intensitét erreicht ist, zum Abstoppen
des Férbeprozesses kurz mit A. dest. gespiilt und 5 min in 5% essigsdurehaltiger Stopplosung

inkubiert (Tabelle 5).

5.3.7 Coomassie-Brilliant-Blue Firbung

Die Coomassie-Brilliant-Blue Firbung dient der Kontrolle der Proteinbestimmung des Uberstands
von C. albicans Hefezellen bei Vorbehandlung mit Zymolyase. Dafiir wurden die Proteingele 1
Stunde bei Raumtemperatur mit Coomassie-Brilliant-Blue-Féarbelosung gefarbt. Die
anschlieBende Inkubation in Entfarber-Losung machte die Banden im Gel sichtbar. Die Methode

hat eine geringere Nachweisgrenze als die Silberfdarbung (Tabelle 5).

5.4 Statistiken

Die Daten werden als einzelne Datenpunkte dargestellt und die jeweiligen Mittelwerte =+
Standardabweichung werden durch Balken abgebildet. Ein Minimum von drei unabhéngigen
Experimenten wurde fiir jeden Datensatz durchgefiihrt und analysiert. Gepaarte oder ungepaarte
zweiseitigen t-Tests bzw. OneWay-Anova Analysen wurden unter Verwendung von GraphPad
Prism Version 5.04 fiir Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, USA) durchgefiihrt und
ein Wert von P <0,05 als signifikant angesehen. Die Auswertung von Western-Blot und qPCR

wird in den jeweiligen Abschnitten beschrieben.
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6 Ergebnisse

Teile dieser Ergebnisse wurden bereits in (Klaile et al. 2017) publiziert.

6.1 Humane-CEACAM-Rezeptoren binden C. albicans und andere Hefen

Bisher ist eine Bindungsspezifitiat zwischen dem Fungus C. albicans und CEACAM-Rezeptoren
nicht nachgewiesen. Fiir die nachfolgenden Experimente sollte liberpriift werden, ob eine solche
Bindung zustande kommen kann. Eine Bindung mit potenziell folgender Zellaktivierung kann
Auswirkungen auf pro-inflammatorische Zellmechanismen haben, wie zum Beispiel die
Ausschiittung von Interleukinen. Um die Bindungsspezifitit von CEACAM-Rezeptoren zu C.
albicans und anderen Hefen zu testen, wurden Pull-Down-Assays (in-vitro Bindungs-Assay)
durchgefiihrt.

Hierbei wurden 1pg rekombinante Proteine, die aus der betreffenden extrazelluldiren Doméne von
CEACAM bestanden (huCEACAMI, huCEACAMIdN, huCEACAM3, huCEACAMS,
huCEACAM6, huCEACAM7, huCEACAMS, MausCEACAMI1 und RatteCEACAM]1) eingesetzt
und deren Bindungsverhalten mit verschiedenen Hefearten und -formen untersucht. Fiir die
nachfolgenden Pull-Down-Assays wurden die gleiche Anzahl an Keimschlauchzellen und
Hefezellen von zwei unterschiedlichen C. albicans Stimmen (SC5314 und C28a), Candida
glabrata Hefezellen (Stamm 2001) und S. cerevisiae verwendet.

In drei unabhéngigen Pull-down Versuchsdurchldufen konnte anhand von Western-Blots gezeigt
werden, dass vier der rekombinanten Proteine, welche humanes CEACAMI1, CEACAM3,
CEACAMS, CEACAMGO enthielten, die zwei unterschiedlichen C. albicans Stimme und Formen
(Hefe und Keimschlauch), die C. glabrata Hefezellen und S. cerevisiae binden (Abbildung 4,
(Klaile et al. 2017)). In der ersten Reihe der Abbildung 4A des Western Blots befindet sich die
Positivkontrolle, welche aus 5% des Inputs (50ng) der CEACAM-Proteine besteht. Die
extrazelluliren Doméanen von humanem CEACAM7 und CEACAMS zeigten in der Western-Blot-
Analyse keine Bindung zu allen hier getesteten Hefezellen und -formen (Abbildung 4, (Klaile et
al. 2017)).

Die Bindung von der extrazelluliren Doméne des CEACAMI erwies sich als human-spezifisch,
da die homologen Fusionsproteine RatteCEACAM 1 und MausCEACAMI1 keine Bindung zu allen
getesteten Hefezellen und -formen zeigten (Klaile et al. 2017).

Die meisten Bindungen von Pathogenen zu CEACAMs werden iiber die N-terminal IgV-like

domain vermittelt. Aus diesem Grund wurde ein rekombinantes humanes CEACAM1-Fc Protein
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eingesetzt, dessen N-terminale Region deletiert wurde (CEACAM1dN-Fc), um die Interaktion von
CEACAMI mit C. albicans zu analysieren. In Abwesenheit dieser N-terminalen Doméne konnte
keine spezifische Bindung mit den getesteten Formen und Stammen von C. albicans und C.
glabrata, sowie S. cerevisiae, nachgewiesen werden (Abbildung 4A, (Klaile et al. 2017)). Die N-
terminal IgV-like domain ist somit fiir die C. albicans-CEACAM Interaktion obligat.

Die Keimschlauchform von C. albicans weist eine zur Hefeform dominierende Bindungsaffinitit
bei CEACAMI1, CEACAMS und CEACAMSG6 auf (Abbildung 4 B).

Insgesamt konnten wir mithilfe der Pull-Down-Assays nachweisen, dass humane extrazellulédre
Doménen von CEACAM1, CEACAM3, CEACAMS und CEACAMG6- Rezeptoren C. albicans
und andere Hefen spezifisch binden, wobei die Bindung von CEACAMI1 zu den Hefen iiber die
N-terminale Doméne vermittelt wird. Es konnte keine Bindung zwischen humanem CEACAM?7,
MausCEACAM1 und RatteCEACAMI zu den Hefen nachgewiesen werden. In den
nachfolgenden Experimenten wurde die Bindung zwischen CEACAM-Rezeptoren und C.
albicans weitergehend untersucht. Es wurde, wenn nicht anders erwihnt, in allen weiteren
Versuchen der Stamm SC5314 und die Hefezellform (Abbildung 4: Ca(1)H) verwendet und

werden nachfolgend mit C. albicans bezeichnet.
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Abbildung 4: Humane rekombinante CEACAM-Rezeptoren binden unterschiedliche Candidaspezies
und Formen.

(A), (B) Fiir die Pull-Down-Assays wurde die gleiche Zahl an Hefe (H) und Keimschlauchzellen (KS) von
C. albicans SC5314 (Cal) oder C. albicans C28a (Ca2), C. glabrata 2001 Hefezellen (Kumar et al.) und S.
cerevisiae (Sc) mit 1ug des spezifischen rekombinanten CEACAM-Protein inkubiert. (A) Gebundene
CEACAM-Proteine auf der Candidaoberfliche wurden mithilfe von Western-Blot analysiert. In der ersten
Reihe befindet sich die Positivkontrolle, welche aus 5% des Inputs (50ng) der CEACAM-Proteinen besteht.
(B) Quantifizierungen von Western Blots der Pull-Down-Assays aus Grafik A unter Verwendung relativer
Signalintensitéten, die auf den Input normiert sind. Horizontale Balken= Mittelwert und vertikale Balken=
Standardabweichungen. Punkte stellen Einzelwerte von unabhidngigen Experimenten dar, Abbildung
angelehnt an (Klaile et al. 2017).

6.2 Bindung von CEACAMI1 und CEACAMG6 zu C. albicans kann abgesittigt werden

In den folgenden Experimenten wurden die Bindungseigenschaften von C. albicans zu
CEACAMI1 und CEACAMG6 nidher analysiert. Im speziellen sollte untersucht werden, ob die
Bindung abgesittigt werden kann. Um zu testen, ob bei gleichem Einsatz von C. albicans

Hefezellen (2*10° Zellen) die Bindungen mit rekombinanten Proteinen von humanen CEACAM1
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und humanen CEACAMG ab einer bestimmten Menge abgesittigt werden kdnnen, wurden weitere
Pull-Down-Assays durchgefiihrt. Es wurden aufsteigende CEACAM-Proteinmengen verwendet
(0,5ug, lug, 2ug, 4ug, 8ug). An Oberflichenstrukturen des C. albicans gebundene
Fusionsproteine wurden mit Western- Blot analysiert (Abbildung 5, Grafik unten) und die Banden
quantifiziert. Eine signifikante Zunahme der Bindungskapazitit konnte zwischen 0.5 und 2pg
nachgewiesen werden (Abbildung 5, (Klaile et al. 2017)). Eine Menge von 4 pg oder 8 pg
CEACAM-Protein wies keine Erh6hung der gebundenen Fraktion an C. albicans auf. CEACAMG6-
Fc zeigt in der Prézipitationsbande bereits bei kleineren Mengen von rekombinantem Protein eine
hohere Menge an C. albicans gebundenem CEACAMO-Fc. Die gebundene Menge von
CEACAMG6-Fc bleibt auch bei groBeren Mengen an verwendetem Rezeptor dominierend im
Vergleich zu CEACAMI-Fc (Abbildung 5). Die Bindungskapazitit und Abséttigung verhielt sich
bei beiden rekombinanten Proteinen CEACAMI-Fc und CEACAMG6-Fc nahezu identisch.
Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass die Bindung beider rekombinanter Fusionsproteine

an Oberflachenstrukturen von C. albicans absittigbar ist (Klaile et al. 2017).
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Abbildung 5: Bindung von CEACAMI1-Fc und CEACAMG6-Fc zu Oberflachenstrukturen von C.
albicans sind absittigbar.

C. albicans wurden mit der angegebenen Menge von rekombinanten CEACAMI1-(A) und CEACAMG6-
Protein(B) inkubiert. An Oberflachenstrukturen des C. albicans Pilzes gebundene CEACAMs wurden mit
Western-Blot analysiert (Grafik unten), die Banden quantifiziert und deren Menge in ng in den oberen
Graphen dargestellt. Die Statistische Analyse wurde mit einem zweiseitigen gepaarten t-Test durchgefiihrt:
horizontale Balken= Mittelwert und vertikale Balken= Standardabweichungen. Punkte stellen Einzelwerte
von unabhédngigen Experimenten dar, Abbildung aus (Klaile et al. 2017).

6.3 Die Interaktion von extrazelluliren CEACAM-Doménen mit C. albicans benotigt
intakte Zellwandproteine

Es gibt verschiedene Oberflachenstrukturen auf C. albicans die zur Bindung an CEACAM-

Rezeptoren beitragen konnen. Hierzu gehdren verschiedene Oberflichenstrukturen, wie
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Mannoseproteine, Glucane und Glykoproteine. In unseren Vorversuchen konnte demonstriert
werden, dass C. albicans verschiedene humane CEACAM-Rezeptoren bindet. In den folgenden
Experimenten sollte die Art der Bindung ndher untersucht werden. Anhand verschiedener
Vorbehandlungen der C. albicans-Hefen konnen bestimmte Oberflachenstrukturen zerstort
werden. Die dadurch verdnderten Bindungsinteraktionen zwischen C. albicans und CEACAM-
Proteinen kénnen im Anschluss mit Pu/l-Down-Assays nachgewiesen werden. 2*10% C. albicans-
Hefezellen wurden bei 65°C in einem Wasserbad fiir eine Stunde hitzeinaktiviert oder mit 7,5ug
Proteinase K bei 37°C zur Spaltung von proteindren Oberflichenstrukturen vorbehandelt. Fiir eine
Stunde bei Raumtemperatur wurde 3 mg Zymolyase eingesetzt, um Oberflichenstrukturen zu
deglycosylieren. Die Western-Blot Analyse zeigte eine Reduktion der Interaktion zwischen
immunprézipitierten CEACAMI1-Fc und CEACAMG6-Fc bei Vorbehandlung der Hefe mit Hitze
oder Proteinase K (Abbildung 6A und B, (Klaile et al. 2017)). Eine Vorbehandlung von Zymolyase
zur Deglykosylierung von C. albicans fiihrte auch zu einer Verminderung der Bindung (Abbildung
6A und B, (Klaile et al. 2017)). Zymolyase iibt eine stark lytische Wirkung auf lebende
Hefezellwandbestandteile aus. Ein essentielles Enzym fiir die lytische Aktivitdt der Zymolyase ist
die B-1,3-Glukan Laminarpentohydrolyase, die eine Hydrolyse von f-1,3-Verkniipfungen
katalysiert und eine Freisetzung von vielen Zellwandproteinen verursacht (Abbildung 7). Hierzu
gehort auch die Zerstorung von glykosylierten Oberfldchenproteinen. Fiir diesen Nachweis wurde
C. albicans unbehandelt oder mit Zymolyase inkubiert und die Zellkulturiiberstinde nach
Zentrifugation unter reduzierenden Bedingungen erhitzt und anschlieBend auf einem Mini-Protean
TGX Gel aufgetrennt. AnschlieBend wurde mit Western Blot C. albicans Anteile im
Zellkulturiiberstand nachgewiesen sowie mit einer Coomassie-Brilliant-Blue Fiarbung Proteine
und mit einer Silberfirbung Proteine, Kohlenhydraten und DNA im Zellkulturiiberstand
nachgewiesen. Abbildung 7 zeigt, dass die Behandlung von C. albicans mit Zymolyase eine

Freisetzung von Proteinen, Kohlenhydraten und DNA verursacht (Klaile et al. 2017).

Zusammenfassend zeigte die Versuchsreihe eine Verringerung der Bindung zwischen humanem
CEACAMI1 und CEACAM6 mit hitzeinaktivierten, mit Zymolyase vorbehandelten und mit

Proteinase K vorbehandelten C. albicans.
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Abbildung 6: Bindung von CEACAM1-Fc und CEACAMG6-Fc benotigt intakte Zellwand von C.
albicans

Western Blot-Analysen zeigen die Ergebnisse von Pull-Down-Assays mit CEACAMI1-Fc (A) oder
CEACAMS6-Fc¢ (B) mit verschiedenen Vorbehandlungen, wie Hitze (Ca 65°C), Proteinase K (CaProtK)
und Zymolyase (CaZym) von C. albicans. Die Menge von gebundenem CEACAMI-Fc (A) und
CEACAMG6-Fc (B) wurde quantifiziert und die betreffenden Mengen mit der Menge von unbehandelten C.
albicans (=100%) verglichen (siche obere Graphen). Die Statistische Analyse wurde jeweils mit einem
zweiseitigen gepaarten t-Test im Vergleich zu unbehandelten Zellen durchgefiihrt: horizontale Balken=
Mittelwert und vertikale Balken= Standardabweichungen. Punkte stellen Einzelwerte von unabhéngigen
Experimenten dar. Abbildung aus (Klaile et al. 2017).
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Abbildung 7: Zymolyase setzt Proteine aus der Zellwand von C. albicans frei.

C. albicans wurde unbehandelt oder mit Zymolyase inkubiert und die Zellkulturiiberstinde nach
Zentrifugation mit einem Gel aufgetrennt. (A) Western Blot mit Verwendung eines anti-Candia-albicans
Antikorper zeigen einen Nachweis von C. albicans Anteilen bei Zymolyasebehandlung. (B) Coomassie-
Brilliant-Blue Farbung zum Anfarben von Proteinen weist Proteine nach Zymolyase behandelte C. albicans
auf. (C) Silberfarbung zum Anfirben von Proteinen zeigt einen positiven Nachweis bei
Zymolyasebehandlung. Abbildung aus (Klaile et al. 2017).
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6.4 Differenzierungsstufen und stimulusabhiingiges Expressionsverhalten von CEACAMs
in C2BBel-Zellen

C2BBel-Zellen, ein Klon der Caco-2 Zelle, formen aus Enterozyten ein intestinales Epithel und
stammen aus dem Kolonbereich (kolorektales Adenokarzinom). Der Klon wurde aufgrund
morphologischer Homogenitit und ausschlieBlicher apikal lokalisierter Villi selektiert und formt
polarisierte zweidimensionale Zellrasen mit einem apikalen Biirstensaum, dhnlich dem des
humanen Kolons (Peterson und Mooseker 1992). Die Zellen wachsen zunichst als
zweidimensionaler Zellrasen und konnen sich durch verldngerte Kultivierung spontan
differenzieren (Abbildung 8). Dabei bilden die Zellen dhnliche morphologische und funktionelle
Eigenschaften zu ausgereiften Enterozyten aus (Sambuy et al. 2005). Die Ausbildung einer
Domformation ist ein Nachweis, dass die Zellen eine Konfluenz erreicht haben, denn sie bildet
sich erst einige Tage nach Konfluenz aus (Abbildung 8). Caco-2-Zellen exprimieren je nach
Differenzierung, wie ihre Klonzelle C2BBel, eine variierende Menge von CEACAMI,
CEACAMS und CEACAMG6 auf ihrer Zelloberfliche (Ou et al. 2009). Um die verschiedenen
Differenzierungsstadien zu analysieren wurden die C2BBel-Zellen auf 6 Well- Platten und auf
Transwell-Filtern kultiviert und nach 7 Tagen, 14 Tagen und 21 Tagen auf deren CEACAM-
Expression mithilfe von FACS, Western Blot und qPCR untersucht. Die Transwell-Filter werden
verwendet, um einen Zugangsweg zu den C2BBel-Zellen luminal und apikal zu ermdéglichen. Es
wurde bereits gezeigt, dass die Stimulation mit IFN-y die Expression von den CEACAM-
Rezeptoren 1, 5 und 6 auf epithelialen Zellen verstédrkt induziert, nicht jedoch die Expression von
CEACAMT (Klaile et al. 2013). IFN-y ist an Entziindungsprozessen beteiligt, hat eine antivirale
und immunstimulierende Funktion und kann im Rahmen der angeborenen Immunantwort die
Expression von CEACAM-Rezeptoren auf Darmepithelien verdndern (Schroder et al. 2004,
Fahlgren et al. 2003). Aus diesem Grund wurde in unseren Versuchen die Stimulation fiir 48
Stunden mit 100 ng/ml IFN-y auf C2BBel-Zellen als Positiv-Kontrolle untersucht, um eine
Aussage tiiber die Funktionalitit der Zellen zu machen. Auch 1 mM H>O, mit zwei
Stimulationszeitpunkten beim Zeitpunkt 0 und nach 24 Stunden dient als Positiv-Kontrolle und

kann die CEACAM?7-Expression auf Epithelien beeinflussen (Ou et al. 2009).

Bei einer Kultivierung von 7 Tagen auf den 6 Well-Platten werden die CEACAM-Rezeptoren 1,
5 und 6 exprimiert (Abbildung 9A, (Klaile et al. 2017)). Die Western Blot-Analyse zeigt, dass
CEACAMT nicht exprimiert wird und ist auch bei der Stimulation IFNy im Western Blot nicht
detektierbar. CEACAMS zeigt eine minimale Expression im Gegensatz zu CEACAMI1 und
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CEACAMG. Die Stimulation mit IFNy zeigt bei CEACAM]1, 5 und 6 eine stark erhohte Expression

im Western Blot.

Bei einer Differenzierung von 14 Tagen auf Zellkulturplatten differenzierten C2BBel-Zellen
konnen in der FACS-Analyse bei unbehandelten C2BBel-Zellen CEACAMI-Rezeptoren,
CEACAMS5-Rezeptoren und CEACAM6-Rezeptoren nachgewiesen werden, welche im Vergleich
zur Stimulation mit den Positiv-Kontrollen IFN-y und H,O, geringer exprimiert werden. Bei der
Stimulation mit IFN-y und H,O, zeigte sich bei genannten CEACAM-Rezeptoren ein erhohtes
Expressionslevel. Eine erhohte CEACAM7-Expression wurde nur nach Stimulation mit H.O;

nachgewiesen und nicht nach Stimulation mit IFN-y (Abbildung 9B, (Klaile et al. 2017)).

Nach 21 Tagen Differenzierung sind keine CEACAMS5-Rezeptoren vorhanden und CEACAMI1
und CEACAMG6-Rezeptoren zeigen eine Verminderung der Expression. Die Western Blot-
Analyse zeigt eine geringere Expression von CEACAMI1 und CEACAMS6 bei den Zellkulturen
der Transwell-Filter im Vergleich zu den 6- Well-Platten (Abbildung 9 A, (Klaile et al. 2017)).
Die differenzierten Darmepithelzellen reagierten nach Behandlung mit IFN-y mit einer erhohten
Expression von CEACAM1, CEACAMS und CEACAMG6 (Abbildung 9A und B, (Klaile et al.
2017)). Die qPCR-Analyse zeigt das Expressionsmuster von 21 Tage in Zellkulturplatten
differenzierte C2BBel-Zellen. Fiir die qPCR-Analyse wurden spezifische Primer verwendet und
RNA-Extraktion, Reverse Transkription, die Datenauswertung, wie in (Klaile et al. 2013)
beschrieben, durchgefiihrt. Als Referenzgene wurde Hypoxanthine-Phosphoribosyltransferase 1
(HPRT) und Peptidylprolyl isomerase B (PPIB) verwendet. Es wurden mit den spezifischen
Primern 4 Isoformen von CEACAMI1 (4L, 4L, 3L, 3S), CEACAMS5, CEACAMG6 und CEACAM?7
(keine Unterscheidung zwischen beiden Isoformen) detektiert und als cycle of treshold (CT) in
Abbildung 9C dargestellt. Hierbei zeigten sich bei den langen Isoformen von CEACAMI1 (4L, 3L)
die niedrigsten mRNA Expressionslevel. CEACAM6 zeigte die hochsten Expressionslevel.
Obwohl unbehandelte differenzierte C2BBel-Zellen keine CEACAM7-Rezeptoren auf ihrer
Oberflache exprimieren, konnte CEACAM7 mRNA nachgewiesen werden. Fiir alle weiteren
Experimente wurden, wenn nicht anders erwédhnt, 21 Tage lang differenzierte C2BBel- Zellen

verwendet.
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0 d Konfluenz 10 x, Skalierung 20 um 3 d Konfluenz 10 x, Skalierung 20 pm 5 d Konfluenz 10 x, Skalierung 20 ym

Abbildung 8: C2BBel-Zellen zu unterschiedlichen Differenzierungsstadien.

Dargestellt ist eine mikroskopische Aufnahme von C2BBel- Zellen bei unterschiedlichen
Konfluenzstadien von 0 Tagen, iiber 3 Tage bis zu 5 Tagen Konfluenz. Der blaue Pfeil markiert eine
Domformation, welche bei Konfluenz erreicht wird.
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Abbildung 9: Unterschiedliche CEACAM-Expression auf C2BBel-Zellen je nach Differenzierungsgrad
und Stimulus.

(A) Dargestellt sind die Western Blot Analysen von 7 oder 21 Tage auf Zellkulturplatten oder fiir 21 Tage
auf Transwell-Filtern differenzierten C2BBe-Zellen unbehandelt oder als Positiv-Kontrolle mit IFN-y. Die
Western Blot Analysen erfolgten in zwei unabhidngigen Experimenten. (B) Dargestellt sind die CEACAM-
Expressionen mithilfe von FACS-Analysen von 14 Tagen auf Zellkulturplatten differenzierten C2BBel-
Zellen. Als Positiv-Kontrolle zur Induktion der CEACAM-Expression wurden die Stimulanzien IFN-y oder
H»O; eingesetzt. Die Expression von CEACAM1, CEACAMS, CEACAMG6 und CEACAM?7 wurde in zwei
unabhéngigen reprasentativen Experimenten untersucht. (C) QPCR-Analysen von CEACAM1-Isoformen
(1-4L, 1-4S, 1-3L, 1-3S), CEACAMS, CEACAM6, CEACAM?7 (keine Unterscheidung zwischen beiden
Isoformen) als cycle of treshold (CT) von unbehandelten C2BBel-Zellen, die 21 Tagen in Zellkulturplatten
differenzierten wurden. Als Referenzgene wurde Hypoxanthine-Phosphoribosyltransferase 1 (HPRT) und
Peptidylprolyl isomerase B (PPIB) verwendet. Die Analyse erfolgte in 3 unabhéngigen Experimenten, die
als CT-Wert dargestellt werden. Abbildung aus (Klaile et al. 2017).

53



6.5 C2BBel-Darmepithelzellen exprimieren auf der Zelloberfliche verstirkt CEACAM1
und CEACAMG6 bei C. albicans Infektion

In den vorangegangenen Pull-Down Assays konnte eine Bindung von rekombinanten Proteinen
CEACAMI1, CEACAMS und CEACAMG6 zu C. albicans nachgewiesen werden. Frithere Arbeiten
unserer Gruppe haben gezeigt, dass verschiedene bakterielle Pathogene die Expression von
CEACAM-Rezeptoren auf epithelialen Zellen beeinflussen konnen (Klaile et al. 2013). Es sollte
daher vertiefend analysiert werden, ob eine Bindung von C. albicans zu intestinalen Zellen die
CEACAM-Rezeptoren in ihrer Expression beeinflusst. Hierzu wurden C2BBel-Zellen
differenziert und fiir 72 Stunden mit UV-bestrahlten C. albicans Hefen inkubiert. Die vorherige
UV-Behandlung inaktiviert die Hefezellen und dient zum Schutz der C2BBel-Zellen vor dem
Absterben, wobei alle Oberflichen- und Proteinstrukturen der Hefezellen erhalten bleiben. Die
Infektion mit UV-behandelten C. albicans auf C2BBel-Zellen verursacht eine erhohte Expression
von membrangebundenen und 16slichen CEACAMSs (Abbildung 10, (Klaile et al. 2017)). Die
Zelllysate geben Auskunft {iber die Expression von membrangebundenen CEACAMs,
Zellkulturiiberstand und Mukus iiber 16sliche oder extravesikulir vorhandenen CEACAMs. In den
Zelllysaten zeigte sich im Western Blot eine signifikante zweifache Erh6hung von CEACAM1
nach C. albicans Infektion (Abbildung 10 A, (Klaile et al. 2017)). Hingegen zeigte sich die
Expression von CEACAMS und CEACAMG6 im Zelllysat nach Inkubation mit C. albicans nicht
verdndert. Unbehandelte C2BBel-Zellen wiesen nach 72 Stunden im Zellkulturiiberstand eine
Menge von 12-51 ng/ml an 16slichem CEACAMS6 auf, wohingegen 16sliches CEACAMI1 und
CEACAMS nicht nachgewiesen werden konnte (Abbildung 10 B, (Klaile et al. 2017)). Bei
C2BBel-Zellen, welche 72 Stunden mit C. albicans inkubiert wurden, zeigte sich eine 2-3fache
erhohte Freisetzung von CEACAMS6 im Zellkulturiiberstand. Im Mukus zeigten die C2BBel-
Zellen nach 72 Stunden eine Menge von 21-121 ng/ml 18sliches CEACAM6 und wiesen kein
16sliches CEACAM 1 und CEACAMS auf (Abbildung 10 C, (Klaile et al. 2017)). Nach 72 Stunden
Inkubation mit C. albicans wurde eine verdoppelte Freisetzung von CEACAMS6 in der
Mukusfraktion detektiert (Abbildung 10 C, (Klaile et al. 2017)). Die Fragestellung, ob CEACAM®6
in diesen Fraktionen I16slichen oder extravesikuldren Ursprungs ist, konnte mit einer
Ultrazentrifugation und Western-Blot weiter untersucht werden (Abbildung 10 D). Die nach der
Ultrazentrifugation entstandenen Pellets und Uberstinde wurden mithilfe von CD 63, einem
Marker, der auf extravesikuldren Membranen vorkommt, untersucht. Dieser konnte dariiber
Auskunft geben, ob CEACAMG6 16slichen Ursprungs (Uberstand nach Zentrifugation, CD63

negativ) ist oder aus extravesikuldren Vesikeln (Pellets, CD63 positiv) stammt. Die Western Blot
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Analysen zeigten, dass CEACAMG6 im Zellkulturiiberstand und im Mukus in héheren Mengen in
l6slicher Form vorhanden ist und nur geringe Mengen von positiv gekennzeichneten EV-
gebundenen CEACAMSG in den Pellets nachweisbar sind. Des Weiteren ist in den Uberstinden
nach C. albicans-Infektion (16sliches CEACAMO6) eine Erhohung der CEACAMG6-Freisetzung
detektierbar, wohingegen keine Erhohung von CEACAMBS6 in der Pelletfraktion (extravesikuléres
CEACAMG6, CD63 positiv) vorhanden ist (Abbildung 10 D). Im Western Blot von Zelllysaten,
Mukus- und Zellkulturiiberstandfraktionen wurde CEACAM6 mit einem molekularen Gewicht
von 70- 100 kDa (Abbildung 10 A, B, C, (Klaile et al. 2017)) detektiert, was auf eine hohe
Glykosylierung hinweist.

Zusammenfassend weisen C2BBel-Zellen eine erhohte Expression von membrangebundenen
CEACAMI und eine Freisetzung von 16slichen hochglykosylierten CEACAMG6 nach Infektion
mit C. albicans auf. Exosomal exprimiertes membrangebundenes CEACAMG6 wird nicht durch C.

albicans reguliert.
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Abbildung 10: C. albicans induziert eine Sekretion von loslichem CEACAM®6 und eine
Expressionerh6hung von membrangebundenem CEACAM1 in C2BBel-Zellen

Dargestellt ist die Western Blot- Analyse und derem Quantifizierung von (A) Zelllysaten, (B)
Zellkulturiiberstand (ZKU) und (C) Mukus von 21 Tagen auf Zellkulturplatten differenzierten C2BBel -
Zellen. Diese wurden unbehandelt (Unb.) oder mit C. albicans UV-behandelt (Ca) in Duplikaten inkubiert.
A) Die linke Grafik zeigt den représentativen Western Blot von Zelllysaten zweier biologischer Duplikate
eines Versuches auf die Expression von CEACAM1 (N=5), CEACAMS (N=4) und CEACAMG6 (N=4) und
die rechte Grafik die Mittelwerte der Quantifizierung der Western Blot-Banden der unabhéngigen
Versuche. (B, C) CEACAMI1 (N=3), CEACAMS5 (N=3) und CEACAMG6 (N=4) wurden mit Western-Blot
Analysen auf ihre Expression im Zellkulturiiberstand (ZKU) und Mukus untersucht (reprisentativer
Versuch, untere Grafik). CEACAM6-Banden wurden von biologischen Duplikaten quantifiziert und der
Mittelwert von deren Konzentration analysiert und dargestellt (obere Grafik). (D) Untersuchung von ZKU
und Mukus auf die Vorkommensart von CEACAMSG 16slich (ZKU- Ub.; Mukus- Ub.) oder extravesikulir
an Membran gebunden (ZKU- P.; Mukus- P.). Hierzu wurden ZKU und Mukus bei 100.000 x g fiir 2
Stunden ultrazentrifugiert. Die dabei entstandenen Uberstinde und Pellets wurden im Western Blot auf die
Prasenz von CEACAMG6 und CD63 (EV-Marker) untersucht (Grafik unten). CEACAM6-Banden der mit
C. albicans behandelten Proben wurden quantifiziert und die durchschnittliche Erh6hung von 4 unabhéngig
voneinander durchgefiihrten Experimenten in der oberen Grafik dargestellt. Die Statistische Analyse wurde
bei (A, D) mit einem zweiseitigen gepaarten t-Test und bei (B, C) mit einem zweiseitigen ungepaarten t-
Test durchgefiihrt: horizontale Balken= Mittelwert und vertikale Balken= Standardabweichungen. Punkte
stellen Einzelwerte von unabhéngigen Versuchen dar. Abbildung aus (Klaile et al. 2017).
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6.6 Zunehmende Mengen von CEACAMG6 unterbindet die CEACAMI-Bindung zu
Epitopen der Zelloberfliche von C. albicans

CEACAMG6 (Oikawa et al. 1992) und CEACAMS (Singer et al. 2002) konnen beide an die
extrazellulire [Ig-V-like domain von CEACAMI1 binden. Unsere bisherigen Analysen
demonstrierten eine Bindung von CEACAMG6 zu Oberflachenstrukturen der C. albicans Hefe, aber
keine Bindung von CEACAMS zu C. albicans (Abbildung 4). Da in vorhergehenden
Experimenten mit C2BBel-Zellen deutlich wurde, dass 16sliches CEACAMG6 durch Behandlung
von C. albicans-UV-behandelt stark anstieg (Abbildung 10), wollten wir in den folgenden
Experimenten den Einfluss von CEACAMG6 auf das Bindungsverhalten von CEACAMI1 zu
Oberflachenstrukturen von C. albicans untersuchen. Um diese Fragestellung zu beantworten
wurden kompetitive Pull-Down-Assays durchgefiihrt. Hierzu wurden 2*10% Zellen von C. albicans
mit 1lpg CEACAMI inkubiert und entweder in Abwesenheit oder mit einer ansteigenden Menge
von CEACAMG6-Fc oder CEACAMS-Fc (Opg, 1ug, Spg, 10ug) analysiert (Abbildung 11). Bei
keiner zugegebenen Menge von rekombinanten CEACAMS-Fc zu CEACAMI-Fc, wurde im
Western-Blot ein Effekt auf die Bindung von CEACAMI1-Fc zu Oberfldchenstrukturen von C.
albicans Zellen detektiert (Abbildung 11, rechte Seite der Grafik, (Klaile et al. 2017)). Hingegen
nahm bei vermehrter Zugabe von rekombinanten CEACAMG6-Fc zu CEACAMI-Fc die
nachgewiesene Menge von CEACAMI1-Fc in der Western-Blot Analyse ab. Bei einem Verhéltnis
von 1:1 von CEACAMG6-Fc zu CEACAMI-Fc zeigte sich eine um ca. 90% reduzierte
Oberflachenbindung von CEACAMI1-Fc¢ zu Oberflachenepitopen der C. albicans Hefezellen
(Klaile et al. 2017). Hohere Mengenzugaben von CEACAMG6-Fc zu CEACAMI1-Fc verstarkten
diese Tendenz. Bei einem Verhiltnis von 1:10 von CEACAM]1-Fc zu CEACAM6-Fc konnten fast
keine CEACAMI1-Fc Rezeptoren gebunden an C. albicans mithilfe von Pull-Down-Assays
nachgewiesen werden (Abbildung 11, linke Seite der Grafik, (Klaile et al. 2017)).

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass CEACAM6 im Gegensatz zu CEACAMS die
CEACAMI1-Bindung zu Oberflichenepitopen von C. albicans schon bei geringen Mengen

reduziert.
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Abbildung 11: CEACAMG6 verhindert die Bindung von CEACAMI1 an Oberflachenepitopen von C.
albicans

Dargestellt sind Western- Blot Analysen von kompetetiven Pull-Down-Assays (obere Grafik). Hierfiir
wurde C. albicans mit 1 pg des rekombinanten CEACAMI1-Rezeptors und in Gegenwart der jeweils
angegebenen Menge (Oug, lug, Sug, 10ug) von CEACAMG6-Fc (N=5) oder CEACAMS-Fc (N=3)
inkubiert. Die CEACAMI1-Banden wurden quantifiziert und die relativen Mengen von gebundenem
CEACAMI verglichen zu CEACAMI1-Fc in Abwesenheit von CEACAM6-Fc bzw. CEACAMS-Fc
(=100%, untere Grafik). Als statistische Auswertung wurde ein zweiseitiger gepaarter t-Test verwendet.
Alle horizontalen Balken stellen den Mittelwert dar, alle vertikalen Balken die Standardabweichung. Punkte
stellen Einzelwerte von unabhingigen Experimenten dar. Abbildung aus (Klaile et al. 2017).

6.7 CEACAM-Expression hat keinen Einfluss auf die Adhision von C. albicans zu
Epithelzellen

Es ist noch nicht bekannt, ob eine vermehrte epitheliale CEACAM-Expression von CEACAMI1,
CEACAMS und CEACAMG6 die Adhésion von C. albicans beeinflussen kann. Dies ist bereits fiir
bakterielle Pathogene beschrieben (Tchoupa et al. 2014). Um zu iiberpriifen, ob die CEACAM1
und CEACAMG6-Expression auf epithelialen Geweben Auswirkungen auf die Adhédsion von C.
albicans Hefezellen zu epithelialen Monolayern hat, wurden in den folgenden Experimenten
Adhisionsassays  durchgefiihrt. Hierzu wurden HelLa- Zellen, Epithelzellen eines
Zervixkarzinoms, verwendet, da diese keine CEACAM-Expression aufweisen und ein gutes
Modellsystem darstellen, um CEACAM-Rezeptoren einzeln unter kontrollierten Bedingungen
durch Transfektion zu iiberexprimieren. Die HeLa-Zelllinie ist die erste in Kultur etablierte
menschliche Zelllinie (Gey 1952), welche eine weit verbreitete Modellzelllinie fiir das Studium
der menschlichen Zell- und Molekularbiologie ist (Landry et al. 2013). Diese wurden in
vorhergehenden Arbeitsschritten mit CEACAMI1-4L, CEACAMG6 oder dem nicht C. albicans
bindenden CEACAM1 Mutanten CEACAM1-4L-deltaN transfiziert (Abbildung 12). C. albicans

wurden mit den verschiedenen konfluent gewachsenen HeLa-Zelllinien inkubiert und
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adhidrierende C. albicans Zellen wurden ausplattiert und die KBE (=Koloniebildende Einheiten)
gezdhlt. Die Auszdhlung zeigte, dass keiner der CEACAM-Rezeptoren eine Auswirkung auf die
Adhision von C. albicans zu HeLa-Zelllinien hat (Abbildung 13, (Klaile et al. 2017)).

Weiterhin wurde getestet, ob die ansteigende Menge von l16slichem CEACAM6 im
Zellkulturiiberstand von C2BBel-Zellen nach C. albicans UV-Behandlung eine Auswirkung auf
die Adhésion von C. albicans Zellen zu epithelialen Oberflichen der C2BBel-Zelllinie hat. Hierzu
wurden C2BBel-Zellen vorsichtig gewaschen, um die Mukusschicht von dem Zellmonolayer zu
entfernen. Es wurde unkonditioniertes Medium oder Medium mit C. albicans UV-behandelten
vorbehandelten Zellen auf die Adhédsion von C. albicans untersucht. Die adhirierten C. albicans
Zellen wurden ausplattiert. Die ausgezdhlten KBE zeigten eine nahezu identische Anzahl an C.

albicans (Abbildung 13, (Klaile et al. 2017)).

Insgesamt zeigte sich bei diesen Experimenten, dass die CEACAM-Uberexpression auf Epithelien
keinen Einfluss auf die Adhédrenz von C. albicans zu den Epithelien zeigt (Klaile et al. 2017). Aus
diesem Grund soll in folgenden Kapiteln untersucht werden, ob die C. albicans-Bindung zu
CEACAMI1 auf epithelialen Zellen eine Auswirkung auf downstream/nachfolgende

Signalkaskaden hat, die das Bindungsverhalten von C. albicans zu Epithelien beeinflussen konnte.
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Abbildung 12:Expressionsnachweis von HeLa-Zellen mittels FACS-Analyse

Hela-Zellen wurden mit unterschiedlichen Vektoren transfiziert: (A) uCEACAM1-4L (CEACAM1), (B)
huCEACAMI1-4L mit fehlender N-terminal IgV-like domain (CEACAMI1dN), (C) huCEACAMS6, (D)
Leervektor. CEACAMSs wurden mithilfe von FACS-Analyse nach indirekter Immunfluoreszenzfirbung mit
folgenden Antikorpern und entsprechenden IgG Kontrollen analysert: (A) B3/17 (Anti-CEACAM1), (B)
polyklonale panCEA (Anti-CEACAM1/3/4/5/6/8), (C)1H7-4B (Anti-CEACAMS6) und (D) 6G5J (Anti-
CEACAM1/3/4/5/6/8). Abbildung aus (Klaile et al. 2017).
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Abbildung 13: CEACAM-Expression auf Epithelien hat keinen Effekt auf Adhdrenz von C. albicans
Hefezellen zu epithelialen Zellen.

(A)HeLa-Zellen wurden mit Leervektor, humanem CEACAMI-4L, humanem CEACAM6 und
deletiertem humanem CEACAMI1-4L, welcher eine fehlende N-terminal IgV-like domain aufweist,
transfiziert und mit C. albicans Hefezellen fiir 60 min inkubiert. In der Grafik werden die adhédrenten Zellen
in % des Inputs dargestellt. Das Experiment wurde in 3 unabhéngigen Durchgingen durchgefiihrt. (B)
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C. albicans wurden entweder mit Medium von unbehandelt C2BBel-Zellen (C2) oder mit Medium von
C2BBel-Zellen mit 72 Stunden vorbehandelten UV-behandelten C. albicans (C2/Ca) prainkubiert und im
Anschluss fiir 30 min mit den C2BBel-Zellen in Gegenwart von C. albicans inkubiert. In der Grafik werden
die adhérenten Zellen in % des Inputs dargestellt. Das Experiment wurde in 3 unabhingigen Durchgédngen
durchgefiihrt. Die Statistische Analyse wurde mit einem zweiseitigen gepaarten t-Test durchgefiihrt:
horizontale Balken= Mittelwert und vertikale Balken= Standardabweichungen. Punkte stellen Einzelwerte
von unabhéngigen Versuchen dar. Abbildung aus (Klaile et al. 2017).

6.8 C. albicans Stimulation von C2BBel-Zellen induziert eine voriibergehende
CEACAMI1-Tyrosinphosphorylierung

CEACAMI1 nimmt mithilfe seines C-terminalen immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif
(ITIM) bei der intrazelluliren Signaltransduktion teil und hat somit einen FEinfluss auf
zellmodulatorische Funktionen in unterschiedlichen Zelltypen, wie z.B. epithelialen Zellen (Huber
et al. 1999). Es stellt sich die Frage, ob eine Bindung von CEACAMI1 in der epithelialen C2BBel -
Zelllinie zu unterschiedlichen Formen von C. albicans eine transiente Phosphorylierung ausldst

und somit Einfluss auf die intrazelluldre Signaltransduktion nehmen kann.

In den Experimenten wurde untersucht, ob die Bindung von C. albicans zu extrazelluldren
Dominen von CEACAMI auf Enterozyten eine Phosphorylierung der intrazelluldren C-
terminalen immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif (ITIM) induzieren kann. C2BBel
Zellen exprimieren die zwei ITIM-haltigen CEACAMI-Isoformen, CEACAMI-4L und
CEACAMI1-3L (oberer Blot Abbildung 14, A und C). Die C2BBel-Zellen wurden entweder
unbehandelt oder mit lebenden C. albicans Hefezellen oder lebenden C. albicans Keimschlduchen
in unterschiedlichen Zeitlingen inkubiert und im Anschluss lysiert. Immunprézipitate von
CEACAMI1 wurden mithilfe von Western-Blot auf eine Tyrosinphosphorylierung analysiert. Es
wurde zur Verifizierung ein Re-Blot mit einem CEACAMI-kreuzreagierenden Antikorper
durchgefiihrt (unterer Blot, Abbildung 14 A und C), welcher alle CEACAMI1-Splei3formen
detektiert. Um eine Aussage liber die relative CEACAMI-Phosphorylierung treffen zu konnen,
wurde eine Quantifizierung der Bandenstirke vorgenommen, wobei zu unbehandelten Zellen

normalisiert wurde (Abbildung 14 B).,

Die Ergebnisse zeigten bei der Stimulation von C. albicans Hefezellen in beiden langen
CEACAMI-Isoformen (CEACAMI1-4L, CEACAMI-3L) eine deutliche transiente
Phosphorylierung mit einer maximalen Induktion bei 20- 30 min (ca. 170% bei 30 min), welche
bei langerer Stimulation von C. albicans Hefezellen abnahm (Abbildung 14, A und B, (Klaile et
al. 2017)). Die Ergebnisse der Stimulation der beiden CEACAMI1-Isoformen mit C. albicans

Keimschlauchen demonstrierten dhnliche Zeitwerte mit einer maximalen Induktion der transienten
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Phosphorylierung nach ca. 20 -30 min (ca. 180% bei 30 min) und einer nachfolgenden Abnahme
der Phosphorylierung (Abbildung 14, B und C, (Klaile et al. 2017)). Die Quantifizierung von
Phosphotyrosin der Western-Blot Analysen zeigte bei einer Induktionszeit von 30 min ein

Maximum bei Vorbehandlung von C. albicans in Hefezellen- und Keimschlauchzellenform.
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Abbildung 14: Stimulation von C. albicans auf C2BBel-Zellen verursacht eine transiente CEACAM1-
Tyrosinphosphorylierung.

(A, B, C) C. albicans Hefezellen (H) oder Keimschlduche (KS) wurden mit C2BBel-Zellen in der
angegebenen Zeit inkubiert, um die CEACAMI-Tyrosinphosphorylierung zu untersuchen (N=4). Sie
wurden mit Western Blot auf Phosphotyrosin (p-Tyr.) und CEACAMI1 (CC1) analysiert. (A, C) In der
oberen Grafik zeigt sich eine Phosphorylierung der beiden Isoformen mit langer cytoplasmatischer
Domine. Das obere p-Tyr Band zeigt die CEACAMI1-4L Isoform und das untere p-Tyr Band die
CEACAMI1-3L Isoform. Die untere Grafik detektiert den CEACAM1-Rezeptor. Ein Maximum der p-Tyr.-
Bande ist bei beiden Candida- Behandlungen bei 20- 30 min zu sehen. (B) Der Graph zeigt die Signale des
quantifizierten Phosphotyrosins nach C. albicans Stimulation verglichen mit den unbehandelten Zellen
(=100%). Zur statistischen Analyse wurde ein zweiseitiger ungepaarter t-Test verwendet. Die horizontale
Balken stellen den Mittelwert dar, vertikale Balken die Standardabweichung. Punkte stellen Einzelwerte
von unabhédngigen Versuche dar. Abbildung aus (Klaile et al. 2017).

6.9 Validierung von shRNA-vermittelten CEACAMI1-knock-down in C2BBel-Zellen

Im vorherigen Kapitel zeigte sich, dass die Stimulation von unterschiedlichen C. albicans Formen
einen Einfluss auf die transiente Tyrosinphosphorylierung von CEACAMI1-L (CEACAMI1-4L,
CEACAMI1-3L) hat. Um herauszufinden, welche zellmodulatorischen Auswirkungen die
intrazelluldre Aktivierung von CEACAMI1 durch C. albicans auf C2BBel-Zellen haben kann,
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wurden drei unterschiedliche shRNA-vermittelte CEACAM1-knock-down Zelllinien (SH2, SH3,
SH4) hergestellt. Die CEACAM]1-negativen Populationen wurden mithilfe von FACS sortiert.
Zusétzlich zu den drei unterschiedlichen shRNA-vermittelten CEACAM 1-knock-down Zelllinien,
wurden C2BBel Vektorkontrollen hergestellt. Die CEACAMI1-knock-down Zelllinien zeigten in
der FACS-Analyse eine vergleichbare Expression von CEACAMS und CEACAMG6 (Abbildung
15 A). Weiterhin wiesen die SH2- Zellen bei der FACS-Analyse eine geringfiigige CEACAMI -
Oberfldchenexpression auf, wohingegen SH3- und SH4-Zellen keine ermittelbare CEACAMI -
Expression auf deren Oberfliche erkennen lassen (Abbildung 15 A). Die Immunblotanalysen
zeigten auch eine minimale CEACAMI-Expression bei den SH2-Zellen, wohingegen bei den
SH3- und SH4-Zellen keine CEACAMI1-Expression detektiert werden konnte. Auch bei der
Western Blot-Analyse zeigten alle Zelllinien ein nahezu identisches Expressionslevel an

CEACAMS und CEACAMG6 (Abbildung 15 B).
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Abbildung 15: Beschreibung shRNA-vermittelter CEACAM1-knock-down in C2BBel-Zellen.

(A) Die FACS-Analyse zeigt die Oberflichenexpression der CEACAM1-, CEACAMS- und CEACAMO6-
Rezeptoren in unterschiedlichen CEACAMI-knock-down C2BBel-Zelllinien (SH2, SH3, SH4),
Wildtypzellen (WT) und Vektorkontrollzellen (Vektor). Rote Linien: CEACAM-spezifischer Antikorper;
violette Linien: IgG-Kontrollantikérper. (B) Dargestellt ist die Western-Blot Analyse der Zelllysate der
hergestellten Zelllinien auf die Oberfldchenexpression von CEACAM1, CEACAMS, CEACAM6 und
TOM-20 als Ladungskontrolle. Abbildung aus (Klaile et al. 2017).
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6.10 CEACAM1 knock-down verhindert Erhohung des transepithelialen elektrischen
Widerstands (TEER) mit C. albicans

Das intestinale Epithel formt eine feste Barriere, welche durch die parazelluldre Permeabilitét
durch Verschlusskontakte (tight junctions) reguliert wird. Sie kann von verschiedenen
Mikroorganismen, wie C. albicans durchquert werden und zu systemischen Infektionen fiihren
(Zhu und Filler 2010). Hierbei kann die Infektion mit C. albicans einen Einfluss auf die
Permeabilitdt und auf den trans-epithelialen elektrischen Widerstand (TEER) von intestinalen
Epithelzellen nehmen (Bohringer et al. 2016). Auch die CEACAMI-Expression kann eine
Verdnderung der Permeabilitdt in endothel- und epithelialen Zellen verursachen (Jin et al. 2016,
Najjar et al. 2013, Nouvion et al. 2010) und dadurch einen Einfluss auf eine Inflammation haben.
In unseren Versuchen sollte getestet werden, ob sich die Barrierefunktion der C2BBel-Zellen
durch die fehlende CEACAMI1-Expression bei den knock-down-Zellen veréndert, da eine erhdhte
Permeabilitit des Darmepithels die Entstehung von Sepsis beglinstigt. Des Weiteren sollte getestet
werden, ob das Vorhandensein von CEACAMI einen Einfluss auf die epitheliale Penetration von
C. albicans haben kann. Es wurden alle C2BBel-Zelllinien (Wildtyp, Vektorkontrolle,
CEACAMI1-knock-down: SH2, SH3, SH4) auf Transwell-Filtern kultiviert und auf deren
Permeabilitdt mit Fluorescein-isothiocyanat (FITC)-Dextran oder auf den TEER getestet.

FITC-Dextran wurde der apikalen Zellseite hinzugefiigt und nach 24 Stunden wurde die
Konzentration von FITC-Dextran mithilfe eines Fluoreszenzlesers bei 520nm von der basalen
Zellseite bestimmt. Die Analyse der parazelluldren Translokation von FITC-Dextran zeigte bei
allen CEACAM 1-knock-down-, Wildtyp- und Vektorkontroll-Zelllinien keinen Unterschied nach
einer Inkubation von 24 Stunden und somit eine unverinderte Zellpermeabilitdt (Abbildung 16,
(Klaile et al. 2017)). Die Expression von CEACAMI hat also keinen direkten Einfluss auf die
Permeabilitdt von C2BBel-Zellverbdnden.
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Abbildung 16: FITC-Dextran zeigt eine unveranderte Permeabilitat beit CEACAM1-knock-down-Zellen

Dargestellt sind basale Konzentration von FITC-Dextran von C2BBel-Zelllinien (Wildtyp=WT,
Vektorkontrolle=Vector, CEACAM1-knock-down=SH2, SH3, SH4), welche auf Transwell-Filtern
kultiviert wurden. Im Graph wurde ein représentatives Ergebnis aus drei Experimenten dargestellt. Punkte
stellen Einzelwerte von unabhéngigen Experimenten dar. Abbildung aus (Klaile et al. 2017).

Eine weitere Untersuchungsmethode zur Permeabilitit erfolgte durch die Messung des trans-
epithelialen elektrischen Widerstands (TEER) bei allen Zelllinien. Alle fiinf getesteten Zelllinien
zeigten abhingig von den Differenzierungsstadien einen Unterschied des TEER, welcher aber
unabhingig von CEACAM1 war. Die Ergebnisse der TEER-Messung ergaben 280-500 Ohms/cm?
bei 7 Tagen konfluenten Zellen, 350-700 Ohms/cm? bei 14 Tagen konfluenten Zellen und 850-
1300 Ohms/cm? bei 21 Tagen konfluenten Zellen (Klaile et al. 2017). Mit zunehmender

Differenzierung wurde also eine Verringerung der Permeabilitit festgestellt.

Um die Auswirkung von CEACAMI auf die epitheliale Barrierefunktion bei epithelialer
Penetration von C. albicans zu testen, wurden Wildtyp-, Vektor- und SH3-CEACAM1-knock-
down-Zellen mit einer MOI von 100 mit lebenden C. albicans infiziert. Es zeigte sich bei allen
drei getesteten Zelllinien eine CEACAMI1-unabingige Abnahme des TEER nach 6 Stunden
infolge einer zunehmenden Zerstdrung der epithelialen Barriere der C2BBel-Zellen (Abbildung

17, (Klaile et al. 2017)).
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Abbildung 17: lebende C. albicans induziert eine Reduktion des transepithelialen elektrischen
Widerstands

Die Grafik zeigt die TEER-Messung (transepithelial electrical resistance) liber einen Zeitverlauf von 16
Stunden von drei unterschiedlichen C2BBel-Zelllinien (Wildtyp=wt, Vektorkontrolle=Vector,
CEACAMI-knock-down=SH3), welche fiir 21 Tage auf Transwell-Filtern differenziert wurden und mit
einer MOI von 100 mit lebenden C. albicans infiziert wurden. Der relative TEER wird als % der TEER-
Messung zum Zeitpunkt 0 angegeben. Der Graph stellt den Mittelwert der Messungen von zwei Wells
(Duplikat) dar und stellt ein reprisentatives Ergebnis aus zwei Versuchen dar. Abbildung aus (Klaile et al.
2017).

Weitergehend wurde untersucht, ob eine Bindung von UV-behandelten C. albicans an C2BBel-
Zellen eine Auswirkung auf die Permeabilitit haben kann. Hierzu wurden die Zelllinien in Bezug
auf eine Anderung des TEER nach verschiedenen Inkubationszeiten mit UV-behandelten C.
albicans im Vergleich zu unbehandelten Zellen getestet. Die Infektion von C. albicans UV-
behandelt ergab bei den Wildtyp-Zellen und bei den Vektorkontroll-Zellen eine signifikante
Erhohung des TEER, wohingegen die CEACAM1-knock-down-Zelllinien (SH2, SH3, SH4) nach
einer Stimulation mit C. albicans UV-behandelt keine signifikante Erhohung des TEER zeigten
(Abbildung 18, (Klaile et al. 2017)). Somit kann das Vorhandensein von CEACAMI1 auf C2BBel -
Zellen die Permeabilitit nach einer Interaktion mit inaktivierten C. albicans, durch die keine aktive

Penetration des Monolayers mehr stattfinden kann, erniedrigen und modulieren.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass ohne Infektion mit C. albicans die Permeabilitét
von C2BBel-Zellen unabhédngig von CEACAM1 moduliert wird und die CEACAM1-Expression
keinen Einfluss auf die epitheliale Penetration und den Abbau der Barriere durch lebende C.
albicans hat. Allerdings kann auf C2BBel-Zellen exprimiertes CEACAMI1 die Permeabilitét
durch Bindung von inaktivierten C. albicans an C2BBel-Zellen modulieren und zu einer

Permeabilitdtserniedrigung fiihren.
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Abbildung 18: CEACAMI reguliert Verdnderungen des transepithelialen Widerstands bei C. albicans
Infektion von C2BBel-Zellen

(A) Es wurden Wildtypzellen (wt) und (B) alle CEACAMI1- knock-down Zelllinien (SH2, SH3, SH4) fiir
21 Tage in Transwell-Filtern kultiviert und unbehandelt (untr.) oder mit C. albicans UV-behandelt (CaUV)
stimuliert. Es wurde iiber einen Zeitverlauf von 14 Stunden der TEER-Wert bestimmt und der relative
TEER- Wert in % des TEER-Wertes zum Zeitpunkt 0 des jeweiligen Wells angegeben. Der Graph stellt
den Wert der Messungen von zwei Wells (Duplikat) dar und stellt ein reprisentatives Ergebnis aus drei
Wiederholungen dar. Abbildung aus (Klaile et al. 2017).

6.11 CEACAMLI ist obligat fiir die C. albicans-induzierte IL8-Freisetzung

CEACAMI1-Rezeptoren konnen C. albicans binden und die Bindung kann eine transiente
Phosphorylierung des Rezeptors am C-terminalen ITIM bewirken. Um die epitheliale
Immunantwort der Intestinalzellen gegen C. albicans- Infektionen ndher zu untersuchen, wurde
nachfolgend die IL-8 Sekretion und Konzentration unter verschiedenen Bedingungen analysiert.
IL-8 ist ein Entziindungsmediator, welcher bei der chemotaktischen Rekrutierung von Leukozyten
involviert ist und beispielsweise von Endothel- und Epithelzellen freigesetzt wird (Orozco et al.
2000, Eckmann et al. 1993). Die Bindung von CEACAMI1 zu H. pylori verursacht beispielsweise
die Freisetzung vom pro-inflammatorischen Mediator IL-8 (Javaheri et al. 2016a). Um der Frage
auf den Grund zu gehen, ob CEACAMI-Expression und deren C. albicans Erkennung und
Bindung eine Auswirkung auf die epitheliale Immunantwort haben kann, wurde die IL-8
Konzentration nach C. albicans UV-behandelt bei verschiedenen C2BBel-Zelllinien getestet. Die
C2BBel-Zellinien, welche in Zellkulturplatten kultiviert wurden, zeigten nach Behandlung mit
UV-behandelten C. albicans Hefezellen bei den Zelllinien vom Wildtyp und bei der
Vektorkontrolle eine erhohte IL-8 Sekretion in den Zellkulturiiberstanden (Abbildung 19, (Klaile
et al. 2017)). Dahingegen wiesen die CEACAM1-knock-down Zellen SH2, SH3 und SH4 nach
Inkubation mit UV-behandelten C. albicans Hefezellen keine IL-8 Sekretion auf. Auch die

unbehandelten Zellen aller C2BBel-Zellinien zeigten keine Erhéhung der IL-8 Produktion
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(Abbildung 19 A, (Klaile et al. 2017)). Die Féhigkeit der IL-8-Sekretion der CEACAM1-knock-
down Zelllinien, wurde iiber einen Stimulationstest mit einem Zytokinmix (25ng/ml IL-18, 50
ng/ml TNF-a, 50 ng/ml IFN-y) mit allen C2BBel-Zelllinien durchgefiihrt. Der Test zeigte bei
allen C2BBel-Zellinien (Wildtyp, Vektorkontrolle, CEACAMI1-knockdown SH2, SH3 und SH4)
eine anndhernd gleiche Menge an freigesetztem IL-8 nach der pro-inflammatorischen

Zytokinbehandlung (Abbildung 19 C, (Klaile et al. 2017)).

Auf Transwell-Filtern kultivierte C2BBel-Zellen zeigen nach der Differenzierung eine
verminderte CEACAM 1-Expression (Abbildung 9). Die verminderte CEACAM 1-Expression der
starker differenzierten C2BBel-Zellen auf Transwell-Filtern wurde ebenso in Bezug auf die IL-8
Sekretion untersucht. Die Ergebnisse offenbaren eine IL-8 Sekretion bei C2BBel Wildtyp- und
Vektorkontrollzellen nach Inkubation mit UV-behandelten C. albicans Hefezellen. Auch die auf
den Transwell-Filtern differenzierten CEACAM 1-knock-down Zellen SH2, SH3 und SH4 zeigten
nach der C. albicans Behandlung keine IL-8 Sekretion. Vergleicht man die Konzentrationsmengen
des sekretierten IL-8 von C2BBel-Wildtyp- und Vektorkontrollzellen, welche in Zellkulturplatten
(136-247 pg/ml) kultiviert wurden mit den Zellen, welche in Transwell-Filtern (12-15 pg/ml)
kultiviert wurden, féllt ein groBer Konzentrationsunterschied auf, der mit der verringerten
CEACAMI1-Expression der Filter-differenzierten C2BBel-Zellen tibereinstimmt (Klaile et al.
2017).

Die Versuchsergebnisse zeigen, dass eine Interaktion von CEACAMI mit C. albicans Hefezellen
eine pro-inflammatorische Reaktion in Form einer Sekretion von IL-8 in C2BBel-Zellen

verursacht und CEACAMI fiir diese Reaktion obligat ist (Klaile et al. 2017).
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Abbildung 19: CEACAMI1 wird fiir die pro-inflammatorische IL-8 Freisetzung in C2BBe1-Zellen nach
Stimulation mit C. albicans benotigt.

Die Grafiken stellen die Analyse der IL-8 Konzentration mit ELISA bei auf (A) Zellkulturplatten oder auf
(B) Transwell-Filtern kultivierten C2BBel-Zelllinien nach Stimulation mit C. albicans dar. Es wurden
C2BBel Wildtypzellen (WT), Vektorkontrollzellen (Vector), sSiRNA CEACAMI1 knock-down Zelllinien
(SH2, SH3, SH4) kultiviert und entweder unbehandelt (unb.) oder mit UV-behandelten C. albicans
Hefezellen (A, Ca; N=4;) in Zellkulturplatte oder apikal im Transwell-Filter (B, Ca; N=3) inkubiert. Nach
72 Stunden wurden die IL-8 Konzentration via ELISA aus Uberstinden von Zellkulturplatten (A) oder aus
Medium der unteren Kammer von Transwell-Filtern (B) ermittelt. Zur statistischen Analyse wurde ein
zweiseitiger ungepaarter t-Test verwendet. Die horizontale Balken stellen den Mittelwert dar, vertikale
Balken die Standardabweichung. Punkte stellen Einzelwerte von unabhdngigen Versuchen dar. (C) Die
Grafik stellt die Analyse der IL-8 Konzentration tiber ELISA bei auf Zellkulturplatten kultivierten C2BBel -
Zelllinien nach Stimulation mit Zytokinen dar. Die Zellen wurden entweder unbehandelt (unb.) oder mit
Zytokinmix (cyto) inkubiert. Alle Uberstéinde der Zelllinien wurden nach 48 Stunden geerntet und auf ihre
IL-8 Konzentration mithilfe von ELISA analysiert. Die mittlere Konzentration eines repridsentativen
Experiments (Triplikat) von zwei Durchfiihrungen ist dargestellt. Abbildung aus (Klaile et al. 2017).

6.12 C. albicans induzierte IL-8 Sekretion benotigt eine Bindung zu C2BBel-Zellen
Im folgenden Experiment sollte die pro-inflammatorische Antwort von C2BBel-Zellen, vermittelt
iiber die Freisetzung von IL-8 auf Einflussfaktoren untersucht werden. Hierzu ergab sich die Frage,

ob die Immunantwort iiber ausgeschiittete 16sliche Substanzen der C2BBel-Zellen durch Infektion
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mit C. albicans oder von der C. albicans-Interaktion mit der epithelialen Membran ausgelost wird.
Dazu wurde die 1L-8 Sekretion von C2BBel-Zellen mit verschiedenen C. albicans Formen und

mit verschiedenen Vorbehandlungen untersucht.

Um herauszufinden, ob die Immunreaktion durch ausgeschiittete 16sliche Substanzen von
C2BBel-Zellen durch C. albicans Infektion ausgelost wird, wurden C2BBel-Zellen unbehandelt,
mit UV-behandelten C. albicans Hefezellen, mit konditioniertem Medium (DMEM/20% FBS),
welches von mit UV-inaktivierten C. albicans Hefezellen infizierten C2BBel-Zellen stammt und
mit besagtem konditioniertem Medium zusammen mit UV-behandelten C. albicans Hefezellen fiir
96 Stunden inkubiert. Die abgenommenen Uberstinde wurden auf IL-8 getestet. Hierbei ergab
sich keine Erh6hung der IL-8-Freisetzung bei Inkubation mit C2BBel-Candida konditioniertem
Medium allein (Abbildung 20 A, (Klaile et al. 2017)). Es zeigte sich eine erhohte Freisetzung von
IL-8 bei Inkubation mit UV-behandelten C. albicans Hefezellen von ca. 280 pg/ml (Klaile et al.
2017). Im Gegensatz dazu wurde eine ca. 30 % geringere IL-8- Konzentration bei Zusatz von
konditioniertem Medium, welches von C2BBel-Zellen mit UV-behandelten C. albicans Zellen
stammt, zu C2BBel-Zelle mit Infektion von UV-behandelten C. albicans analysiert (Abbildung
20 A, (Klaile et al. 2017)).

In unseren Versuchen wurde herausgefunden, dass 16sliches CEACAMG6 im Zellkulturiiberstand
von C2BBel-Epithelzellen nach einer Stimulation mit C. albicans, welches UV-behandelt wurde,
ansteigt (Abbildung 10). Des Weiteren unterbindet die CEACAMG6 Interaktion mit
Oberflachenstrukturen von C. albicans die CEACAMI1-Bindung mit C. albicans im Gegensatz zu
CEACAMBS (Abbildung 11). Der CEACAMI1-Rezeptor verursacht nach Stimulation von C.
albicans eine IL-8 Freisetzung (Abbildung 19). Es sollte daher getestet werden, welche
Auswirkung 16sliches CEACAMG6 in C2BBel-Zellen nach C. albicans Behandlung auf die IL-8

Freisetzung hat.

Die Ergebnisse der Versuche ergaben eine IL-8 Freisetzung von ca. 110 pg/ml bei C2BBel-Zellen,
welche mit UV-behandelten C. albicans fiir 52 Stunden inkubiert wurden (Klaile et al. 2017). Es
konnte eine Reduktion der IL-8 Freisetzung um ca. 36% aus C2BBel-Zellen detektiert werden,
wenn diese in Gegenwart von 16slichen rekombinanten CEACAMG6-Fc mit UV-behandelten C.
albicans fiir 52 Stunden stimuliert wurden (Abbildung 20 B, (Klaile et al. 2017)). Zur Kontrolle
wurden C2BBel-Zellen auch in Gegenwart von rekombinanten CEACAMS&-Fc Rezeptoren unter

Stimulation von UV-behandelten C. albicans Hefezellen untersucht. Die Gegenwart von
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rekombinanten CEACAMS-Fc zeigte keinen Effekt auf die IL8- Freisetzung in C2BBel-Zellen
(Abbildung 20 B, (Klaile et al. 2017)).

Vergleicht man die unterschiedlichen Inkubationsdauern von UV-behandelten C. albicans
Hefezellen auf C2BBel-Zellen, zeigt sich eine Dynamik in der Zunahme der IL8-Ausschiittung
von Enterozyten. Bei 52 Stunden Inkubation zeigt sich ein Wert von ca. 110 pg/ml £ 15 pg/ml, bei
72 Stunden 191,5 pg/ml + 55,5 pg/ml und bei 96 Stunden ein Wert von 270 pg/ml + 60 pg/ml
(jeweils "WT Ca" bzw. "Ca", Abbildung 19 A, Abbildung 20 A und B, (Klaile et al. 2017)).
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Abbildung 20: C. albicans induzierte IL-8 Sekretion bendtigt eine Bindung zu C2BBel-Zellen

(A) C2BBel-Zellen wurden entweder unbehandelt (unb.; N=8), mit UV-behandelten C. albicans
Hefezellen (Ca; N=8), mit konditionierten Medium von C2BBel-Zellen infiziert mit lebenden C. albicans
Hefezellen (Ca-kond; N=4) oder mit konditioniertem Medium und UV-behandelten C. albicans Hefezellen
inkubiert (Ca+C2/Ca-kond.; N=7). Uberstinde wurden nach 96 Stunden auf ihre IL-8 Konzentration
mithilfe eines ELISA getestet. (B) C2BBel-Zellen wurden entweder unbehandelt (unb.), mit UV-
behandelten C. albicans Hefezellen (Ca) oder mit UV-behandelten C. albicans Hefezellen in Gegenwart
von 30pg/ml rekombinanten CEACAMG6-Fc (Ca+CC6) oder CEACAMS-Fc (Ca+CCS8) behandelt. Alle
Uberstinde wurden nach 52 Stunden eingesammelt und mithilfe von ELISA die jeweilige IL-8
Konzentration bestimmt. Hierzu wurde als statistische Auswertung ein zweiseitiger ungepaarter t-Test
verwendet. Alle horizontalen Balken stellen den Mittelwert dar + Standardabweichung als vertikale Balken
dargestellt. Punkte stellen Einzelwerte von unabhéngigen Versuchen dar. Abbildung aus (Klaile et al.
2017).
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7 Diskussion

Teile dieser Diskussionspunkte wurden bereits in (Klaile et al. 2017) publiziert.

7.1  Humane-CEACAM-Rezeptoren binden C. albicans und andere Hefen

In den Versuchen wurde zum ersten Mal gezeigt, dass die Pilzerreger C. albicans und C. glabrata
an humanes CEACAMI1, CEACAM3, CEACAMS und CEACAMS6 spezifisch binden kénnen
(Klaile et al. 2017). Ahnlich wie bei vielen bakteriellen Erregern war die Bindung auf Mitglieder
der humanen CEACAM-Familie beschrinkt (Zebhauser et al. 2005), denn in keiner der
Bindungsanalysen wurde eine Bindung zwischen CEACAMI1 von Ratten oder Méiusen
nachgewiesen. Des Weiteren konnten wir fiir humanes CEACAMI1 zeigen, dass die Bindung
hauptséchlich durch die N-terminal IgV-like domain vermittelt wird (Klaile et al. 2017). Auch fiir
bakterielle Erreger wurde gezeigt, dass die Bindung der Pathogene tiber die N-terminal IgV-like
domain vermittelt wird (Kelleher et al. 2019, Sadarangani et al. 2011, Klaile et al. 2009). Unsere
Ergebnisse zeigen, dass CEACAMI, 3, 5 und 6 C. albicans in Hefe und Keimschlauchform
binden, was vermuten lésst, dass die Bindungsinteraktion von einer Oberflichenstruktur ausgeht,

welche bei beiden Erscheinungsformen vorhanden ist.

In unserer Versuchsreihe konnte auch eine Bindung von CEACAMI, 3, 5 und 6 zu Saccharomyces
cerevisiae nachgewiesen werden. Es ist bekannt, dass S. cerevisiae die durch A/EC-Bakterien
(adherent-invasive Escherichia coli) induzierte Colitis in CEACAMG6-iliberexprimierenden
Maiusen reduzieren (Sivignon et al. 2015). Dies ldsst vermuten, dass S. cerevisiae in diesem Fall
mit A/EC um die Bindungsstelle zu CEACAMG6 kompetitiv konkurriert. Es ist daher nicht
auszuschlielen, dass eine Interaktion von S. cerevisiae und C. albicans zur Homdoostase innerhalb
des Darms beitragen kann. Um hieriliber eine Aussage zu erhalten, bendtigt es weitere Versuche

mit Saccharomyces cerevisiae und C. albicans.

72 C. albicans bindet CEACAM1 und CEACAMG6 iiber spezifische
Oberflichenstrukturen und ist abséattigbar

Bisher veroffentlichten Ergebnissen zeigen, dass die Interaktionen von CEACAMs mit
Pathogenen iiber bakterielle oder virale Oberflichenproteine vermittelt werden (Kim et al. 2019,
Sadarangani et al. 2011). Die bisher beschriebene Erkennung von C. albicans durch das
angeborene Immunsystem hingt von mehreren pathogenassoziierter Molekularmustern (PAMPs)

in der Zellwand von C. albicans ab (Netea et al. 2015, Netea et al. 2008). Die Bindung von C.
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albicans zu epithelialen Zellen wird {iber eine Interaktion von fungalen Zellwandbestandteilen
oder Oberflachenproteinen mit Rezeptoren des Wirts vermittelt (Naglik et al. 2017). Experimentell
induzierte Verdnderungen der Oberflichenstrukturen von C. albicans hatten eine Reduktion der
gebundenen CEACAMs zu folge. Aus diesem Grund ist davon auszugehen, dass CEACAMs fiir
eine Bindungsinteraktion mit C. albicans eine intakte Zellwand mit nicht-denaturierten
Zellwandbestandteilen benétigen. Eine Vorbehandlung von C. albicans mit Zymolyase, um
Glykane auf deren Rolle in der Bindungsinteraktion zwischen C. albicans und CEACAMs zu
untersuchen, ldsst keine eindeutige Aussage zu. Dies ist darin zu begriinden, dass Zymolyase ein
Enzym ist, welches zum Aufschluss von Hefezellwédnden fiihrt und neben Zuckerstrukturen auch
daran verankerte Proteine aus den Zellwénden freisetzt. In den Ergebnissen der aufgefiihrten Blots
(Western-Blot, Coomassie-Brilliant-Blue, Silberfarbung) zeigt sich ein Nachweis von Proteinen.
Aus diesem Grund kann hier keine klare Aussage dariiber gegeben werden, ob die
Bindungsreduktion von mit Zymolyase vorbehandelter C. albicans zu CEACAMI-Fc¢ und
CEACAMG6-Fc direkt von glykosylierten Strukturen abhéngig ist oder ob Protein-Protein-
Interaktionen mit freigesetzten Glykoproteinen eine Rolle spielen. Es lédsst sich insgesamt
vermuten, dass die Interaktion durch eine proteinartige Komponente von C. albicans vermittelt
wird, da Hitze-Inaktivierung, Proteinase-K-Behandlung und Zymolyase-Behandlung von C.
albicans die Bindung zu CEACAMI1 und CEACAMS6 vermindert und alle Vorbehandlungen
proteindre Oberfldchenstrukturen denaturieren, zerstdren oder entfernen (Klaile et al. 2017). Um
die bindenden Strukturen auf der Oberfliche von C. albicans zu CEACAM-Rezeptoren
identifizieren zu konnen, bedarf es weiterer Versuche. In unseren Versuchen verhielt sich die
Bindungstendenz und Absittigung bei beiden rekombinanten Proteinen CEACAMI-Fc und
CEACAMG6-Fc zu C. albicans nahezu identisch (Klaile et al. 2017). Diese Beobachtung lésst
vermuten, dass die maximale Bindungskapazitit fiir die Proteine CEACAM1 und CEACAMS6 von
der Dichte der bindenden Oberflichenstrukturen der Wirtszelle C. albicans bestimmt wird und
somit die Anzahl der exprimierten CEACAMs auf Darmepithelien oder in ldslicher Form eine

Rolle auf die Wirts-Pathogen Interaktion haben kann.

7.3  C. albicans kann die Expression von CEACAM1 und CEACAMS6 in Darmepithelien
modulieren

Die unterschiedliche Expression der verschiedenen Mustererkennungsrezeptoren (PRRs) ist ein
wichtiger Mechanismus fiir die zelltypspezifische Reaktion auf C. albicans. Die Reaktion auf

einen spezifischen Erreger ist von den beteiligten PRRs und deren Zusammenspiel abhingig

73



(Netea et al. 2015, Netea et al. 2008). Es konnte mithilfe von Western-Blot, FACS-Analysen und
qPCR gezeigt werden, dass C2BBel-Zellen je nach Differenzierungsstadium, wie ihre
Mutterklonzelle Caco-2, eine variierende Menge von CEACAM1, CEACAMS, CEACAM6 und
CEACAMT auf ihrer Zelloberflache exprimieren (Abbildung 9 und (Ou et al. 2009). Diese wurden
als Immunrezeptoren in dieser Arbeit untersucht. IFN-y hat eine antivirale und
immunstimulierende Funktion (Schroder et al. 2004) und kann im Rahmen der angeborenen
Immunantwort bei einer Blutstrominfektion, wie einer Candiddmie, ausgeschiittet werden
(Gozalbo et al. 2014). Hierbei erhoht das Zytokin die Expression CEACAMI1-L, CEACAMS und
CEACAMG6 auf Darmepithelien (Fahlgren et al. 2003). C2BBel-Zellen zeigen in unseren
Versuchen auch die Fahigkeit auf IFN-y mit einer erhdhten Expression von CEACAMI, 5 und 6
zu reagieren (Klaile et al. 2017), sodass davon auszugehen ist, dass sie zu einer Immunantwort
fahig sind. Weiterhin wire es von Interesse, ob eine IL-8 Sekretion aus Darmepithelzellen, welche
bei unseren Versuchen nach Behandlung mit C. albicans ausgeschiittet wurde, auch die
CEACAM-Expression und weitere Zytokine beeinflussen kann, denn viele pro-inflammatorische
Zytokine konnen zu einer CEACAM-Expressionserh6hung fithren (Sadarangani et al. 2011,
Fahlgren et al. 2003). In Lungenepithelzelllinien zeigt sich bei Stimulation von IFN-y, LPS
(Lipopolysacchariden) und Bakterien keine Expressionserhohung von CEACAM6 (Klaile et al.
2013). Dies konnte ein Hinweis sein, dass Epithelien unterschiedlich auf Pathogene und
Entziindungsmediatoren reagieren und das Zusammenspiel der CEACAMSs somit beeinflussen und
helfen konnen das Pathogen gezielt zu bekdmpfen. In Darmepithelien werden im Rahmen von
Barrierestorungen, wie sie bei chronisch entziindlicher Darmerkrankung vorkommen,
membrangebundene CEACAMG6-Rezeptoren erhoht exprimiert, was in diesem Fall zum
Eindringen von Pathogenen fiihren (Kelleher et al. 2019, Barnich et al. 2007) und somit eine
Immunevasionsstrategie des Pathogens sein kann. H2O» gehort zu den reaktiven Sauerstoffspezies
(ROS) und kann im Rahmen von Sepsis oxidativen Stress mit zytotoxischer Wirkung verursachen
(Cepinskas und Wilson 2008). Bei Sepsis-Patienten/-innen konnte gezeigt werden, dass oxidativer
Stress durch eine IL-6 Suppression zu einer erhdhten Anfélligkeit von Pilzinfektionen fiihrt
(Hoetzenecker et al. 2011). In der Analyse von C2BBe-Zellen liegt nach Behandlung von H>O>
eine Expressionserh6hung aller CEACAM-Rezeptoren inklusive CEACAM?7 vor. Dies konnte
einer Situation entsprechen, welche bei Sepsis durch erhohten oxidativen Stress auf

Darmepithelien vorliegt, was wiederrum zu einer erhohten Anfélligkeit von Pilzen fithren konnte.
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In Lungenepithelzellen wird CEACAMI1, nicht aber CEACAMS6, nach Infektion mit Moraxella
catarrhalis erhoht exprimiert (Klaile et al. 2013). Die Ergebnisse der Versuche auf Darmepithelien
zeigen eine erhohte Expression von membrangebundenen CEACAMI1 und 16slichen CEACAMG6
nach Infektion mit C. albicans (Klaile et al. 2017). Das Molekulargewicht von 70-100 kDa von
CEACAMG6 bei Western Blot-Analysen in Zelllysaten, Mukus- und Zellkulturiiberstandfraktion
zeigt, dass es sich bei der erhohten Freisetzung nach Infektion mit C. albicans, um eine 16sliche
hochglykosylierte Form von CEACAMG6 handeln muss und keine extravesikulir GPI-
membrangebundene Form (Thompson et al. 1991). Die inhomogene sehr starke Glykosylierung
bewirkte die Verteilung in der Western-Blot-Analyse tiber mehrere kDA. Es zeigte sich, dass auch
exosomal membrangebundenes CEACAMG6 vorhanden ist, welches jedoch nicht durch C. albicans
reguliert wird. Die Sekretion von 16slichem hochglykosyliertem CEACAMS6 in C2BBel-Zellen
wird vermutlich durch C. albicans induziert. Zusammenfassend kommt CEACAMG6 bei
mukosalen Epithelzellen in unterschiedlichen Formen vor (Muturi et al. 2013, Baranov et al.
1994). Hierzu gehort die membranverankerte GPI-Form, welche in extrazelluldren Vesikeln oder
in epithelialen Zellen exprimiert werden kann und die 16sliche Form, die bei uns im Mukus und
Darmlumen (Zellkulturiiberstand) detektierbar war. Bei Infektion mit dem Pathogen C. albicans,
konnte eine erhohte Expression von 16slichem CEACAMS6 in Mukus und Darmlumen analysiert
werden (Klaile et al. 2017). Dies spricht fiir die Hypothese von Baranov (Baranov et al. 1994),
dass Kolon-Epithelzellen CEACAMs als Teil der unspezifischen Abwehr gegen Mikroorganismen
in Form von Vesikeln freisetzen. Diese unspezifische Abwehr in Form einer Ausschiittung von
l6slichem CEACAMBG, ist auch bei chronisch entziindlicher Darmerkrankung nach Substitution
von enteraler Erndhrung oder S. cerevisiae beschrieben (Sivignon et al. 2015, Keenan et al. 2014).
Alle Formen von CEACAMS6 konnen unterschiedliche Funktionen regulieren, da CEACAM®6
heterophile Interaktionen mit Integrinrezeptoren (Johnson und Mahadevan 2015), mit CEACAMI,
CEACAMS, CEACAM6 und CEACAMS (Beauchemin und Arabzadeh 2013) sowie mit

unterschiedlichen Pathogenen (Tchoupa et al. 2014) eingehen kann.

Helicobacter pylori, welcher mit Ulzera und Krebs des Magens in Zusammenhang steht, bindet
CEACAMI iiber die N-Domine, was zu einer pro-inflammatorische IL-8-Ausschiittung fiihrt und
die Translokation des Virulenzfaktors CagA in die Wirtszellen ermdglicht (Javaheri et al. 2016b).
C. albicans induziert auch eine erhohte Expression von membrangebundenem CEACAMI in

C2BBel-Zellen (Klaile et al. 2017). In Abschnitt 7.5 wird ausfiihrlich diskutiert, dass die
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Interaktion von C. albicans mit CEACAMI nicht in die Translokation des Pathogens in die

Wirtszelle involviert ist.

Das Weiteren ist nicht auszuschlieen, dass die Expressionserh6hung von CEACAM-Rezeptoren
nach C. albicans Infektion durch das ausgeschiittete Zytokin IL-8 hervorgerufen wird, wie es in
Lungenepithelzellen gezeigt wurde. Hier fiihrt IL-8 zu einer CEACAMG6-Expressionserhohung
(Han et al. 2016). Es wird allerdings nicht zwischen den Formen von CEACAMG6 differenziert und
die CEACAMG6-Expressionserhohung fiihrt auf den Lungenepithelzellen zu einer erhohten
Adhésion von E. coli (Han et al. 2016), wie auch bei Darmepithelien von Crohn-Patienten/-innen
(Barnich et al. 2007), weswegen es sich hierbei vermutlich um eine membranverankerte Form des
Rezeptors handelt. Es wire daher von Interesse, in weiteren in-vitro Analysen den Einfluss von
IL-8 auf die CEACAMO6-Expression zu untersuchen, da eine CEACAMI-vermittelte 1L-8
Ausschiittung zu einer verstirkten CEACAM6-Expression fithren konnte. Schlussfolgernd kann
weiterhin vermutet werden, dass l6sliches CEACAMG6 einen protektiven Einfluss auf die
Homoostase im Darm haben kann (Keenan et al. 2014) und die Pathogene vor der Bindung zu
membrangebunden Rezeptoren, welche das Eindringen in die Enterozyten wahrscheinlicher
machen, schiitzt und sie liber die Fikalien ausscheidet (Matsuoka et al. 1990). In zukiinftigen
Analysen konnte bet CEACAM 1 -knock-down C2BBel-Zellen, die kein IL-8 ausschiitten, getestet
werden, ob eine Infektion mit C. albicans die Expression von 16slichem CEACAMG6 erhdht.
AuBerdem sollte getestet werden, ob IL-8 die CEACAMG6-Expression auf C2BBel-Zellen erhdht,
da nicht auszuschlieen ist, dass sowohl die C. albicans Infektion als auch die IL-8 Ausschiittung

sich gegenseitig verstarken.

7.4 CEACAMBG6 beeinflusst CEACAM1

CEACAMS kann wie CEACAM6 an CEACAMI binden (Singer et al. 2014), ist aber im
Gegensatz zu CEACAMS6 nicht fahig mit C. albicans zu interagieren. CEACAMS6 zeigte in den
Ergebnissen, dass es die CEACAM1-Bindung zu C. albicans stark reduziert (Klaile et al. 2017).
CEACAMS hatte hingegen keinen Einfluss auf die Bindung von CEACAMI1 an C. albicans. Es
lasst sich daher vermuten, dass entweder eine Bindung zwischen CEACAM1 zu CEACAM6
stirker ist als die CEACAMI1-Bindung zu C. albicans oder dass CEACAMI1 und CEACAMG6 das
gleiche Epitop auf C. albicans zur Bindungsinteraktion nutzen und dass CEACAMG6 mit einer
hoheren Affinitit als CEACAMI bindet (Klaile et al. 2017).

76



CEACAMG6 wird auch bei Patienten/-innen mit der entziindlichen Morbus-Crohn-Erkrankung im
Gastrointestinaltrakt erhoht exprimiert. Hier kann der Rezeptor iiber Typ-1 pili-abhidngige
Bindung von adherent invasive Escherichia coli (AIEC) eine Inflammation und eine Erh6hung
der intestinalen Permeabilitit bedingen (Kelleher et al. 2019, Barnich et al. 2007). Eine enterale
Erndhrung wird bei Kindern als Therapie zur Induktion einer Remission bei aktivem Morbus
Crohn eingesetzt (Ashton et al. 2019). Eine Studie untersuchte auf Caco2-Zellen die Auswirkung
von polymeric formula (PF= enterale Erndhrungssubstanz) auf die Expression von CEACAMG6
und die anschlieende verdnderte Adhdsion von adherent-invasive Escherichia coli (AIEC). PF
erhoht die Expression von 16slichem CEACAMG6 und vermindert die Adhdsion von AIEC auf dem
Darmepithel, sodass vermutet werden kann, dass CEACAMG6 an Epitope von AIEC bindet, die
epitheliale Bindung und Immunantwort reduziert und somit zum Schutz des Darmes dienen kdnnte
(Keenan et al. 2014). Ein dhnlicher Mechanismus konnte auch die Expressionserh6hung von
l6slichem CEACAMS6 auf C2BBel-Zellen in Folge einer Infektion von C. albicans bedeuten.
Damit ist gemeint, dass die vermehrte Freisetzung von 16slichem CEACAMS6 in Folge einer
Infektion mit C. albicans zu einer verringerten Bindung von C. albicans an CEACAMI fiihren
kann, da CEACAMBG6 Epitope von C. albicans besetzt, welche auch fiir die Bindung an CEACAM1
notwendig sind. Somit wiirde die CEACAMI-vermittelte Immunantwort durch IL-8 nicht
iiberschieBend stattfinden und weniger Neutrophile rekrutiert werden. Solch ein
entziindungshemmender Mechanismus ist in der Literatur auch bei S. cerevisiae beschrieben
(Sivignon et al. 2015). Menschen scheiden auBlerdem {iiber ihre Fédkalien CEACAMS und
CEACAMG6 aus (Matsuoka et al. 1990), was auch ein Beitrag zur Aufrechterhaltung der
Homoostase im Darm bedeuten konnte und an einem C. albicans infizierten CEABACI0
Mausmodell weiter untersucht werden konnte. In Lungenepithelzelllinien verursacht die Infektion
mit Bakterien, LPS und IFN-y keine Erhohung von CEACAMS6 (Klaile et al. 2013), sodass
Pathogene direkt an CEACAM1 binden kénnen, welches in Lungenepithelzelllinien bei Bindung
von Moraxella catharralis eine TLR2-vermittelte immunsuppressive Wirkung zeigt (Slevogt et al.
2008). Sowohl der Mechanismus in der Lungenepithelzelllinie, als auch die IL-8 Reduktion durch
die Ausschiittung von ldslichem CEACAMG6 in den Darmepithelien, konnte eine
Immunevasionsstrategie der Pathogene sein. Aus diesem Grund wire es interessant, die

Auswirkung einer C. albicans Infektion auf Lungenepithelzelllinien zu untersuchen.
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7.5 CEACAM-Expression hat keinen Einfluss auf die Adhision von C. albicans zu
Epithelzellen

Bakterien weisen eine erhohte Adhirenz zu Epithelien bei CEACAM-Expressionserhohung auf
und koénnen dadurch erleichtert in Epithelzellen eindringen (Kc et al. 2017, Sadarangani et al.
2011, Barnich et al. 2007). Dieser Mechanismus ist bei C. albicans nicht vorhanden. Die
CEACAM-Expression auf Epithelien hat in zwei verschiedenen epithelialen Zellsystemen, HelLa
und C2BBel, keinen Einfluss auf die Adhédrenz von C. albicans zu den Epithelien (Klaile et al.
2017). Transfizierte HeLa-Zellen sind ein anerkanntes System und wurden bereits seit den1990er
Jahren fiir Bindungsanalysen mit bakteriellen Pathogenen verwendet werden (Gray-Owen et al.
1997). Aus diesem Grund lésst sich die Vermutung aufstellen, dass die Bindung von C. albicans
zu CEACAMs primér nicht zu einer Invasion der Hefe fiihren, sondern zu einer Immunantwort
iiber zum Beispiel die Freisetzung von IL-8 oder die Erhéhung des TEER. Dennoch ist dabei zu
bedenken, dass eine CEACAM-Expressionserhbhung im Darm zu einer Adhidsion und
Translokation von Bakterien iiber das Schleimhautepithel in den Blutkreislauf fiihren kann und
somit eine Bindung von C. albicans an das Darmepithel auch zu einer erhéhten bakteriellen
Infektionsgefahr oder allgemein stirkeren Entziindungserscheinungen fiihren kann. Dies konnte
in weiteren Versuchen getestet werden, indem C2BBel-Zellen zunéchst eine Infektion mit C.
albicans erhalten und im Anschluss eine Infektion mit pathogenen CEACAM-bindenden
Darmbakterien, wie Salmonella spp (Kelleher et al. 2019). C. albicans Hyphen binden dhnlich
stark wie Hefezellen (Abbildung 4) an CEACAMs, konnten aber durch ihre verdnderten
Oberflachenstrukturen dennoch eine andere Stimulation an CEACAMSs verursachen, da teilweise
andere weitere Immunrezeptoren (PRRs) aktiviert werden als durch Hefe-Formen (Zheng et al.
2015, Yan et al. 2013, Sudbery 2011). Daher sollte die Auswirkung der Adhésion von C. albicans

in Hyphenform in weiteren Versuchen getestet werden.

7.6 C. albicans Stimulation von Darmepithelien induziert eine voriibergehende
CEACAMI1-Tyrosinphosphorilierung

Die langen Isoformen besitzen zwei immuno-receptor tyrosin-based inhibition motifs (ITIM) und
konnen an zwei Tyrosinresten phosphoryliert werden, was weitere CEACAMI-abhingige
Signalkaskaden aktivieren kann (Sadarangani et al. 2011, Singer et al. 2010, Gray-Owen und
Blumberg 2006). Durch die Interaktion mit Kinasen und Phosphatasen am ITIM {iber
Phosphorylierung und Dephosphorylierung kann somit ein intrazelluldres Signal vermittelt
werden. Beispielsweise verursacht die Interaktion von CEACAM1 mit den Pathogenen Moraxella

catarrhalis und Neisseria meningitides eine iiber den Toll-like Rezeptor (TLR)-2 vermittelte NF-
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KkB-abhingige verminderte Immunantwort auf Lungenepithelzellen (Singer et al. 2014, Slevogt et
al. 2008). Die Ergebnisse zeigten bei der Stimulation von C. albicans Hefezellen und bei C.
albicans Keimschlduchen in beiden langen CEACAMI-Isoformen (CEACAMI1-4L, CEACAMI-
3L) eine deutliche transiente Phosphorylierung mit einer maximalen Induktion bei 20-30 min
(Klaile et al. 2017). Beide Candidaformen zeigen ein dhnliches Phosphorylierungsmuster von
CEACAMI-L {iber die Zeit. Somit ist davon auszugehen, dass C. albicans eine nachfolgende

Signalkaskade aktivieren kann.

7.7 CEACAMI1 vermittelt Modulierung der Darmepithelpermeabilitit nach Bindung von
C. albicans

Die CEACAMI-Expression kann eine Verdnderung der Permeabilitit in Endothel- und
Epithelialen Zellen verursachen (Jin et al. 2016, Najjar et al. 2013, Nouvion et al. 2010) und
dadurch einen Einfluss auf eine Inflammation haben. In der Permeabilititsuntersuchung von
C2BBel-Zellen zeigte sich, dass die CEACAMI1-Expression keinen direkten Einfluss auf die
Permeabilitdt von C2BBel-Zellen bei unbehandelten Zellen hat, wobei hierbei zu beriicksichtigen
ist, dass bei Verwendung von Transwell-Filter nur eine minimale Menge an CEACAMI
nachweislich ist und die unbehandelte Zelllinie, wie ihre Mutterzelllinie, keine Uberexpression an
CEACAMI aufweist (Ou et al. 2009). Die Permeabilitdt wird bei allen unbehandelten Zelllinien
(Wildtyp, CEACAMI1-knock-down und Vektor-Kontrolle) mit steigendem

Differenzierungsstadium niedriger, was einer stirkeren Barriere des Enterozytenlayers entspricht.

In der Literatur wird ein Einfluss von C. albicans bei epithelialer Penetration auf die Permeabilitét
und auf den trans-epithelialen elektrischen Widerstand (TEER) von intestinalen Epithelzellen
beschrieben (Bohringer et al. 2016), was sich auch in unseren Versuchsergebnissen wiederspiegelt,
denn bei Infektion von lebenden C. albicans zeigt sich eine Barrierezerstorung durch epitheliale

Penetration unabhingig von der CEACAM 1-Expression (Klaile et al. 2017).

Einflisse der CEACAMI1-Expression auf die Darmpermeabilitit werden in der Literatur
beschrieben. Bei Morbus Crohn, eine Erkrankung, die mit entziindlichen Prozessen, erhohter
Infektionsgefahr und Darmbarrierstorungen einhergeht, wird eine Reduktion von CEACAMI-
Rezeptoren beschrieben (Roda et al. 2009). Eine Forschungsgruppe untersuchte ein Mausmodell
mit Natriumsulfat (DSS)-induzierter Colitis, welches nach Induzierung eine Uberexpression von
CEACAMI1 im Darm zeigte. Daraus resultierte eine Permeabilititserniedrigung durch eine

Erhohung von Expression von tight-junction-Proteinen (Jin et al. 2016). In einem Mausmodell mit
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fehlenden CEACAMI1 zeigen vaskuldren Endothelien eine Permeabilititserhdhung (Nouvion et
al. 2010). Die Ergebnisse der in dieser Arbeit durchgefiihrten Versuche zeigten, dass eine Bindung
von UV-behandelten C. albicans an C2BBel-Zellen mit CEACAMI1-Expression den TEER
erhoht, wohingegen der TEER bei fehlender CEACAMI1-Expression nicht ansteigt (Klaile et al.
2017). Dies ldsst vermuten, dass eine auf Darmepithelien vorhandene CEACAM 1-Expression eine
Auswirkung auf die zelluldre Modulation in Form einer Permeabilititserniedrigung haben kann
und dies iiber eine Bindung von C. albicans an CEACAMI1 bedingt sein kann.
Zusammengenommen trigt CEACAMI1 vermutlich im Darmtrakt zur Regulation der epithelialen
Barrierefunktion bei und dient somit zum Schutz vor eindringenden Pathogenen. Hierbei muss C.
albicans zunichst durch die Mukusschicht gelangen, im Anschluss an das Darmepithel binden und
CEACAMI1 aktivieren/hochregulieren, um den Wirt vor Pathogenen durch eine
Permeabilitdtserniedrigung zu schiitzen. In weiteren Analysen wére es von Interesse in einem
Mausmodell die CEACAMI-Expression und deren Einfluss auf den TEER in-vivo auf

Darmepithelien nach Behandlung mit C. albicans zu untersuchen.

7.8 CEACAM-Rezeptoren und Einfliisse der mukosalen Immunitit bei C. albicans
Infektion

Jedes Liganden-Rezeptor-System aktiviert spezifische intrazellulire Wege und dies hat
unterschiedliche Konsequenzen fiir die Aktivierung unterschiedlicher Immunantworten (Netea et
al. 2008). Laut aktuellem Forschungsstand wird durch eine Infektion von C. albicans eine
Immunantwort durch pro-inflammatorische Mechanismen ausgelost, wozu die Ausschiittung von
IL-8 mit Rekrutierung von Leukozyten in epithelialen Zellen gehort (Naglik et al. 2017, Naglik et
al. 2011, Weindl et al. 2007). Unsere Versuche zeigten, dass die Interaktion von C2BBel-Zellen
mit C. albicans Hefezellen eine pro-inflammatorische Reaktion durch IL-8 Sekretion verursacht
und dass CEACAMI fiir diese Reaktion obligat ist (Klaile et al. 2017). Somit ist davon

auszugehen, dass CEACAMI1 eine Immunantwort in epithelialen Zellen hervorruft.

Es zeigte sich, dass die IL-8 Freisetzung eine direkte Interaktion von C. albicans zu C2BBel-
Zellen bendtigt. Nach Stimulation von C2BBel-Zellen mit C. albicans wird ein 16slicher Faktor
von C2BBel-Zellen in das Zellkulturmedium ausgeschiittet, welcher die pro-inflammatorische
Reaktion in Form einer IL-8 Ausschiittung der C2BBel-Zellen gegeniiber C. albicans reduziert
(Klaile et al. 2017). Da gezeigt werden konnte, dass erhohte Mengen an l6slichem CEACAMG6 in
den konditionierten Zellkulturiiberstinden, wurde auch der Einfluss durch die Zugabe von

rekombinantem CEACAMG6 getestet. Auch das gereinigte 16sliche CEACAMG6 verringert die 1L-
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8 Sekretion von C2BBel-Zellen bei Infektion mit C. albicans (Klaile et al. 2017). Es ist somit
wahrscheinlich, dass 16sliches CEACAMG6 die Immunantwort des CEACAMI1-Rezeptors zu C.
albicans beeinflusst. Im Gegensatz zu Ioslichem CEACAMS, welches die CEACAMI-
Immunantwort nicht verdnderte. Auch zeigt die IL-8 Freisetzung von C2BBel-Zellen durch C.
albicans Infektion eine kontinuierliche Zunahme zu den untersuchten Zeitpunkten von 52 Stunden,

72 Stunden und 96 Stunden.

Interessanterweise kann die Bindung von Helicobacter pylori in Magenepithelzellen iiber die
Bindung von CEACAMI ebenso eine IL-8 Freisetzung induzieren. Die Unterbrechung der
Interaktion zwischen H. pylori und CEACAMI1 soll ein vielversprechender therapeutischer
Angriffspunkt zur Bekdmpfung der pathogenvermittelten Erkrankungen aufweisen (Javaheri et al.
2016b). Um herauszufinden, ob ein solcher therapeutischer Ansatzpunkt der Inhibition von
CEACAMI-vermittelten C. albicans-Interaktion, wie er auch bei Bakterien diskutiert wird (Kc et
al. 2017), bei bestimmten gefdhrdeten Patientengruppen sinnvoll ist, bedarf es weiterer Analysen.
CEACAMI1 hat im Korper unterschiedliche Funktionen und reguliert Immunantworten auf
aktivierende oder suppressive Weise, letztere beispielsweise in Lungenepithelzellen {iber
CEACAMI1-Pathogeninteraktion mit einer folgenden Reduktion des TLR-2 vermittelten NF-xB-
inflammatorischen Signals iiber die Phosphorylierung des ITIMs von CEACAMI (Singer et al.
2014, Slevogt et al. 2008). CEACAMI kann die Immunantwort auch aktivieren, wie auf CD-8+-
T-Zellen, welche bei Infektion mit lymphozytiren Choriomeningitis-Virus (LCMV) CEACAM1
exprimieren, was zur Rekrutierung lymphozytenspezifischer Proteinkinase in den T-Zell-
Rezeptor-Komplex fithrt und zur Bildung einer addquaten Immunantwort und somit zur
Verhinderung der Viruspersistenz (Khairnar et al. 2018). Es ist nicht auszuschlieBen, dass
CEACAMI1 im Darm unterschiedliche regulatorische Einfliisse, wie pro- und antiinflammatorisch
Wirkung auf das Immunsystem ausiibt und dies je nach Gastrointestinalabschnitt variieren kann.
Die Funktion von CEACAMI konnte je nach Epithelart und CEACAMI-Expressionsdichte
beeinflusst werden. Aber auch die Linge oder Art der Entziindung konnte einen Einfluss haben
(Kelleher et al. 2019). CEACAMI1 iibt seine immunmodulatorischen Funktionen meist {iber die
Regulation der Aktivitdt anderer Immunrezeptoren aus (Singer et al. 2014, Tchoupa et al. 2014,
Slevogt et al. 2008), weswegen die Kenntnis iiber Expressions- und Signaleigenschaften dieser
Rezeptoren in den jeweiligen Geweben wichtig ist, da diese Auswirkungen auf die CEACAMI-
Funktion haben konnen. Um zu analysieren, ob CEACAM1 weitere aktivierende oder suppressive

Einfliisse im Gastrointestinaltrakt haben kann, sind weitere Analysen notwendig. Auch
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verschiedene Reize, wie Zytokine (Klaile et al. 2013) oder oxidativer Stress (Hoetzenecker et al.
2011), Pathogene (Javaheri et al. 2016b, Slevogt et al. 2008) oder eine Dysbiose, kann die
CEACAMI1-Funktion unterschiedlich beeinflussen.

Insgesamt erschwert die hdufig vorkommende Co-Expression von CEACAM-Rezeptoren auf
humanen Epithelien (Tchoupa et al. 2014), die unterschiedlichen Spleilingvarianten von
CEACAMI1 (Gray-Owen und Blumberg 2006), die unterschiedlichen CEACAMO6-Formen
(Muturi et al. 2013, Baranov et al. 1994) sowie die Beschaffenheit der mukosalen
Epitheloberfliche des Kolon, die exakte Entschliisselung der einzelnen Funktionen und

Interaktionen der CEACAM-Rezeptoren.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die pro-inflammatorische Antwort von IL-8 durch C.
albicans eine Bindung zu CEACAMI1 auf den C2BBel-Zellen benotigt und CEACAMG6-Fc, nicht
aber CEACAMS-Fc, die pro-inflammatorische IL-8 Freisetzung von C2BBel-Zellen bei C.
albicans Stimulation reduziert (Klaile et al. 2017). Die Freisetzung von IL-8 kann Neutrophile
zum Infektionsort rekrutieren, welche zum angeborenen Immunsystem gehdren und zum Schutz
gegen Pathogene bendtigt werden. Sie spielen eine Rolle in der Homoostase des
Gastrointestinaltrakts und sind wichtig, damit sich C. albicans nicht auBerhalb des
Gastrointestinaltrakt verbreitet (Qin et al. 2016b, Zheng et al. 2015, Weindl et al. 2007).
CEACAMI1 kann Neutrophile iiber eine Pathogenbindung (Sarantis und Gray-Owen 2012,
Sadarangani et al. 2011), losliche Agonisten (Skubitz und Skubitz 2008) oder deren Adhésion an
Endothelien stimulieren (Panczyszyn und Wieczorek 2012) sowie einen Einfluss auf deren
Lebensdauer nehmen (Singer et al. 2005). Dementsprechend kann 16sliches CEACAMG6, was bei
einer Infektion mit C. albicans vermehrt ausgeschiittet wird und die IL-8 Sekretion von
Darmepithelien reduziert, die Immunantwort der Neutrophilen beeinflussen. Ldsliches
CEACAMG6 konnte an Epitope von C. albicans, welche auch fir die CEACAMI-C. albicans
Interaktion notwendig sind oder direkt an CEACAMI1 binden und somit die Bindungsstelle fiir C.
albicans blockieren. In beiden Féllen ist es wahrscheinlich, dass die pro-inflammatorische
Immunantwort von IL-8 und somit die Aktivierung von Neutrophilen reduziert wird. Dies konnte
eine Immunevasionsstrategie von C. albicans sein, aber es konnte auch zum Schutz und der
Homoostase des Darms beitragen, indem eine Erhhung von 16slichem CEACAMG6 die Invasion

von Pathogenen wie CEACAMG6-bindenden A/EC reduziert (Keenan et al. 2014).

In den Ergebnissen zeigte sich, dass CEACAMS keine Bindung mit C. albicans und anderen Pilzen

eingeht und CEACAMBS die Bindungsinteraktion von CEACAMI1 zu C. albicans nicht reduziert
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(Klaile et al. 2017). Auch die IL-8 Sekretion bei Zugabe von CEACAMS, verdnderte die
Immunantwort von CEACAMI1 auf C2BBel-Zellen und Infektion von C. albicans nicht (Klaile et
al. 2017). Die IL-8 Sekretion vermittelt durch CEACAMI, kann zu einer Rekrutierung von
Granulozyten im humanen Organismus fiihren (Naglik et al. 2017). Granulozyten kénnen tiber
eine durch bakterielle DNA hervorgerufene TLRO9-Signalkaskade vermehrt CEACAMS
ausschiitten, welches an CEACAMI1 binden kann. Diese Bindung fiihrt in Lungenepithelzellen zu
einer reduzierten TLR2-abhédngigen Entziindungsreaktionen (Singer et al. 2014). Da auch die
Infektion von C. albicans eine erhohte Expression von TLR9 und TLR2 auf mukosalen Epithelien
bedingt (Zheng et al. 2015), konnte es moglich sein, dass Granulozyten, welche vermehrt
CEACAMBS ausschiitten konnen, eine verminderte Entziindungsreaktion im Verlauf der Infektion
hervorrufen. C. albicans konnte somit die Immunantwort reduzieren. Um diese Vermutung
aufzukldren, bendtigt es weitere in-vitro und in-vivo Analysen. Allerdings legen die Ergebnisse
unserer Analysen nahe, dass CEACAMS mit CEACAMI1 an einem Epitop Bindungen eingeht,
welche schwicher als die Interaktion zwischen C. albicans und CEACAM1 ist, da unabhingig der
zugefligten Menge an CEACAMS die gebundene Menge an CEACAMI mit C. albicans
anndhernd identisch bleibt (Klaile et al. 2017).

Sepsis hat eine ausgepriagte Wirkung auf das Darmmikrobiom (Dickson 2016). Dieses besteht
unter anderem aus der bakteriellen Mikrobiota und dem Mycobiom, interagiert mit dem
Immunsystem des Darms und kann einen Einfluss auf Gesundheit und Krankheit ausiiben (Kruger
et al. 2019, Polke et al. 2015). Dysbiosen im Darm von Patienten/-innen, welche zuvor
hospitalisiert waren und anschlieBend eine Sepsis entwickelten, wurden in Zusammenhang
gebracht. Dies deutet auf eine Korrelation zwischen der Zusammensetzung des Darmmikrobioms
und der Sepsisanfilligkeit hin (Prescott et al. 2015). Préklinische Studien haben gezeigt, dass die
Wirtsabwehr bei Sepsis durch eine Stérung des Darmmikrobioms durch Breitbandantibiotika
durch verschiedene Mechanismen beeintrachtigt werden konnen (Schuijt et al. 2016, Gauguet et
al. 2015). Ergebnisse von humanen CEACAM1-transgenen Méusen zeigen keine Verdnderungen
in der Wirtsreaktion zwischen den transgenen Méusen und den Wildtyp-Geschwistern gegeniiber
Kolonisation oder Infektionen von C. albicans (Klaile et al. 2019). Allerdings weist die Reaktion
von Neutrophilen von Mausen, welche ein geschwiéchtes Mikrobiom haben, eine geringere
Féhigkeit auf Entzlindungssignale in Gewebe zu wandern (Karmarkar und Rock 2013). Eine Art
und Weise, wie das bakterielle Mikrobiom das Mycobiom in Schach hilt, ist die Produktion

extrazelluldrer Substanzen, die zum Beispiel die Hefe-Keimschlauch-Transformation von C.
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albicans hemmen (Sam et al. 2017). Dieser hemmende Mechanismus féllt bei
Antibiotikabehandlung zusitzlich weg. Probiotika hingegen konnen die Inzidenz schwerer
Infektionen verringern (Bo et al. 2014). Auch Saccharomyces cerevisiae kann beispielweise eine
durch A/EC induzierte Colitis verringern und eine Reduktion der eintretenden Pathogenen tiber
die Darmschleimhaut verursachen (Sivignon et al. 2015). Eine dhnliche Wirkung kénnte auch {iber
eine Substitution von C. albicans bei mit Antibiotika behandelten Patienten vermittelt werden.
Pathogene konnten iiber die Ausschiittung von Idslichem CEACAM6 mit den Fékalien
ausgeschieden werden. Zusitzlich konnte iiber die Bindung von CEACAMI eine Immunantwort
mithilfe einer Rekrutierung von Neutrophilen iiber die CEACAM1-vermittelte IL-8 Freisetzung

und die Reduktion der Permeabilitit ausgeldst werden.

Insgesamt bleibt es weiterhin von groBer Bedeutung neue therapeutische Ansitze fiir die
Candiddmie zu eruieren (van der Poll et al. 2017, Carpino et al. 2017, Kc et al. 2017). Somit sollte
zukiinftig der Einfluss von CEACAM-Rezeptoren zu C. albicans und der Einfluss von diesem
Zusammenspiel mit und auf den Organismus untersucht werden, um die Mortalitétsraten von

Sepsis, bei denen C. albicans ursichlich ist, zu reduzieren.
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8 Schlussfolgerung

In dieser Studie konnten vier neue Bindungspartner, zugehorig zu der CEACAM-Familie, fiir den
fakultativen Erreger C. albicans identifiziert werden. Diese Erkenntnisse tragen zur Aufklarung
der Wirtsreaktion auf fungale Erreger bei und kdnnten eine Grundlage fiir ein verbessertes

Management von C. albicans Infektionen darstellen.

CEACAMI1, CEACAM3, CEACAMS5S und CEACAM6 zeigen eine spezifische
Bindungsinteraktion zu C. albicans in ihrer Hefe- und Keimschlauchform, zu Candida glabrata
und zu S. cerevisiae. Des Weiteren binden sie die Pilze, wie auch Bakterien, iiber eine N-terminal
IgV-like domain. Die Bindung zu C. albicans ist humanspezifisch und ist nicht nachweisbar in
phylogenetisch eng verwandten Spezies, wie etwa Méusen oder Ratten. Die Bindung von

CEACAMI1 und CEACAMBG zu C. albicans bendtigt intakte Zellwandproteine und ist absittigbar.

Durch eine Infektion mit C. albicans auf der Darmepithelzelllinie C2BBel werden CEACAM-
Rezeptoren in ihrer Expression hochreguliert. CEACAMS6 wird in seiner loslichen Form erhoht

ausgeschiittet und CEACAMI in membrangebunden Form vermehrt exprimiert.

Interessanterweise hat eine erhohte CEACAM-Expression auf C2BBel-Zellen keinen Einfluss auf
die Adhision von C. albicans. Bakterien hingegen weisen eine erhohte Adhdsion zu Epithelien bei
CEACAM-Expressionserhohung aufund kénnen somit in Epithelzellen erleichtert eindringen. Die
Bindung von CEACAMs zu C. albicans fithrt vermutlich primér nicht zu einer Invasion der Hefe,
sondern zu einer Immunantwort iiber zum Beispiel die CEACAM1-vermittelte Freisetzung von
IL-8 oder die Erh6hung des TEER. Die durch C. albicans verursachte Erhohung der CEACAM-
Expression auf Darmepithelzellen kann Bakterien jedoch die Translokation in den Blutstrom

erleichtern.

CEACAMG reduziert die Bindung zwischen C. albicans und CEACAMI. Dies ist von besonderem
Interesse, da die Bindung von C. albicans zu CEACAMI1 zu einer Phosphorylierung des ITIM
(immunoreceptor tyrosin-based inhibitory motif) fiihrt und somit verschiedene nachfolgende
Signalkaskaden regulieren kann. Hierzu gehort die CEACAM 1-vermittelte pro-inflammatorischen
IL-8 Sekretion in Darmepithelien nach Bindung von C. albicans. Die IL-8 Sekretion kann zur
weiteren Rekrutierung von Neutrophilen fiihren und somit zu einer lokalen Inflammation.
AuBerdem wird der transepitheliale Widerstand bei Bindung von CEACAMI1 zu C. albicans
erhoht, was auf eine Permeabilititserniedrigung hindeutet und ein Eindringen des Pilzes in den

Blutstrom erschweren kann. Das 16sliche CEACAMG6 kann die Interaktion von C. albicans mit
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CEACAMI auf der Zelloberfliche kontrollieren und somit deren Signalgebung und folgende
Immunantwort reduzieren. Losliches CEACAMS6 konnte einen protektiven Effekt fiir den Wirt
haben, indem es an schiadliche Pathogene bindet und mit den Fékalien ausgeschieden wird. Mit
CEACAMG6 gebundene Pathogene konnen aullerdem die Bindungsmoglichkeit an epitheliale
CEACAMI1-Rezeptoren reduzieren und somit die Immunantwort indirekt regulieren. Diese
Mechanismen konnen zur Aufrechterhaltung der Homdostase des Darmmikrobioms beitragen und

den Wirt vor eindringenden Pathogenen {iber die Darmschleimhaut schiitzen.

CEACAM-Rezeptoren spielen vermutlich eine entscheidende Rolle bei der Aufrechterhaltung der
Homoostase zwischen der mukosalen Oberflidche des Darms und C. albicans. CEACAMs konnten
somit einen Einfluss auf die Pathophysiologie der Candidédmie haben. Es benétigt weitere Studien,
um herauszufinden, wie die Interaktion zwischen C. albicans und CEACAMs zur Homostase
innerhalb des Gastrointestinaltrakts fiihrt und welche Bedingungen C. albicans zu einer Invasion

in den Blutstrom nutzen konnte.

Es ist von grofler Bedeutung die Pathogenese und neue therapeutische Ansétze fiir die Candiddmie
zu erforschen, um die Mortalitétsraten von Sepsis, bei denen C. albicans einen Einfluss austibt, zu
reduzieren. Aus diesem Grund sollte zukiinftig der Einfluss von CEACAM-Rezeptoren zu C.

albicans und der Einfluss dieses Zusammenspiels mit und auf den Organismus untersucht werden.
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