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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Zelladhasion

Die Zelladhasionsmolekile bilden im Zusammenspiel mit Iéslichen Faktoren wie
beispielsweise Wnts, FGF, BMP und LIF und extrazellularen Matrixproteinen wie
Fibronektin, Laminin und Collagen, aber auch biophysikalischen Kraften wie
Elastizitat und Festigkeit die Mikroumgebung der Zellen. Sie ist fir Gewebe- und
Organbildung, aber auch Zellmigration und Differenzierung notwendig.

So bilden die Adhasionsmolekiile Zell-Zellkontakte oder Zell-Matrixkontakte. Zell-Zell-
Kanale (Gap Junctions) sind Zell-Zellkontakte, die Kanale zwischen den Zellen
bilden, wodurch Substanzen zwischen den Zellen ausgetauscht werden kénnen.
1963 beschrieben Farquhar et al. einen dreiteiligen Komplex in polaren Zellen, der
aus der Zonula Occludens, der Zonula Adherens und der Macula Adherens besteht.
Die Zonula Occludens (Tight Junctions) befindet sich immer in der apikalen Seite der
Zellen, sie verbindet die Zellen sehr eng miteinander und verhindert dadurch die
Diffusion. Adherens Junctions (Zonula Adherens) und Desmosomen (Macula
Adherens) entstehen Uber Cadherinverbindungen und interagieren Uber ihre
cytoplasmatische Doméane mit Aktin bzw. Intermediarfilamenten. Die Zell-
Matrixkontakte werden vor allem Uber Integrine gebildet, bei denen sie mit den
extrazellularen Matrixproteinen interagieren. Aber nicht nur die Verbindung der Zellen
untereinander bzw. zu der Matrix, sondern auch die intrazellulare Signaltransduktion

kann durch die Bindung der Adhasionsmolektle verandert werden.

1.1.1 Cadherine

Cadherine sind calciumabhangige Adhasionsmolekiile, die eine groBe Rolle in der
Zell-Zelladhasion spielen. Die Cadherine werden in klassische, desmosomale,
atypische Cadherine, Protocadherine und Cadherin-verwandte Signalproteine
unterteilt (Gumbiner, 2005). Am haufigsten wurden die klassischen Cadherine
untersucht, die in zwei Gruppen unterteilt werden: Zu den Typ | Cadherinen gehéren
E- und N-Cadherin, zu Typ Il Cadherinen VE-Cadherin und Cadherin-11. Typ |
Cadherine besitzen ein HAV Motiv in der ersten EC Doméane, das den Typ Il
Cadherinen fehlt.

Benannt wurden sie nach dem Gewebe, in dem sie gefunden wurden. E-Cadherin,
mit dem in der vorliegenden Arbeit gearbeitet wurde, kommt in Epithelzellen vor und
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ist vor allem in Adherens Junctions (AJ) zu finden. AJs bestehen aus vielen
Cadherinmolekiilen, die lateral (von derselben Zelle stammend) und transversal (von
der gegenlberliegender Zelle stammend) mit anderen Cadherinmolekilen
interagieren. Auch das Transmembranprotein Nectin, das Uber Afadin an Aktin
bindet, ist in den Adherens Junctions enthalten (Takahashi et al., 1999). Die
Adherens Junctions sind dynamische Verbindungen, bei denen es zu einem
standigen Einbau, Umbau, Abbau und Wiedereinbau der Cadherine kommt (Baum
und Georgiou, 2011). Die AJs kénnen eine Lange von 200-500 nm erreichen
(Farquhar et al., 1963).

1.1.1.1 Aufbau und Interaktion der klassischen Cadherine
Alle klassischen Cadherine besitzen 5 extrazellulare Cadherindoméanen (EC
Doménen), eine Transmembrandoméne und eine intrazellulare Doméne. Die

extrazellularen Cadherindoméanen bestehen jeweils aus ca. 110 AA, zwischen die je

drei Calciummolekile eingelagert werden kénnen (Boggon et al., 2002; Pokutta et
al., 1994).

~207 A

(backbone)

D195

Abb. 1.1: Struktur der EC Doménen von C-Cadherin.

a: Dargestellt ist die erste EC Doméne, die eine 3-Sandwich Struktur aus den B-Stréngen A-G bildet. Griin:
Ca®" bindet in die Bereiche zwischen der ersten und zweiten EC Doméne.

b: 3D Struktur der gesamten Ektodoméane. In Blau sind die Glykosilierungen angezeigt.

c¢: Strangaustausch zwischen zwei benachbarten C-Cadherinen. In Gelb ist Tryptophan 2 (W2) dargestellt,
das mit der hydrophoben Tasche der anderen EC Doméne interagiert.

(aus Pokutta und Weis, 2007, die die Ergebnisse von Boggon et al., 2002, aufbereitet haben).

Bei Calciumentzug werden die Cadherine destabilisiert, trans-Interaktionen sind nicht

mehr moglich (Klingelhdfer et al., 2002), und die Spaltstelle (cleavage site) wird flr
Proteasen zugéanglich (Pokutta et al., 1994). Erst ab einer Konzentration von 0,5-1
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mM Calcium ist die extrazellulare Doméane in ihrer leicht gekrimmten Form
vorhanden und hat eine Lange von 20,7 nm (Abb. 1.1 b; Pertz et al., 1999; Boggon et
al., 2002). Die erste EC Doméane ist aus 7 B-Strangen aufgebaut, die zusammen eine
B-Sandwichstruktur bilden (Abb. 1.1 a; Shapiro et al., 1995). Die Auswirkungen der
Glykosilierungen (Abb. 1.1 b, blau) sind noch weitgehend unerforscht. Einige
Versuche zeigen, dass die Glykosilierung wichtig fir die Stabilitat von E-Cadherin ist.
So zeigten Zhou et al. (2008), dass eine unterdriickte N-Glykosilierung an L-
Asparagin-633 zu einer fehlerhaften Faltung, verhindertem Export aus dem
endoplasmatischen Retikulum und einem Abbau des Proteins fihrt. Die Bedeutung
der Glykosilierung wurde auch durch die Arbeit von Guo et al. (2003) bestétigt, die
zeigten, dass die Expressionsmenge der N-Acetylglucosaminyliransferase
entscheidend fur die Zell-Zelladhasion ist.

Homophile Interaktionen zwischen den Cadherinen als molekularer Mechanismus
der Zelladh&sion wurden oftmals beschrieben, die Meinungen wie sie strukturell
gestaltet sind, gehen deutlich auseinander. Es wurden cis-Interaktionen beschrieben,
bei denen die Cadherine derselben Zelle miteinander interagieren und trans-
Interaktionen, bei denen Cadherine gegenuberliegender Zellen miteinander
interagieren. Harrison et al (2011) zeigten, dass in Kristallstrukturen die Cadherine
sowohl in cis als auch in trans interagieren. Dabei bilden sich in trans-Stellung
Strand-Swap Dimere, die schon von Boggon et al. (2002) beschrieben wurden. In
Abb. 1.1 c ist dies dargestellt.

A B

EC1 9, o EC1 g, 4 EC1 g,
-’-" C“:’r =

4‘!’"&3 {f‘Ecg ﬂkfecs

.ﬁsm )d'em /Xsm
TS AS

; gz:'---

5{%& EC5 Q‘ ECS

L) =

Abb. 1.2: Kristallstruktur der cis- und trans-Interaktionen.

A: Dargestellt sind die cis-Interaktionen.

B: Cis- und trans-Interaktionen sind dargestellt. Die Pfeile deuten die Richtung der Anlagerungen an

(aus Harrison et al., 2011).
Dabei bindet das Tryptophan 2 (W2) aus der ersten EC Doméne des einen
Cadherins in die hydrophobe Seitentasche des gegenlberliegenden Cadherins und
umgekehrt. (Shapiro et al.,, 1995; Boggon et al., 2002; Haussinger et al., 2004).

Harrison et al. (2011) zeigten in der Kristallstruktur von E-, C- und N-Cadherin auch
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cis-Dimere (Abb. 1.2 A). Dabei interagiert die EC1 Doméane des einen mit der
zweiten, dem Ubergang der zweiten in die dritte und der beginnenden dritten EC
Doméne des anderen Cadherins. In Cis-Mutanten konnten trans-Interaktionen
nachgewiesen werden, d.h. cis-Interaktionen sind nicht Voraussetzung fir eine trans-
Interaktion. Allerdings scheinen beide Interaktionen notwendig, um stabile
Verbindungen zu erzeugen (Harrison et al., 2011). Aber nicht nur Strand-Swap
Dimere, sondern auch X-Dimere sind fUr frans-Dimere nachgewiesen worden
(Harrison et al., 2010; Hong et al., 2011). Bei der X-Dimer Interaktion binden die zwei
gegenilberliegenden Cadherine im Bereich der ersten Calcium-Bindestellen. Durch
spezielle Mutanten (die jeweils eine Dimerformation unterbinden) konnte
nachgewiesen werden, dass beide Dimere in Zell-Zellkontakten vorkommen.
Aufgrund dieser Daten schlieBen Hong et al. (2011) auf Strand-Swap Dimere in
stabilen Zell-Zellverbindungen. Erst wenn die Cadherine aus der Verbindung geldst
werden, kommt es zu X-Dimerbildung, wodurch auch die cis-Interaktionen
unterbunden wirden und Cadherine leichter aus der Verbindung geldst werden

kénnten (Hong et al., 2011).

Abb. 1.3: Strukturen der Adherens
Junctions.

Das klassische Cadherin besitzt 5
extrazellulare Cadherin Doméanen, eine
Transmembrandomane und eine
cytoplasmatische Domé&ne. An die
cytoplasmatische Doméane bindet p120
und B-Catenin. a-Catenin bindet an $-
Catenin und verbindet diesen Komplex
mit dem Aktinzytoskelett.

Nectin, das Uber Afadin mit dem
Zytoskelett verbunden ist, befindet sich
auch in den AJs.

(aus Niessen und Gottardi, 2008).

cadherin nectin

Die cytoplasmatische Domane ist hoch konserviert unter den klassischen
Cadherinen. Uber sie interagieren klassische Cadherine mit p120 und B-Catenin. a-
Catenin wiederum bindet an p-Catenin, dadurch ist der Komplex mit dem
Aktinzytoskelett verbunden (Abb. 1.3).

P120 bindet an eine membrannahe Region in der cytoplasmatischen Doméne. Dabei
stabilisiert die Bindung von p120 das Cadherin (Ireton et al., 2002, Davis et al.,
2003).
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B-Catenin bindet schon im endoplasmatischen Retikulum an das Cadherin, wodurch
beide zusammen an die Membran transportiert werden (Hinck et al., 1994). Durch
die Bindung an Cadherin Uberdeckt 3-Catenin ein spezielles Motiv und verhindert
dadurch den Abbau Uber Proteosomen (Huber et al., 2001). B-Catenin hat aber auch
noch eine andere Funktion in der Zelle. Es kann {ber die Bindung an die
Transkriptionsfaktoren Lef/Tcf im kanonischen Wnt Signalweg die Transkription von
Zielgenen steuern (Behrens et al., 1996; Graham et al., 2000).

a-Catenin liegt als Homodimer vor, das nach Bindung mit 3-Catenin ein Heterodimer
bildet. Wahrend lange Zeit geglaubt wurde, dass dieser Komplex direkt mit Aktin
interagiert, konnten Yamada et al. (2005) zeigen, dass a-Catenin als Homodimer mit
Aktin interagiert, dann aber nicht gleichzeitig in einem Heterodimer mit 3-Catenin
vorliegt (Abb. 1.3). Wie das a-Catenin den Cadherinkomplex mit dem Aktinzytoskelett
verbindet, ist noch weitgehend unbekannt. Es wird angenommen, dass das Protein
Uber andere Aktinbindeproteine wie Formin, Afadin, ZO-1, Vinculin, a-Actinin mit dem
F-Aktin interagiert, mit denen eine a-Cateninbindung nachgewiesen wurde
(zusammengefasst in Kobielak und Fuchs, 2004).

Es wurde gezeigt, dass Cadherine mit verschiedenen Signalwegen interagieren und
diese dadurch regulieren kénnen. N-Cadherin beispielsweise ist mit dem FGF
Rezeptor in Tumorzellen verknUpft und verhindert dadurch den Abbau des
Rezeptors, wodurch der FGF Signalweg aktiviert bleibt (Suyama et al., 2002). In
Endothelzellen ist VE-Cadherin wichtig flr die Regulation des TGF-B Signalwegs
(Rudini et al., 2008). Pece et al. zeigten 2000, dass E-Cadherin durch den EGF
Rezeptor den MAPK Signalweg beeinflussen kann. Die Interaktion mit den kleinen
GTPasen Rho, Rac und Cdc42 beeinflusst die Cadherinstabilitit, das
Aktinzytoskelett und auch die Zellstruktur und die Motilitat (Baum und Georgiou,
2011).

1.1.1.2 E-Cadherin

Das epitheliale Cadherin ist schon in der frihen Embryonalentwicklung prasent und
spielt hierbei eine bedeutende Rolle. So konnten Larue et al. (1994) zeigen, dass
Stammzellen, in denen E-Cadherin ausgeschaltet wurde, kein Trophektoderm bilden
kénnen. Es konnte dargestellt werden, dass E-Cadherin wichtig flir eine korrekt
gebildete Plazenta und deren BlutgefaBe ist (Stemmler et al., 2010).
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E-Cadherin wird bei der epithelial-mesenchymalen Transition (EMT) oder der
Metastasierung herunterreguliert und stattdessen N-Cadherin exprimiert (Hatta und
Takeichi, 1986; Li et al., 2001).

E-Cadherin spielt auch in der Stammzellforschung eine groBe Rolle. So wurde
gezeigt, dass E-Cadherin in embryonalen Stammzellen exprimiert wird und in
murinen embryonalen Stammzellen wichtig fir den Erhalt der Stammzellen scheint,
aber auch fir die Herstellung von induzierten pluripotenten Stammzellen wichtig ist
(Redmer et al., 2011; Xu et al., 2010).

1.2 Stammzellen

Stammzellen stehen spatestens seit der Isolierung humaner embryonaler
Stammzellen (Thomson et al., 1998) im Fokus der Medizin. Diese Entwicklung
ermoglicht neue Herangehensweisen in Bezug auf die Medikamentenentwicklung,
Entwicklungsbiologie, Transplantationsbiologie, aber auch in der Krebsforschung.
Stammzellen sind Vorlauferzellen der sich im Koérper befindenden Zellen. Man
unterteilt sie nach ihrer Differenzierungsfahigkeit. So werden sie als toti-, pluri- und
multipotente Stammzellen bezeichnet, wobei totipotente Stammzellen einen ganzen
Embryo bilden kénnen, inklusive des extraembryonalen Gewebes.

Die aus der inneren Zellmasse (ICM) des Blastozysten-Stadiums extrahierten
Stammzellen sind pluripotente Zellen, die sich noch in die von den drei

Keimschichten abgeleiteten Zellen differenzieren kénnen (Abb. 1.4).

A Fertilized Blastocyst % ~  Abb. 1.4: Herkunft und
;{iﬁ,- - h Differenzierung humaner
1+ 4" Stammzellen.
—® 5 A: Embryonale Stammzellen
Neural cells

werden aus der inneren

Zellmasse gewonnen und
@) e sind pluripotent.
e (@ B: Induzierte Stammzellen
Beta cells konnen  durch Re-
programmierung einer
@m Kérperzelle entstehen und
i sind pluripotent.
"J@S: C: Adulte  Stammzellen
Blood calls k(‘_jnnen aus der spezifischen
Nische gewonnen werden.
@ Hier sind beispielhaft neurale,
- mesenchymale, Fett- und
@@ h&matopoetische
G Stammzellen dargestellt.
= Diese sind multipotent und

kénnen sich nur in spezielle
Zelltypen differenzieren,

(aus Power und Rasko,
2011).

Mu_liip:;tent
stem cells

=

Cardiac cells
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Adulte Stammzellen, die in Stammzellnischen zu finden sind, haben bereits eine
eingeschrankte Kompetenz und kénnen sich nur noch in bestimmte Zellen
entsprechend ihrem Typ differenzieren. So kénnen sich beispielsweise aus den
multipotenten hamatopoetischen Stammzellen nur Blutzellen entwickeln, wahrend
die Haarfollikelzellen Haare und Talgdrisen bilden.

Neben den natirlich vorkommenden embryonalen und adulten Stammzellen ist es in
den letzten Jahren gelungen, induzierte pluripotente Stammzellen herzustellen.
Takahashi und Yamanaka (2006) verwendeten murine Fibroblasten, in die sie Oct4,
Sox2, KlIf4 and cMyc Uber Retroviren einbrachten und erhielten pluripotente Zellen,
die sie induzierte pluripotente Stammzellen (iPS Zellen) nannten. 2007 folgte dann
die Generierung der ersten humanen iPS Zellen (Yu et al., 2007; Takahashi et al.,
2007). 2009 generierten Zhou et al. iPS Zellen durch rekombinante Proteine. Dafir
wurden Oct4, Sox2, KIf4 and cMyc mit einer Poly-Arginin Protein
Transduktionsdoméne fusioniert, wodurch diese die Plasmamembran passierten und

in die Zellen eindrangen.

1.2.1 Embryonale Stammzellen

Pluripotente  embryonale = Stammzellen werden aus der ICM des
Blastozystenstadiums extrahiert (Evans und Kaufmann, 1981). Sie kénnen sich in
alle Zellen des Koérpers differenzieren und behalten dabei einen normalen Karyotyp.
Bradley et al. (1994) injizierten murine embryonale Stammzellen (mES) in
Blastozysten und erhielten Chimaren und zeigten dadurch, dass die Zellen auch
keimbahnfahig sind.

Um die Pluripotenz zu erhalten, werden mES auf Feederzellen und in Gegenwart von
LIF (leukemia inhibitory factor) kultiviert. Smith et al. (1988) konnten LIF, als
essentiellen Faktor far den Erhalt der Pluripotenz, aus dem bis dahin verwendeten
Medium isolieren. Sie konnten auch zeigen, dass mES auf Gelatine zusammen mit
LIF und FCS ihre Pluripotenz erhalten. LIF, ein Zytokin, reguliert die
Selbsterneuerung Uber die Aktivierung des Transkriptionsfaktors STAT3 (Niwa et al.,
1998). 2003 zeigten Ying et al., dass das FCS durch BMP4 ersetzt werden kann. In
neuesten Ansatzen werden mES Zellen in dem 3i Medium kultiviert. Es besteht aus
Inhibitoren, die GSK3B, den FGF und den MAPK Signalweg inhibieren. Wird
zusatzlich LIF zugegeben, ist die Effizienz deutlich erhéht (Ying et al., 2008).
Humane embryonale Stammzellen (hES) bendtigen dagegen kein LIF, um die
Selbsterneuerung zu erhalten. Anfanglich benutzten Thomson et al. (1998)
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Feederzellen, um die Pluripotenz der hES Zellen zu erhalten. Da flr therapeutische
Zwecke mogliche Kontaminationen ausgeschlossen werden missen, wurde
versucht, auf Feederzellen zu verzichten. Xu et al. (2001) kultivierten hES Zellen
ohne Feederzellen, aber auf Matrigel mit MEF konditioniertem Medium. 2005 wurde
von Vallier schlieBlich gezeigt, dass FGF-2 und Activin/Nodal ausreichen, um die
hES Zellen in ihrer Pluripotenz ohne Feederzellen und FCS zu erhalten (Vallier et al.,
2005).

Trotz der verschiedenen Kultivierungsbedingungen der hES und mES Zellen haben
sie auch einige Gemeinsamkeiten. So bendtigen beide die Transkriptionsfaktoren
Oct4, Sox2 und Nanog, die auch als Pluripotenzmarker gelten (Keller, 2005).
Mittlerweile gibt es fir beide viele in-vitro Differenzierungsprotokolle (Keller, 2005;
Vazin und Freed, 2010).

1.2.1.1 E-Cadherin in embryonalen Stammzellen

E-Cadherin wird im frihen embryonalen Gewebe und von embryonalen Stammzellen
exprimiert (Vestweber et al., 1987; Larue et al., 1996). Wahrend der beginnenden
Differenzierung wird E-Cadherin herunterreguliert und stattdessen N-Cadherin
exprimiert (Eastham et al., 2007; Spencer et al., 2007). mES Zellen, in denen E-
Cadherin ausgeschaltet wurde, konnten durch ein LIF-unabhangiges Medium mit
FGF-2 und Activin/Nodal ihre Pluripotenz erhalten. Die Autoren schlieBen daraus,
dass diese mES Zellen in einer LIF-unabhangigen Pluripotenz resultieren (Soncin et
al., 2009). Umgekehrt zeigten Xu et al. (2010) mit blockierenden Antikérpern, das
hES Zellen in mES Zellmedium (in Gegenwart von LIF, MEK-Inhibitor und MAPK-
Inhibitor) E-Cadherin abh&ngig sind, wahrend normal kultivierte hES Zellen (in
Gegenwart von bFGF) abhangig von Integrinen sind (Xu et al., 2010). mES Zellen,
die auf mit E-Cadherin-Fc-beschichteten Oberflachen kultiviert wurden, behielten ihre
Pluripotenz auch dann wenn die LIF Konzentration deutlich herabgesetzt wurde im
Verhaltnis zu normal kultivierten Zellen (Nagaoka et al., 2006). Redmer et al. (2011)
zeigten, dass sich mES Zellen differenzieren, die mit einem blockierenden Antikrper
gegen E-Cadherin oder E-Cadherin siRNA behandelt wurden. Bei der
Reprogrammierung von MEFs durch virale Expression von Oct4, Sox2, Klf4 und c-
Myc entstanden pluripotente Zellen, die auch E-Cadherin exprimierten. E-Cadherin
negative MEFs konnten keine induzierten pluripotenten Stammzellen bilden. Wurde
statt Oct-4 E-Cadherin viral exprimiert, konnten iPS Zellen erzeugt werden, die eine

normale Oct4 Expression aufwiesen (Redmer et al., 2011).
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1.2.2 Stammzellen und ihre Nischen

Die Mikroumgebung der Stammzelle bezeichnet man auch als ihre Nische. Dabei
spielen Adhasionsmolekiile wie auch I6sliche Faktoren und biophysikalische
Rolle,

Differenzierung, die Apoptose und den Ruhezustand (Quiescence) der Stammzelle

Eigenschaften eine groBe um die Selbsterneuerung, aber auch
zu steuern.

Stammzellen kénnen sich symmetrisch und asymmetrisch teilen. Kommt es bei der
symmetrischen Teilung zur Bildung von exakten Kopien der Mutterzelle, so
entstehen bei der asymmetrischen Teilung eine Kopie und eine Zelle, die aus der
Nische auswandert.

Bei

entscheidend fir

der asymmetrischen Teilung sind intrinsische und extrinsische Signale
(Abb. 1.5). Dabei

Adhasionsmolekile sehr wichtig, die nicht nur die Polaritat der Zelle steuern, sondern

das unterschiedliche Zellschicksal sind
auch einen mdoglichst direkten Kontakt zu den Signalen vermitteln. In Drosophila
melanogaster, in der die Mechanismen der Nischen am besten untersucht wurden,
konnten beispielsweise Voog et al. (2008) zeigen, dass E-Cadherin essentiell flr die
Bei

Follikelstammzellen wurden sowohl E-Cadherin als auch ein Integrin als essentielle

Adhéasion der Keimbahnstammzellen an ihre Nische ist. den weiblichen

Adhésionsmolekille nachgewiesen (O Reilly et al., 2008; Song et al., 2002).

A Abb. 1.5: Extrinsische

und intrinsische Signale
Spindle 9

Tissue polarity

Cell-intrinsic

orientation

polarity

Asymmetric
protein
localization

Different fates

bei der asymmetrischen

Niche signal

Spindle
orientation

Different fates

Zellteilung.

A: Intrinsische Faktoren:
Durch die Orientierung der
Spindel werden die
Proteine asymmetrisch
verteilt. Dadurch entstehen
Tochterzellen mit
unterschiedlichem
Zellschicksal.

B: Extrinsische Faktoren:
Durch senkrechte
Ausrichtung der Spindel zu
den Signalen in der Nische,
die  wichtig fur ihre
Selbsterneuerung sind,
steuern sie das
Zellschicksal der
Tochterzellen (aus
Knoblich, 2008).
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Lechler und Fuchs (2005) untersuchten murine Epidermiszellen, in denen B1-Integrin
und a-Catenin ausgeschaltet wurden, und zeigten einen Polaritatsverlust und eine
zufallige Anordnung der Spindel. Daraus wurde gefolgert, dass diese
Adhasionsmolekile wichtig fir die richtige Ausrichtung der Spindel sind. Dennoch
kann man die Ergebnisse einzelner Nischen nicht verallgemeinern. So wurde in
Muskelsatellitenzellen gezeigt, dass M-Cadherin und a7B1 Integrin wichtig flr die
Verankerung der Zellen sind und neurale Stammzellen N-Cadherin und Par-3
besitzen, wahrend in intestinalen Stammzellen APC wichtig fir die richtige
Spindelausrichtung ist (Yamashita, 2010).

Neben diesen Faktoren sind auch viele lésliche Faktoren beschrieben, die die
Selbsterneuerung der Zelle unterstiitzen. Darunter stechen Wnt, BMP, FGF, SHH,
CXCL12 deutlich hervor, da sie in mehreren Nischen benétigt werden (Voog und
Jones, 2010).

1.3 Biofunktionalisierte Oberflachen

Die Biofunktionalisierung von Oberflachen ist eine mittlerweile etablierte Methode,
um das Zellverhalten wie Adhasion, Migration, Differenzierung und Proliferation der
Zelle zu untersuchen. Gerade in der Medikamentenforschung, aber auch in der
Differenzierung und dem Erhalt der Stammzellen sind diese Oberflachen eine gute
Méglichkeit, um  die  Auswirkungen  verschiedener  Bedingungen, wie
Wachstumsfaktoren,  Adhasionsmolekile, ECM Molekdle, aber  auch
MedikamenteneinfluB zu untersuchen. Hierfir kénnen die Oberflachen durch
ungerichtete oder gerichtete Adsorption gebildet werden, je nach Molekil und
Versuch.

Bei der einfachsten Funktionalisierung durch Inkubation eines Molekils auf die
Oberflache werden die Molekile ungerichtet auf der Oberflache adsorbiert, dabei
kann die Dichte der Molekile und deren Konformation variieren (luliano et al., 1993).
Selbstorganisierte Monoschichten (SAM, self-assembled monolayer) entstehen
durch die Adhésion und Organisation von léslichen, amphiphilen Substanzen auf
festen Substraten. Dabei ist ein Molekilende so konzipiert, dass es an die
Oberflache bindet, wahrend das andere Ende die zu untersuchenden Molekiile bzw.
einen Adaptor daflir enthélt. Es entstehen eng gepackte Moleklle mit der gleichen
Orientierung und Konformation (Schwartz, 2001). Die Bildung von SAMs wurde
bereits 1983 von Nuzzo und Allara beschrieben. Sie verwendeten Disulfide, die auf
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Gold adsorbierten und dadurch eine Monoschicht bildeten. 2002 zeigten Du und
Hlady die Entstehung eines SAMs aus N-Hexadecanoyl-L-Alanin auf Silicium.
Mittlerweile gibt es viele Varianten in der SAM Produktion: langkettige Alkohole auf
Glas, langkettige Amine auf Platin, Alkyltrichlorsilane auf Silicium und langkettige
Thiole, Thioesther und Alkyldisulfide auf Gold (Samanta und Sarkar, 2011).
Goldstrukturen werden sehr haufig zur Bildung der SAMs verwendet, da es ein
inertes Metall ist, das sich leicht auftragen lasst und auf Zellen nicht toxisch wirkt
(Love et al., 2005). Die Reaktion von Alkanthiolen mit Gold wird Chemisorption
genannt. Dabei adsorbiert das Thiol an Gold und der Wasserstoff der Thiolgruppe
wird abgespalten (Kankate et al., 2009).

Es gibt viele verschiedene Methoden, um strukturierte Oberflachen zu generieren.
Bei der Photolithographie beispielsweise werden lichtsensitive Polymere durch
Bestrahlung verandert, dabei werden Regionen durch eine Maske geschitzt,
wodurch eine Struktur entsteht (Matsuzawa et al., 1998). Dagegen werden bei der
Softlithographie, wozu beispielsweise das Microcontact Printing gehort, durch
Stempel Strukturen gebildet. Bei der Dip-Pen-Nanolithographie wird die Spitze des
Cantilevers eines Rasterkraftmikroskops (AFM, atomic force microscope) verwendet,
um die Molekile direkt auf die Oberflachen zu Uberflihren (Sekula et al., 2008).

1.3.1 Microcontact Printing (LCP)

Das Microcontact Printing ist eine sehr einfache und kostenglnstige Methode, um
strukturierte Oberflachen zu generieren und dadurch das Zellverhalten zu
untersuchen. Es kann fUr die ungerichtete und die gerichtete Immobilisierung von
Molekulen verwendet werden. Renault et al. (2002) stempelten Immunglobulin G und
konnten dies in der Antikérperfarbung nachweisen.

Bei der gerichteten Immobilisierung werden Alkanthiole verwendet, die an Gold
adsorbieren und dadurch eine gerichtete und geordnete Immobilisierung der
Molekile ermdglichen. Die Kopfgruppe der Alkanthiole ist fiir die Funktionalisierung
entscheidend.

Ein PDMS (Polydimethylsiloxan) Stempel wird mit einer Thiol-Lésung inkubiert (Abb.
1.6). Der Stempel wird getrocknet und auf die Goldoberflache angedriickt. Nach dem
Ablésen sind die Strukturen vorhanden. Um unspezifische Interaktionen zu
verhindern, wird ein weiteres Thiol zur Passivierung verwendet. Nach dem Trocknen
kdnnen die strukturierten Oberflachen mit dem Protein inkubiert werden, so dass

eine gerichtete Funktionalisierung entsteht.
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Inkubation 4 A Trocknen Kontakt
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Abb. 1.6: Microcontact Printing am Beispiel der in vorliegender Arbeit verwendeten Reagenzien.
Verandert nach Engin et al., 2010.

1.3.2 SNAP-Tag Kopplung an SAMs

Die Kopfgruppe der Thiole auf den SAMs ist entscheidend fir die Funktionalitat der
SAMs. So koénnen Thiole verwendet werden, deren Kopfgruppe abweisende
Eigenschaften besitzt, wie beispielsweise PEG (Polyethylenglycol), oder aber andere
Kopfgruppen tragt, mit denen Proteine interagieren kdnnen. Lehnert et al. (2004)
verwendeten ein hydrophobes Alkanthiol, an das Fibronektin bindet. Sekula et al.
(2008) verwendeten die Dip-Pen-Nanolithographie, um Phospholipide mit Ni?*-NTA
und mit Biotin auf Oberflachen zu bringen, und konnten dadurch spezifisch zwei
Proteine koppeln, His-GFP an Ni?-NTA und Streptavidin an die biotinylierten
Phosphorlipide. Wahrend die Biotin-Streptavidin Bindung zu einer wahllosen
Adsorption des Proteins fiihrt, bindet das His-GFP Protein gerichtet an das Ni**"NTA,
indem der Histidin-Tag mit dem Nickel interagiert (Sekula et al., 2008).

Die gerichtete Immobilisierung des Proteins wird durch den SNAP-Tag gewabhrleistet.
Der SNAP-Tag entstand durch eine Mutation des Reparaturproteins O°-Alkylguanin-
DNA Alkyltransferase (hAGT). Die hAGT erkennt Alkylguanin und entfernt dieses,
indem sie den Alkylrest irreversibel an eines ihrer Cysteine bindet. Die Mutante, der
SNAP-Tag, erkennt spezifisch Benzylguanin (Kindermann et al., 2003; Keppler et al.,
2003).

In Abb. 1.7 ist die kovalente Bindung eines Proteins an eine Oberflache dargestellt.
Der SNAP-Tag, der mit dem Protein fusioniert ist, erkennt Benzylguanin und entfernt
die Benzylgruppe, indem es kovalent daran bindet. Ist das Benzylguanin an eine
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Oberflache gekoppelt, kommt es zur Immobilisierung des Proteins (Kindermann et
al., 2003). Engin et al. (2010) zeigten dies mit dem Fusionsprotein His-SNAP-GFP,
das Uber Benzylguanin-Thiol auf einer Goldoberfliche immobilisiert wurde. 2011
verdffentlichten Recker et al. einen mit Benzylguanin funktionalisierten Bead, an den
sie Uber den SNAP-Tag Cytokine immobilisierten.

Der SNAP-Tag wird aber nicht nur fur die Immobilisierung von Proteinen verwendet,
sondern auch fir die Fluoreszenzmarkierung von Proteinen. Dazu erkennt das
Fusionsprotein ein Benzylguanin, das Uber die Benzylgruppe an ein Fluorophor
gekoppelt ist (Keppler et al., 2004).

Abb. 1.7:
Immobilisierung eines
protein of Fusionsproteins durch
( interest den SNAP-Tag.

{hAGT S@ Ein Fusionsprotein, das

/.-"
[hagT] "8 aus dem zu
immobilisierenden
Protein und einem
D*--*"J‘* .fmmnbmzamn D\/)c. SNAP-tag besteht, kann
Guanlne 3 durch die Reaktion mit
Benzylguanin, das an

NH OY”H eine Oberflache
gekoppelt ist,

S/ surtace ) [/ S sutaee S S immobilisiert werden.

(aus Kindermann et al.,
2003).

Mittlerweile wurde eine zweite Mutante des hAGT Enzyms entwickelt, das spezifisch
Benzylcytosin erkennt. Werden beide im gleichen Organismus verwendet, so zeigen
sie eine Speazifitdt von 99% fir ihr Substrat (Gautier et al., 2008).
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2 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit ist es, artifizielle, strukturierte Oberflachen zur Manipulation
verschiedener Zelltypen zu nutzen. Zur Funktionalisierung sollen Gelatine und
verschiedene extrazellulare Bereiche von E-Cadherin, die die Adhé&sion von
Stammzellen férdern, zum Einsatz kommen.

Dies erfordert die Klonierung, Expression und Aufreinigung der entsprechenden
Cadherinkonstrukte. Des Weiteren soll deren Funktionserhalt nach kovalenter
Bindung an Oberflachen charakterisiert werden.

Nach erfolgreicher Uberpriifung der Oberflaichen sollen die entsprechenden
funktionalisierten Oberflachen hinsichtlich ihrer Beeinflussung von Stammzellen

untersucht werden.
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3 Material

3.1  Antikorper

3.1.1  Primarantikorper

Tabelle 3.1: Verwendete primére Antikérper und ihre Verdiinnungen.

Abcam, Cambridge,

o-Actinin Maus 1:200
UK
_ _ Abcam, Cambridge,
o-Connexin 43 Kaninchen 1:400
UK
BD Transduction
o-B-Catenin Maus 1:100 )
Laboratories, USA
Santa Cruz
o-E-Cadherin )
Kaninchen 1:250 Biotechnology,
(H-108)
USA
o-E-Cadherin Sigma-Aldrich, St.
Ratte 1:500 .
(DECMA) Louis, USA
o-E-cadherin Zellkulturiberstand . Rolf Kemler, MPI,
unverdinnt
(DECMA) Ratte Freiburg
a-E-Cadherin . Rolf Kemler, MPI,
Kaninchenserum 1:100
(GP-84) Freiburg
: Santa Cruz
a-E-Cadherin )
Ratte 1:500 Biotechnology,
(N-20)
USA
) Abcam, Cambridge,
a-Nanog Kaninchen 1:100
UK
Santa Cruz
o-N-Cadherin Kaninchen 1:200 Biotechnology,
USA
ao-Nestin Millipore,
Maus 1:35
(401) Darmstadt
Abcam, Cambridge,
o-Nkx2.5 Maus 1:200
UK
Santa Cruz
o-Oct3/4 )
Maus 1:100 Biotechnology,
(C-10)

USA
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o-Smooth Muscle Abcam, Cambridge,
Maus 1:150
Actin UK
New England
o-SNAP Kaninchen 1:500 Biolabs GmbH,
Deutschland
Abcam, Cambridge,
o-Sox2 Kaninchen 1:250
UK
Abcam, Cambridge,
o-Troponin T Maus 1:200
UK
o-Tubulin (Bl Millipore,
Maus 1:400
Isoform) Darmstadt

3.1.2 Sekundarantikorper

3.1.3 Magnetbeads

Tabelle 3.2: Verwendete sekundére Antikérper und ihre Verdiinnungen.

GoR-POD

Peroxidase-
konjugiertes Ziege-

anti-Kaninchen 1gG

1:20000

Dianova, Hamburg

GaR-Cy2

Cy'"2-konjugiertes
Ziege-anti-
Kaninchen IgG

1:200

Dianova, Hamburg

GoRat-Cy2

Cy'"2-konjugiertes
Ziege-anti-Ratte
IgG

1:200

Dianova, Hamburg

GoaM-Cy2

Cy'"2-konjugiertes
Ziege-anti-Maus
IgG

1:200

Dianova, Hamburg

GaR-Cy3

Cy'"'3-konjugiertes
Ziege-anti-
Kaninchen IgG

1:200

Dianova, Hamburg

GoRat-Cy3

Cy'"3-konjugiertes
Ziege-anti-Ratte
IgG

1:200

Dianova, Hamburg

GaM-Cy3

Cy'"3-konjugiertes
Ziege-anti-Maus
IgG

1:200

Dianova, Hamburg

sheep anti-rabbit IgG, Dynabeads
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e sheep anti-rat IgG, Dynabeads

3.2 Bakterien
e E. coli-dM 109

Dynal Biotech, Oslo, Norwegen

Promega GmbH, Mannheim

Genotyp: endA1 recA1 gyrA96 thi hsdR17 (r«- mk+) relA1 supE44 D
(lac-proAB) [F’ traD36 proAB laclqZDM15]

3.3 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Alle nicht explizit aufgefihrten Reagenzien wurden Uber die folgenden Firmen
bezogen: AppliChem GmbH (Darmstadt), Fluka Chemie GmbH (Taufkirchen), Merck
KGaA (Darmstadt), Carl Roth GmbH & Co. (Karlsruhe) oder Sigma Aldrich Chemie

GmbH (Taufkirchen).

e Acrylamid, Bisacrylamid

e Agarose

e Ammoniumpersulfat

e BM Purple AP Substrat

e 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-

B-D-galactopyranosid (X-Gal)

e Complete, EDTA-freie Protease

Inhibitor Cocktail Tabletten
e Concanavalin A
e DAPI (4,6 Diamidino-2-
phenylindoldihydrochlorid)
e Desoxyribonucleotide
e Dithiotreitol (DTT)
e DMEM High Glucose (4,5 g/l)
e DMEM High Glucose (4,5 g/l)
e DMSO
e DNA GréBenstandard 2-log
e Ethidiumbromid

e Fetales Kalberserum (FCS)

Roth GmbH & Co., Karlsruhe

Serva Electrophoresis GmbH,
Heidelberg

Bio-Rad Laboratories GmbH,
Munchen

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

AppliChem, Darmstadt

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Sigma Aldrich GmbH, Taufkirchen
Merck KGaA, Darmstadt

Promega GmbH, Mannheim
Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

PAA Laboratories GmbH, Pasching
AppliChem, Darmstadt

New England Biolabs, Frankfurt/Main
AppliChem, Darmstadt

Biochrom AG, Berlin
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Fetales Kalberserum (FCS) fir mES
Gelatine (Rind)

Geniticinsulfat (G418)

Kupfergitter

L-Glutamin

Magermilchpulver
2-Mercaptoethanol

Mitomycin C

Natriumdodecylsulfat (SDS)
Non-Essential Amino Acids (NEAA)
PBS ohne Ca/Mg
Penicillin/Streptomycin (100x)
Pferdeserum

Pluronic®

Polystyrol
Profinity™ IMAC Ni-Charged Resin

ProteingréBenstandard
Quarzglas

Random Hexamer Primer
Rinderserumalbumin (BSA)
Select Agar
Silicium-Scheiben

SYBR® Green Supermix

TEMED

TransPass™ COS/HEK293
Reagenz

Triton X100

Trypsin/EDTA (1x)

Tween 20

Vivacell 250 Insert

PAN-Biotech GmbH, Aidenbach
Sigma Aldrich GmbH, Taufkirchen
Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Agar Scientific, Essex, UK
Invitrogen, Karlsruhe

TSI GmbH & Co.KG, Zeven
Sigma Aldrich GmbH, Taufkirchen
Sigma Aldrich GmbH, Taufkirchen
Serva, Heidelberg

Invitrogen, Karlsruhe

PAA Laboratories GmbH, Pasching
Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Sigma Aldrich GmbH, Taufkirchen
Polymer Standards Service GmbH,
Mainz

Bio-Rad Laboratories GmbH,
Minchen

Fermentas GmbH, St. Leon-Rot
Schott, Mainz

Promega GmbH, Mannheim
AppliChem, Darmstadt

Invitrogen, Karlsruhe

Wacker, Munchen

Bio-Rad Laboratories GmbH,
Munchen

Sigma Aldrich GmbH, Taufkirchen
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New England Biolabs, Frankfurt/Main

AppliChem, Darmstadt
PAA Laboratories GmbH, Pasching
Serva, Heidelberg

Sartorius, Géttingen



Material

19

3.4

Vivaspin15 Zentrifugalfiltereinheiten

Enzyme

M-MLV Reverse Transkriptase
PfuTurbo DNA Polymerase
Phusion® High-Fidelity DNA
Polymerase
Restriktionsendonukleasen
Shrimp Alkaline Phosphatase
T4 DNA Ligase

Gerate

Blot-Apparatur Trans-Blot® SD
Semi-Dry Electrophoretic Transfer Cell
Brutschrank, APT LineSerieBD/ED/FD
Brutschrank, CO; Inkubator

Thermo Forma

Chromatographie-Saule Serie ECOplus
(TAC15/125PE0-AB-1)
Druckluftregulierer
Flachbettgelelektrophoresekammern
FolienschweiBgerat SEVERIN Folio

FPLC-Anlage:
BioLogic HR Chromatography System
BioLogic Workstation, Fraction
Collector Model 2128 und BioLogic
HR System Software
Gefrierbehélter Nalgene® Mr. Frosty
Geldokumentationsanlagen

o Dianall

o Gel Max

Gene Pulser

Sartorius, Géttingen

Promega GmbH, Mannheim
Agilent Technologies, Bdblingen

New England Biolabs, Frankfurt/Main

Promega GmbH, Mannheim
Promega GmbH, Mannheim

Promega GmbH, Mannheim

Bio-Rad Laboratories GmbH,
Minchen

Binder, Tuttlingen
Novodirekt, Kehl

KronLab Chromatographie
Technology, Dinslaken

Fuchs, Karlsruhe

Amersham, Freiburg

SEVERIN Elektrogerate GmbH,
Sundern

Bio-Rad Laboratories GmbH,
Minchen

Sigma Aldrich GmbH, Taufkirchen

Raytest, Straubenhardt
Intas, Géttingen

Bio-Rad Laboratories GmbH,
Munchen
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iCycler iQ™ Real-Time-PCR Detection

System
Laborabzug Mc6
Mikroskope

o AxioVert 200M

Software: Axiovision Release 4.8

o DMIRE2

Bio-Rad Laboratories GmbH,
Minchen
Waldner AG, Neuhaus, Schweiz

Carl Zeiss Microlmaging GmbH,
Jena

Leica Mikrosysteme, Bensheim

Elektronikbox Leica CTR MIC, Digitalkamera C4742-95-12 ERG
(Hamamatsu, Herrsching), Software: OpenLab 5.5.0 (Openlab,

Heidelberg)
o CK2

Inverses Lichtmikroskop
o Nanowizard® Il AFM

Olympus Optical Co. GmbH,
Hamburg
JPK Instruments AG , Berlin

mit CellHesion Module, Axio Observer A1 (Carl Zeiss Microlmaging
GmbH, Jena), Cantilever (NP-0, Veeco Instruments), Software: JPK IP

o Spinning Disk Mikroskop Cell

Carl Zeiss Microlmaging GmbH,
Jena

Observer SD, inverses Mikroskop Axio Observer.Z1, konfokale

Bildaufnahme YokogawaCSU-X1, Digitalkamera AxioCam MRm,

externe Fluoreszenz-Lichtquelle HXP 120, Software: Axiovision

Release 4.8.2
PAGE-Apparatur, Mini Protean 1™,

Blotapparatur, Mini Trans Blot

PCR Cycler, Personal Cycler und UNO I

PCR/UV Workstation, Cleanspot
pH-Meter

Photometer, Bio-Photometer
Plattformschattler Unimax 2010
rotierend

Sartorius Analysenwaage BP 221S
Sartorius Prazisionswaage PT 310
Schiittelinkubator, Orbital Shaker

Sicherheitsschrank

Bio-Rad Laboratories GmbH,
Minchen

Biometra, Goéttingen

Coy, Michigan, USA

WTW, Weilheim

Eppendorf, Hamburg

Heidolph Instruments GmbH & Co.
KG, Schwabach

Sartorius AG, Géttingen

Sartorius AG, Géttingen

Thermo Forma, Marietta, USA
Dulperthal Sicherheitstechnik GmbH
& Co. KG, Karlstein
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Spin Coater, Typ SCV-20
Sputteranlage:

Leybold-Heraeus Z 400
Stickstofftank Thermo Cryotechnics
Biorack 5400

Sterilbank Microflow2
Tischschattelinkubator, Forma Orbital
Shaker Model 420

Ultra-Low Temperature
Gefrierschrank (-80°C)
Ultraschallbad: Sonorex

UV/Visible Spektrophotometer
UltrospecTM 2100 pro

UV-Lampe

MHL 570

Vakuumpumpe Laboport N811KT.18
Vivacell 250

Wasserbad Modell WNB 7
Schwabach

Wasserbad WB 12

Zentrifugen
o Biofuge fresco
o Centrifuge 5415R
o Eppendorf Tischzentrifuge
o Heraeus® Fresco™

o Hettich Universal 32 R mit
Ausschwingrotor
o Multifuge® 3 S-R

Kits
BCA Protein Assay Kit
ECL Plus™ Western Blotting

LOT-Oriel, Darmstadt
Leybold-Heraeus GmbH, Hirth

Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, USA

NUNC, Roskilde, Danemark
Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, USA

New Brunswick Scientific, New
Jersey, USA

Bandlin, Mérfelden-Walldorf
GE Healthcare Europe GmbH,
Freiburg

UV Technik Meyer GmbH,
Ortenberg

KNF Neuberger GmbH, Freiburg
Sartorius, Géttingen

Memmert GmbH+Co.KG,

PD-Industriegesellschaft mbH,

Dresden

Kendro, Langenselbold
Eppendorf AG, Hamburg
Eppendorf AG, Hamburg
Thermo Fisher Scientific
Inc., Waltham,USA

Andreas Hettich GmbH & Co.

KG, Tuttlingen
Kendro, Langenselbold

Merck KGaA, Darmstadt
Amersham GmbH, Freiburg
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Detection System

High Pure PCR Product Purification Kit  Roche Applied Science, Mannheim

High Pure Plasmid Isolation Kit Roche Applied Science, Mannheim

High Pure RNA Isolation Kit

Roche Applied Science, Mannheim

Pure YieldTM Plasmid Midiprep Promega GmbH, Mannheim

System

Oligonukleotide

GAPDH_fwd
GAPDH_rev
His12_Notl _back
His12_Xhol fwd
hNCad_fwd
hNCad_EC1-2 rev

hNCad_EC1-5 rev

Muta_12His_Stop_back
TGC

Muta_12His_Stop_fwd
CGT

mECad_RT_fwd
mECad_RT rev
mNCad_RT_fwd
mNCad_RT rev

Plasmide

hECad-EC1-2-SNAP
hECad-EC1-5-SNAP

5 TGC GAC TTC AACAGC AACTC &

5 ATG TAG GCC ATG AGG TCCAC 3

5 GAG CGG CCG CCT GAC GGG TAAAGC TCTCCT G &
5 GAC TCG AGC AGG AGG AAT TAACCATGGCAZ

5 GA GAT ATC ATG TGC CGG ATAGCG GGAGC 3’

5 GA GAT ATC CTC ATT GTT GAT TGT AAA CAT GTT
GGG 3
5 GA GAT ATC AAG CCC CGC ACC CAC AATCC 3’

5 GGT ACG TTT CAT TTC GCA ATC TTA ATC CAT AGA

AGG 3
5 CCT GCA TCT ATG GAT TAA GAT TGC GAA ATG AAA

ACC 3
5 AAA CTT GGG GAC AGC AACATC AG 3

5 TCTTTT GGT TTG CAG AGA CAG GG 3’
5 AGC GCAGTC TTACCG AAGG 3
5 TCG CTG CTT TCATACTGAACTTT 3

Jubin Kashef, Karlsruhe

Jubin Kashef, Karlsruhe

hECad-EC1-5-SNAP-12His vorliegende Arbeit
hECad-EC1-2-SNAP-12His vorliegende Arbeit

hE-Cadherin-EGFP

hNCad-EC1-2 in pGEMT
hNCad-EC1-5 in pGEMT

Andre Menke, Ulm
Adam Kaczorowski, Karlsruhe

Adam Kaczorowski, Karlsruhe
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e hNCad-EC1-2-SNAP-12His vorliegende Arbeit
e hNCad-EC1-5-SNAP-12His vorliegende Arbeit

e hN-Cadherin-EGFP Andre Menke, Ulm
e N-Cadherin full-length in RZPD, Berlin

pBluescriptR
e pBAD-SNAP26B-GFP Covalys Biosciences AG, Witterswil, Schweiz
e pPSEMS1-26m Covalys Biosciences AG, Witterswil, Schweiz
e pSEMS1-26m-12His vorliegende Arbeit

3.9 Puffer und Lésungen

Alle Lésungen werden entweder autoklaviert oder aus sterilen Stammlésungen und
Aqua bidest. bzw. DEPC-H,O angesetzt. Bei der Verwendung nicht autoklavierbarer
Chemikalien wie z.B. Methanol, Glucose, Triton-X-100 oder Tween 20 werden die

Lésungen — wenn nétig — durch Sterilfiltration (& 0.2 um) entkeimt.

3.9.1 Molekularbiologie und Biochemie

e Ampicillin-Stammlésung (1000x)
100 mg Ampicillin pro ml Aqua bidest., bei — 20° C lagern.
e Coomassie Brillant Blue Entfarbelésung
45% MeOH und 10% Essigsaure in 1 Liter Aqua bidest.
e Coomassie Brillant Blue Farbelésung
40g CBB in 100 ml Essigsaure und 450 MeOH auf 1 Liter mit Aqua bidest.
auffllen.
e Elektrophorese-Laufpuffer
25 mM Tris, 192 mM Gilycin, 0.1% (w/v) SDS.
e Elutionspuffer
10 mM HEPES, 150 mM NaCl, 500 mM Imidazol, pH: 7,5 einstellen.
e Glycerinlésung
10% (v/v) Glycerin in Aqua bidest.
e HBS
10 mM HEPES, 150 mM NaCl, pH: 7,5 einstellen.
e 6x Ladepuffer fir DNA-Auftrennung
0.25% (w/v) Orange G, 40% (w/v) Saccharose in Aqua bidest.
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e | Bawp-Agar-Platten
1.5% (w/v) Select Agar in LB-Medium lésen und autoklavieren. Nach
Abkuhlen auf 55° C 1 ml Ampicillin-Stamml&sung pro Liter zugeben und in
Petrischalen (J 9.4 cm) gieBen. Die erkalteten Platten werden kopflber bei 4°
C gelagert.
e LBavp-Medium
1 ml Ampicillinlésung pro Liter LB-Medium.
e | B-Medium
10 g Baktotrypton, 5 g Hefeextrakt, 10 g NaCl, ad 1 | Wasser, pH 7.5.
e 5% (w/v) Magermilchpulver in PBS
e 1xPBS
137 mM NacCl, 2.7 mM KCl, 6.5 mM Na,HPO4, 1.5 mM KH,PO,, pH 7.5.
e PBST
0.1% (v/v) Tween 20 in 1x PBS.
e 5x SDS-Ladepuffer
0.5 M Tris/HCI pH 6.8, 10% (w/v) SDS, 20% (v/v) Glycerin, 5% (v/v) B-Mer-
captopropandiol, 0.1% (w/v) Bromphenolblau.
e Startpuffer (FPLC)
10 mM HEPES, 150 mM NaCl, 10 mM Imidazol, pH: 7,5 einstellen.
e SOB-Medium
20 g Baktotrypton, 5 g Hefeextrakt, 0.5 g NaCl, 2.5 g MgCl,, ad 11 Aqua bidest.
e SOC-Medium
20 mM MgCl,, 20 mM MgSQ4, 20 mM Glucose.
e TAE-Puffer
40 mM Tris/Acetat pH 8.3, 1 mM EDTA.
e 10xTBS
0,5 M Tris/HCI, 1,5 M NaCl, pH 7,4 einstellen.
e TBST
0.1% (v/v) Tween 20 in 1xTBS.
e TFB1
30 mM Kaliumacetat, 10 mM CaCl,, 50 mM MnCl,, 100 mM RbCl,
15% Glycerin, pH mit Essigsaure auf 5.8 einstellen, bei Raumtemperatur

lagern.
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TFB2

100 mM MOPS, 75 mM CaCl,, 10 mM RbCI und 15% Glycerin
pH mit 1 M KOH auf 6.5 einstellen, bei Raumtemperatur lagern.
Transferpuffer

25 mM Tris, 192 mM Gilycin, 10% (v/v) Methanol.

Zellbiologie

Alzianblau Beschichtungslésung

1% (v/v) Alzianblau, 1% Essigsaure.

Blockierungslésung

2,5% BSA in 1x PBS.

Blockierungslésung fur mES

10% Pferdeserum in 0,1% PBST.

DAPI-Kernfarbelésung

Stammldsung: 1 mg/mlin 1x PBS.

Gebrauchslésung: 1:1000 in 1x PBS.

Einfriermedium

40% Gebrauchsmedium + 40% hitzeinaktiviertes FCS + 20% DMSO.
Einfriermedium flr Stammzellen/ MEF

90% hitzeinaktiviertes FCS + 10% DMSO.

Elektroporationspuffer

120 mM KCI, 10 mM K,PO4/ KH2PO4 pH 7.6, 2 mM MgCl,, 25 mM Hepes pH
7.6, 0.5% Ficoll 400.

G418

1 gin 10 ml DMEM High Glucose I6sen, pH durch Zugabe von 1M NaOH
einstellen, steril filtrieren, aliquotieren, bei -20 °C lagern.

0,1 % Gelatine

0,1% Gelatine in 1x PBS Iésen, autoklavieren.

Hitzeinaktives FCS:

Das fetale Kalberserum wird durch 30 min Erhitzen auf 56° C inaktiviert.
Magnetpuffer

50% DMEM + Zusatze + 50% PBS.

Mitomycin

25
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2 mgin 10 ml PBS Iésen, steril filtrieren, bis zu 1 Monat haltbar, Lagerung bei
4°C.

Mowiol/DABCO

0.6 g Glycin und 2.4 g Mowiol in 6 ml sterilen H,O und 12 ml Tris/HCI (pH 7.8)
gemanB Herstellerangaben Iésen; 25 mg/ml DABCO hinzugeben, aliquotieren,
Lagerung bei —20°C.

NOP-Puffer

150 mM NacCl, 10 mM Tris/HCI (pH 7.8), 1 mM MgCl,, 0.75 mM CacCly, 2%
(v/v) NP40.

Paraformaldehyd Fixierldsung (4%)

10g PFA 150 ml Aqua bidest. und 0,5 ml 1M NaOH I6sen und auf unter 60°C
erhitzen. Durch einen Faltenfilter filtrieren und 25 ml 10x PBS zugeben, auf
250 ml mit Aqua bidest. Aufflillen, pH 7,4 einstellen, aliquotieren, Lagerung bei
-20°C.

0,1% PBST

0,1% TritonX100 in 1x PBS.

0,5% PBST

0,5% TritonX100 in 1x PBS.

Vereinzelungslésung

2% hitzeinaktiviertes Hilhnerserum + 2 mM EDTA in 50 ml PBS, steril

filtrieren.

3.10 Thiole
o EG4-Thiol: C19H4005S Asemblon, Redmond,
USA
HS 0)

OH
4
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e Methoxy-terminales (MeQO)-EGs-Thiol (C1gH3304S)  Fraunhofer Institut fir
Fertigungstechnik und
Angewandte Material-
forschung, Dr. K.
Rischka, Bremen

0]
HS O SCH;
3
e Benzylguanin (BG)-Thiol (C4gHg2NsOsS>) Senso Path
Technologies,
Inc., Bozeman, USA
NH,
N
/N
NH 07 N\ =
| ° 6 T N NH
| 5 ~/
SN TN TN T

3.11 Zelllinien und Medien

Tabelle 3.3 Beschreibung der verwendeten Zelllinien und ihre entsprechenden Medien.

. . Rolf Kemler, MPI,
DECMA Hybridomazellen DMEM Vollmedium Freiburg

Humane . .
HEK 293 Nierenepithelzellen DMEM Vollmedium ATCC: CRL-1573

HEK293, die LIF Erwin Wagner, Madrid,

LIFa5 exprimieren MEMao Vollmedium Spanien
L-Zellen Murine Fibroblasten DMEM Vollmedium ATCC: CCL-1.3
MEF Primare murine Stammzelimedium Prapariert am Campus
Fibroblasten Nord mit A. Rolletschek
Murine embryonale Stammzellmedium +
W4 mES Zellen Stammzellen LIF Auerbach et al., 2000
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) Ursprungslinie HEK, DMEM Vollmedium
gEg{\IEX?’dTEﬁiL ECad-EC1-5-SNAP- + Sinem Engin, Karlsruhe
- - 12His transfiziert 2 mg/ml G418
i Ursprungslinie HEK, DMEM Vollmedium
PO ECad-EC1-2-SNAP- N Vorliegende Arbeit
— - 12His transfiziert 2 mg/ml G418
Ursprungslinie L-Zellen DMEM Vollmedium
ECadEGFP/L-Zellen o + Vorliegende Arbeit
hECadEGFP transfiziert
2 mg/ml G418

e DMEM Vollmedium:
DMEM High Glucose (PAA) + 1% Penicillin/Streptomycin + 10 %
hitzeinaktiviertes FCS.

e MEMa Vollmedium:
o-MEM + 1% Penicillin/Streptomycin + 10 % hitzeinaktiviertes FCS
+ 1TmM L-Glutamin.

e Stammzellmedium:
DMEM High Glucose (Gibco) + 15% hitzeinaktiviertes FCS +
1% Penicillin/Streptomycin + 1TmM Sodiumpyruvat + 2 mM L-Glutamin + 1x
NEAA (100x) + 0,1 mM B-Mercaptoethanol.

e HD-Medium:
IMDM (Gibco), 20% hitzeinaktiviertes FCS + 2 mM L-Glutamin +1% Pen/Strep
+ 1x NEAA (100x) + 1,5 ml 1-Thioglycerol-Gemisch (13 pl 1-Thioglycerol auf
1ml IMDM, steril filtriert).
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4 Methoden

4.1 Molekularbiologische Methoden

4.1.1 Herstellung chemokompetenter E. coli

Um chemokompetente Bakterien herzustellen, werden JM109/E.coli auf einer
antibiotikafreien LB-Agarplatte ausgestrichen und Uber Nacht bei 37°C inkubiert.
2,5 ml antibiotikafreies LB-Medium wird mit einer einzelnen Kolonie von der LB-Platte
angeimpft und Ober Nacht bei 37°C geschittelt. Die Ubernachtkultur wird in mit
20 mM MgSOQO, versetztem LB-Medium 1:100 verdinnt. Die Zellen werden in einem
500 ml Erlenmeyer-Kolben inkubiert, bis die Kultur eine ODgyo von 0,4-0,6 erreicht
hat. Die Bakterienkultur wird auf Eis gekUhlt und anschlieBend fir finf Minuten bei
4 500 x g und 4°C zentrifugiert. Die Bakterien werden in 100 ml eiskaltem TFB1-
Puffer resuspendiert und eine Stunde lang auf Eis inkubiert. AnschlieBend werden
sie erneut fir funf Minuten bei 4 500 x g und 4°C zentrifugiert und dann in 5 ml
eiskaltem TFB2-Puffer resuspendiert. Die Zellen werden 30 Minuten auf Eis inkubiert.
AnschlieBend werden je 100 pl Bakteriensuspension aliquotiert und bei —80°C

eingefroren.

4.1.2 Transformation chemokompetenter E. coli

Transformation ist das Einbringen von Fremd-DNA in prokaryotische Zellen. Dazu
muss die Bakterienzelle zur Aufnahme angeregt werden. Dies erfolgt bei
chemokompetenten Bakterien durch einen Hitzeschock.

Zu 50 ul chemokompetenten E.coli-Bakterien (JM 109) werden 2ul Ligationsansatz
gegeben und 30 min auf Eis inkubiert. Nach einem Hitzeschock bei 42°C Uber 45
Sekunden und 2 min auf Eis werden die Zellen zur Regeneration fiir eine Stunde in
450 pl SOC-Medium bei 37°C inkubiert.

100-500 pl der Bakteriensuspension werden ausplattiert auf einer LB-Platte,
versehen mit der entsprechenden Antibiotikumresistenz. Diese wird zur Inkubation
tber Nacht bei 37°C bebritet.

4.1.2.1 Isolierung bakterieller Plasmid DNA im kleinen und mittleren MaBstab
Mit Hilfe des ,High Pure Plasmid Isolation Kit* von Roche fir den kleinen und des
,Pure Yield Midiprep System® von Promega flir den mittleren MaBstab wird die

Isolierung nach den Herstellerangaben durchgefinhrt.
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Prinzipiell erfolgen die Aufreinigungen der Plasmid DNA nach dem gleichen Prinzip:
Durch alkalische Lyse werden die Bakterien aufgeschlossen und die bakterielle DNA
sehr effektiv entfernt. Die bakterielle DNA wird dann an eine Membran gebunden und
nach mehreren Waschschritten wieder eluiert.

Far den kleinen MaBstab werden 3 ml und fur den mittleren 100 ml des selektiven
LB-Mediums mit einer Bakterienkolonie inokuliert und tber Nacht bei 225 rpm und
37°C inkubiert.

4.1.3 Fallung der Nukleinsauren

Far die Fallung wird das Nukleinsdaurevolumen mit einem Zehntel 3M Natriumacetat
und einem Zwanzigstel EDTA (0,5 M, pH 8,0) versetzt. Zuséatzlich wird das 2,5 fache
an 100%igem Ethanol zugegeben. 15 min auf Eis férdern das Ausfallen der
Nukleinsauren. Durch Zentrifugation bei 13000 rpm Uber 15 min werden die
Nukleinsauren pelletiert. Um Salz- und Alkoholreste zu entfernen, werden die
gefallten Nukleinsaduren in 70%igem Ethanol aufgenommen, erneut pelletiert und
abschlieBend wird das Prazipitat bei Raumtemperatur kurz getrocknet. Die geféllten
Nukleinsauren werden je nach Bedarf in 20-50 ul Aqua bidest. aufgenommen und bei

-20°C gelagert.

4.1.4 Photometrische Bestimmung der Nukleinsaurekonzentration

Durch  Messung der optischen Dichte bei 260 nm kann die
Nukleinsaurekonzentration bestimmt werden. Per Multiplikation der ODggo mit dem
Verdunnungsfaktor und dem spezifischen Multiplikationsfaktor wird die Konzentration
errechnet. Der Multiplikationsfaktor betragt far doppelstrangige DNA 50, far
einzelstrangige DNA 33 und fir RNA 40.

Eine Verunreinigung des Préaparates durch Proteine kann durch das Verhéaltnis der
optischen Dichte bei 260 nm (Absorptionsmaxium der Nukleotide) zur optischen
Dichte bei 280 nm (Absorptionsmaximum der Proteine) festgestellt werden.

Proteinfreie Nukleotidldsungen haben ein Verhaltnis von 1,8-2,0.

4.1.5 cDNA Synthese durch reverse Transkription

Die cDNA (complementary DNA) Synthese erfolgt aus RNA durch reverse
Transkription. Dabei wird die RNA in cDNA umgeschrieben.
Zu 150 ng RNA werden 2 pl Oligo(dT)18 Primer zugegeben und tUber 5 min bei 70° C

inkubiert. Danach kommt der Ansatz sofort auf Eis. Es werden anschlieBend 9,5 ul
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des Reaktionsansatzes zugegeben, der aus 4 pl 5x Puffer, 0,5 ul RNAsin, 1 ul 10
mM dNTPs und 4 ul sterilem H,O besteht. Von jedem RNA-Ansatz gibt es einen
positiven Ansatz, in den zusatzlich 0.5 wl (100 U) MMLV Reverse Transkriptase
gegeben, und einen negativen Ansatz, der ohne Reverse Transkriptase inkubiert
wird. Dieser Negativansatz dient dem Ausschluss von DNA-Kontaminationen.

Die cDNA-Synthese erfolgt zunachst bei 25°C Uber 5 min und anschlieBend bei 42°
C Uber 60 min. Die cDNA wird bei —20° C gelagert.

4.1.6 Amplifikation spezifischer DNA-Fragmente mittels PCR
Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist eine Methode, um DNA-Abschnitte

zwischen zwei Oligonukleotid-Primern  exponentiell zu amplifizieren. Als
thermostabile DNA-Polymerase dient die Phusion-Polymerase (NEB), eine
verbesserte Pyrococcus furiosus DNA Polymerase. Diese Polymerase ist besonders
fur das Vervielfaltigen von Ligationsfragmenten geeignet, da sie eine verstarkte
Korrekturlesefunktion besitzt und so Mutationen verhindert werden.

Der PCR-Ansatz mit einem Gesamtvolumen von 50 ul enthéalt 1 ul cDNA, 10 pwl HF
Puffer, 1 ul 10 mM dNTPs, 1,5 pl DMSO, 0,5 ul Phusion Polymerase und je 1 pul der
Primer.

Die Proben werden in einem Thermozykler inkubiert. Der erste Schritt ist eine
Inkubation bei 95°C Uber 5 min, um die DNA zu denaturieren.

Danach folgen, abhangig vom Primerpaar, 25-36 Zyklen mit 30 Sekunden bei 95°C,
30 Sekunden bei der spezifischen Hybridisierungstemperatur fir die Primer, meist
zwischen 45°C und 60°C, und 30 Sekunden bei 72°C fur die Neusynthese der DNA.
AnschlieBend erfolgt eine Inkubation tUber 10 min bei 72° C und eine Abkihlung auf
4°C (Abb. 4.1).

Zyklus | Zeit Temperatur | Beschreibung
1x 5min | 95°C Denaturierung
30 sec | 95°C Denaturierung
30 sec | 45-60°C Annealing
25-36x .
30 sec | 72°C Elongation
1x 10 min | 72°C Elongation
1x o0 4°C

Abb. 4.1: Standardprogramm im Thermozykler.



Methoden 32

Nun kdénnen die Proben auf ein Agarosegel aufgetragen oder bei —20°C gelagert
werden. Die Amplifikation wird Gber ein analytisches Agarosegel dargestellt.

4.1.7 Mutagenese PCR

Um eine Mutation in eine Sequenz einzufligen, wird eine Mutagenese PCR
durchgefuhrt. Dazu werden komplementare Primer hergestellt, die 25-45 Basenpaare
und die Mutationsstelle in ihrer Mitte besitzen. Die Schmelztemperatur der Primer
sollte 78°C nicht unterschreiten, der GC Gehalt nicht weniger als 40% betragen. Der
PCR-Ansatz hat ein Gesamtvolumen von 50 pl, darin sind 5 pl 10x Puffer, 5-50 ng
DNA, je 1 pl Primer, dNTPs und der PfuTurbo DNA Polymerase enthalten. Die
Zyklenanzahl andert sich, je nachdem welche Mutation eingefligt werden soll: 12
Zyklen fur eine Punktmutation, 16 Zyklen fir einzelne Aminosdureédnderungen und
18 Zyklen fir multiple Aminosaureaustausche. Die Elongationszeit berechnet sich
aus der GrdéBe der urspringlichen DNA (Abb. 4.2).

1x 30 sec 95°C Denaturierung
30 sec 95°C Denaturierung
12-18x | 1 min 55°C Annealing
2 min/kb | 68°C Elongation
1x 10 min 68°C Elongation
1x oo 4°C

Abb. 4.2 : Parameter der Mutagenese-PCR.

Ein nachfolgender Restriktionsverdau mit der Restriktionsendonuklease Dpnl zerstort
die urspringliche DNA, da das Enzym nur methylierte DNA abbaut. Durch Zugabe
von 1 ul zu dem PCR Produkt und Inkubation Gber 1 Stunde bei 37°C bleibt
ausschlieBlich die neu-synthetisierte und mutierte DNA zurlck. Als Kontrolle kann ein
Kontroll-Restriktionsverdau dienen, aber erst die Sequenzierung zeigt, ob die
Mutation vollstandig gegliickt ist.

4.1.8 Quantitative Real-time PCR

Die quantitative real-time PCR veradndert das Prinzip der Standard PCR
dahingehend, dass zusatzlich ein Fluoreszenzfarbstoff verwendet wird. In der
vorliegenden Arbeit wurde ausschlieBlich mit dem Fluoreszenzfarbstoff SYBR®
Green | gearbeitet. Dieser bindet an doppelstandige DNA und markiert diese
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dadurch. Da die Fluoreszenz proportional mit den DNA-Amplifikaten zunimmt,
kénnen diese durch die Intensitdtszunahme im iCycler verfolgt werden.
Da nur die exponentielle Phase der PCR Aufschluss Uber die Quantitat liefern kann,
wird ein Schwellenwert Ct (Threshold Cycle) angezeigt, der den ersten Zyklus zeigt,
in dem die Fluoreszenz deutlich tber der Hintergrundsfluoreszenz liegt.
Die Zyklenzahl n entspricht dabei dem Schwellenwert Ct und N der Anzahl der

Amplikon-Molekille am Schwellenwert.

N=N,-2¢

Zur Normierung der eingesetzten DNA-Menge wurde in der vorliegenden Arbeit das
Haushaltsgen GAPDH (Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase) verwendet.

Zur relativen Quantifizierung berechnet sich die Anderung der DNA-Menge des
Zielgens (T) relativ zu dem Haushaltsgen GAPDH (R):

N, :NTO’ZCtT

_ Ct
NR - NRO * 2 R
Es wird eine Normierung auf das Haushaltsgen durchgefihrt. Das Verhéltnis

zwischen dem Zielgen (T) und dem Haushaltsgen (R) ist:

N, N, -2

N, Np, -2

NTO 2CZ‘T Ctp
Ny,
NTO 2ACZ‘

NRO

Dadurch ergibt sich die Formel fir das Ausgangsverhaltnis von Zielgen (T) und

Haushaltsgen (R):

NTO _NT .2—ACt

NRO NR
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Eine Probe wird als Kontrolle festgelegt. Alle anderen Proben werden als Testproben
definiert. Um das Verhélinis der Kontrolle zu den anderen Werten zu berechnen,

nutzt man folgende Formeln:

N7o(rest) N1(resn) | 2—ACt(test)
NR O(rest) _ NR(test)
N7o(control) N T(control) 2—ACt(control )
N Ro(control) N R (controt)

2—ACt(test)

o 2—ACt(control)

A —A —AAC
— 2 Ct(control y~ACt(test) — 2 t
mit AACt = ACt (test) - ACt (control)

Well NT(test) = NR(test) = NT(control) = NR(control)

NT(test) _ NT(control) _ 1

und damit =

NR(test) NR(control)
2724C 7eigt den Unterschied zwischen der festgelegten Kontrolle und der Testprobe
an.

[Zyklus [ 2eit [ Temperatur [ Beschrelbung |
3x 30 sec | 95°C Denaturierung
1x 5min | 95°C Denaturierung

30 sec | 95°C Denaturierung
40x | 30sec | 60/62°C Annealing

30 sec | 72°C Elongation
80x | 10sec | 60°C
1x o 4°C

Abb. 4.3: Parameter der real-time PCR.
E-Cadherin: 62°C, N-Cadherin: 60°C Annealing Temperatur.
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Jedes DNA-Fragment hat eine spezifische Schmelztemperatur, die in einer
Schmelzkurve dargestellt ist. Anhand dieser lasst sich eine ungefahre Aussage Uber
die Amplifikatsmenge geben. Schmelzkurven mit geringeren Temperaturen weisen
meist auf Primerdimere hin.

Der Reaktionsmix besteht pro Probe aus 20 pl, darin enthalten sind 2 pl cDNA, 10 pl
iQ SYBR Green Supermix, 1 pl Primer-Mix (10 mM) und 7 pl HO.

In Abb. 4.3 sind die Parameter der real-time PCR dargestellt. Die Primer wurden
bereits zuvor im Rahmen einer Diplomarbeit (N. Traub, 2012) verwendet und die
optimale Annealing Temperatur ermittelt.

4.1.9 Restriktionsverdau der DNA

Restriktionsendonukleasen schneiden doppelstrangige DNA an einer spezifischen
Erkennungssequenz. Diese Sequenz ist meist palindromisch. Je nach Endonuklease
werden die DNA-Strange glatt oder an versetzten Stellen geschnitten.

Der Restriktionsansatz besteht bei einem Gesamtvolumen von 20 ul aus 1 ug DNA, 2
ul 10x Puffer und 2 bis 3 Einheiten der Restriktionsendonuklease.

Der Ansatz wird bei der entsprechenden Optimaltemperatur, die meist bei 37° C liegt,
Uber 2 Stunden oder tber Nacht inkubiert.

4.1.10 Dephosphorylierung der linearen DNA an den 5’ Enden

Um eine Religation linearer Plasmidstrange zu verhindern, werden die 5 Enden
dephosphoryliert. Dazu werden 41 ul des linearisierten Plasmids mit 5 ul des 10x
Puffers und 2 pl der Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP, Promega) Uber 30 min bei
37°C inkubiert. Zugabe von weiteren 2 ul der SAP und eine 30 min Inkubation bei
37°C vervollstandigen die Dephosphorylisierung. Die Inaktivierung des Enzyms
erfolgt bei 65°C Uber 15 min. Zur Kontrolle erfolgt eine Transformation in E.coli und

ein Ausstreichen auf einer antibiotikumresistenten LB-Platte.

4.1.11 Ligation der DNA

FUr die Ligation werden DNA-Fragmente mit kompatiblen Enden zu der Plasmid-DNA
in das Plasmid ligiert, in der vorliegenden Arbeit in pSEMS.

Die Ligation in pSEMS erfolgt mit linearisierten DNA-Fragmenten und dem durch die
gleichen Endonukleasen linearisierten Plasmid. Der Ligationsansatz hat ein

Gesamtvolumen von 10 ul: 1 pl 10x Ligationspuffer und 1 pl T4 DNA Ligase. Plasmid
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und Insert werden im Verhaltnis 1:1 oder 1:3 eingesetzt und Gber Nacht bei 4°C

ligiert.

4.1.12 Analytische Flachbett-Gelelektrophorese

Negativ geladene Nukleinsduren kdénnen in einem Agarosegel entsprechend ihrer
GrdBe durch Anlegen einer Spannung aufgetrennt werden. Nukleinsduren tragen in
jeder Monomereinheit eine negative Ladung und wandern deshalb auf die Anode zu.
Die Geschwindigkeit, mit der die Nukleinsduren durch das Gel wandern, ist
umgekehrt proportional zum Logarithmus ihrer GréBe, d.h. je kleiner das Molekl ist,
desto schneller wandert es durch das Agarosegel.
Die Konzentration des Agarosegels richtet sich nach der GréBe der Fragmente.
Fragmente bis zu einer GréBe von 500 bp lassen sich gut in einem 2% Agarosegel
auftrennen, fir gréBere Fragmente wird ein 1% Agarosegel verwendet.

Als  GroBenvergleich  dienen  DNA-
B GréBenstandards, die neben den Proben
auf das Gel aufgetragen werden (Abb.
4.4). Durch den Vergleich der Laufstrecke
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Abb. 4.4: Verwendeter DNA GréBenstandard:  NUKleotid-Konzentration verwendet
2-log DNA-Marker (NEB). werden.
Die Agarose wird durch Aufkochen in TAE-Puffer geldst; anschlieBend lasst man sie
abklhlen und gibt Ethidiumbromid im Verhéltnis 1:10 000 zu. Die auf ca. 50°C
abgeklhlte Suspension wird in eine Gelform gegossen und erhartet. In der Gelform
befindet sich ein Kamm, der Taschen im Agarosegel ausspart, in welche die mit
sechsfach Ladepuffer versetzten Proben gegeben werden. Es wird eine Spannung
zwischen 60 und 120 V angelegt. Ethidiumbromid interkaliert zwischen die
Basenpaare der DNA-Fragmente, was durch UV-Licht einer Wellenlange von A =

312 nm oder A = 254 nm angeregt wird.
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4.1.13 Praparative Extraktion der DNA aus dem Gel

Nach der Auftrennung durch die Gelelektrophorese kénnen die gewtinschten DNA-
Banden mit einem Skalpell aus dem Agarosegel herausgeschnitten werden. Mittels
,High Pure PCR Product Purification Kit* (Roche) kann die DNA entsprechend den
Herstellerangaben aus dem Gel extrahiert werden.

4.1.14 Sequenzanalyse

Die Sequenzanalyse erfolgt nach der Sanger-Sequenzierung (Sanger et al., 1977)
und wird durchgefthrt von der Firma GATC, Biotech AG (Konstanz).

4.2 Zellbiologische Methoden

4.2.1 Saugetierzelllinien

In der vorliegenden Arbeit wurden HEK und L-Zellen verwendet. Die genauen
Beschreibungen der Zelllinien und ihrer Medien sind in Abschnitt 3.11 dargelegt.

4.2.1.1 Kultivierung und Passagieren der Zellen

Die Zellen werden bei 37°C und 7% CO kultiviert. Konfluente Zellen werden durch
Zugabe von Trypsin/EDTA und kurze Inkubation bei 37°C von der
Gewebekulturflasche abgelést. Das Trypsin spaltet die extrazellularen Proteine und
l6st dadurch die Verankerung der Zellen zu der Oberflache. Sobald die Zellen
vereinzelt vorliegen, wird das Komplettmedium zugegeben, um die enzymatische
Wirkung des Trypsins zu neutralisieren. Die Zellen werden mit einer Verdiinnung von

1:5 bis 1:20, je nach Bedarf und Zelltyp, in neue Gewebekulturflaschen ausgesat.

4.2.1.2 Transfektion verschiedener Zelllinien

Transfektion ist das Einbringen von Fremd-DNA in eukaryotische Zellen. In der
vorliegenden Arbeit wurde dies mit Hilfe des Transfektionsreagenz TransPass™
Cos7/HEK293 (NEB) durchgefihrt. Das Reagenz besteht aus nicht-lipidischen
kationischen Polymeren, die mit der DNA einen Komplex bilden und von der Zelle
durch Endozytose aufgenommen werden kdnnen.

Flr die Transfektion wird ein Transfektionsgemisch hergestellt, das aus serumfreiem
Medium, dem Transfektionsreagenz und der DNA besteht. Nach einer halbstindigen
Inkubation wird dieses Gemisch auf die Zellen getropft. Je nach eingebrachter DNA
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kann die Transfektionseffizienz im Western-Blot oder in der Immunfarbung

nachgewiesen werden.

4.2.1.3 Elektroporation

Die Elektroporation wurde von Dr. Clemens Franz am CFN (KIT) durchgefiihrt. Dazu
werden L-Zellen in einer 15 cm Gewebekulturschale kultiviert, bis sie eine 95%ige
Konfluenz erreichen. Diese werden ein Tag vor der Transfektion 1:2 gesplittet. Am
nachsten Tag werden die Zellen mittels Trypsin abgelést und in
Elektroporationspuffer aufgenommen. Durch den Elektroporator GenePulser (250 V,
960 mF) wird 10 pg Plasmid-DNA in 2x10” Zellen eingebracht. Die Zellen werden
uber 24 h im Inkubator kultiviert und konnen anschlieBend flir die

Einzelzellkraftmessungen eingesetzt werden.

4.2.1.4 Herstellung stabiler Zelllinien

Grundsatzlich unterscheidet man zwei Formen der Transfektion, die transiente und
die stabile Transfektion. Bei der stabilen Transfektion wird die eingefligte DNA in die
Wirts-DNA ein- und nicht mehr abgebaut. Dies wird durch die Selektion positiver
Zellen Uber mehrere Generationen erreicht. Als Selektionsmarker wird in der
vorliegenden Arbeit Geniticinsulfat (G418) verwendet, dessen Resistenz auf den
eingebrachten Plasmiden liegt.

Dazu wird jeden zweiten Tag das Medium gewechselt und zusatzlich 2 mg/ml G418
zugegeben. In der Selektionsphase sterben die Zellen ab, die nicht transfiziert
wurden bzw. deren eingebrachte DNA wieder abgebaut wurde (transiente
Transfektion). Es bleiben einzelne Kolonien zurlick, welche die fremde DNA in ihr

Genom eingebaut haben.

4.2.1.5 Bead-Aufreinigung der transfizierten Zellen

Da die Selektion mit G418 nicht immer ausreicht, eine homogene Population an
stabilen Zelllinien zu bekommen, werden die Zellen, die mit den verschiedenen
Cadherin-EGFP Konstrukten transfiziert wurden, durch Bead-Aufreinigung zusatzlich
selektiert.

Je zwei 25 cm?® Gewebekulturflaschen mit konfluenten Zellen werden fiir einen
Ansatz zusammengefuhrt. Zum Ablésen der Zellen wird hier Vereinzelungslésung
verwendet, welche die Zellen ablést, ohne die extrazellularen Matrixproteine zu
zerstoren. Antikérper, die an die extrazelluldren Doménen des entsprechenden
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Cadherins binden, werden Uber 45 min mit den Zellen in Magnetpuffer rotierend bei
4°C inkubiert. Nach wiederholtem Waschen der Zellen mit dem Magnetpuffer Gber
Zentrifugationsschritte bei 900 rpm und 6 min werden antikbrpergekoppelte
magnetische Beads, die gegen den Wirt der primaren Antikdrper gerichtet sind, fur
eine Stunde rotierend bei 4°C inkubiert. SchlieBlich werden die transfizierten Zellen
nach weiteren Waschschritten mit dem Magnetpuffer Uber einen Magneten selektiert,
in Komplettmedium ausgesat und Uber Nacht kultiviert. Tote Zellen und nicht-
gebundene Magnetbeads werden am nachsten Tag entfernt und neues Medium mit
G418 wird hinzugegeben.

Tab. 4.5: Verwendete primére Antikérper und magnetische Beads.

ECadEGFP/L-Zellen 2 yl DECMA-1 (Sigma-Aldrich) 20 pl sheep anti-rat IgG

NCadEGFP/L-Zellen 6 pl N-Cadherin (Santa-Cruz) 30 ul sheep anti-rabbit IgG

4.2.1.6 Proteingewinnung aus stabilen Zelllinien

Stabile Zelllinien, mit Ecad-EC1-5-SNAP-12His oder Ecad-EC1-2-SNAP-12His
transfiziert, werden in 25 cm? Gewebekulturflaschen zur Selektion mit G418 kultiviert.
Die Zellen exprimieren das gewunschte Protein und sekretieren es.

Um ausreichend Protein zu erhalten, werden diese Zellen in 175 cm?
Gewebekulturflaschen ausgesat. Jeden 2. bis 3. Tag (bis zur Konfluenz der Zellen)
werden die Uberstdnde abgenommen, in denen sich das Protein befindet. Durch
Zentrifugation bei 2000 rpm und 4°C Uber 10 min werden tote Zellen und ZelltrGimmer
entfernt. Bis zur Aufreinigung kann der Uberstand bei 4°C gelagert werden
zusammen mit Proteaseinhibitoren, die den Abbau der Proteine verhindern.

4.2.1.7 Zellzahlbestimmung

Zur Zellzahlbestimmung werden die Zellen vereinzelt und abhangig von der
Zelldichte verdinnt. In die Neubauer-Zahlkammer wird die Zellsuspension eingeflgt,
und die Zellen kénnen ausgezahlt werden.

Je 4 Gruppenquadrate, die sich an den Ecken befinden, werden ausgezahlt. Die
Gruppenquadrate umfassen je 16 GroBquadrate; nur Zellen, die sich innerhalb dieser
GroBquadrate befinden, werden ausgezahlt; befinden sich Zellen auf der Grenzlinie,
werden nur die auf der linken und unteren Linie ausgezahilt.

Der Mittelwert der 4 Gruppenquadrate wird gebildet, mit 10* und gegebenenfalls
einem VerdUnnungsfaktor multipliziert. Dies ergibt die Zellzahl pro ml.
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4.2.1.8 Proteinextraktion durch nicht-ionisches Detergenz (NOP-Lysate)

Membrangebundene Proteine, wie die hier extrahierten Cadherine, miissen aus der
Membran herausgeldst werden, um sie mittels SDS-PAGE aufzutrennen (Abschnitt
4.3.4). Dies geschieht mithilfe von Detergenzien, die sich mit ihren hydrophoben
Resten an die transmembranen Bereiche der Proteine anlagern, dadurch die
Lipoproteine verdrangen und das Protein aus der Membran solubilisieren.

Die konfluenten Zellen werden mehrmals mit 1x PBS gewaschen. Danach werden
sie mit einem Zellschaber abgelést, in 1,5 ml 1x PBS Uberfuhrt und bei 1000 rpm und
4°C Uber 5 min zentrifugiert. Die Zellen werden in 300 ul NOP-Puffer, der das nicht-
ionische Detergenz Nonidet® P40 enthalt, und Proteaseinhibitoren resuspendiert.
Durch die Scherkréafte des Auf- und Abziehens durch eine Kanile werden die Zellen
aufgeschlossen. Eine Stunde Rotation bei 4°C solubilisiert die Membranproteine.
Nach Zentrifugation bei 13 000 rpm und 4°C Uber 10 min befinden sich die Proteine
in der oberen wassrigen Phase und kénnen fir die Proteinanalyse verwendet

werden.

4.2.1.9 RNA-Extraktion aus Zellen

Fir die quantitative real-time PCR ist es erforderlich RNA aus Zellen zu extrahieren.
Diese wird dann mittels reverser Transkription in cDNA umgeschrieben, und die
Expression kann ermittelt werden. Um Kontaminationen zu vermeiden, muss steril
gearbeitet werden.

Zellen, semikonfluent gewachsen in einer 25 cm? Flasche, werden mehrmals mit 1x
PBS gewaschen. 1,5 ml 1x PBS werden zugegeben, und die Zellen werden mittels
Zellschaber abgeldst. Die Zellen werden 10 min bei 2000 rpm und 4°C zentrifugiert,
und die RNA wird mittels ,High Pure RNA Isolation Kit* (Roche) nach
Herstellerangaben isoliert. Dabei werden die Zellen zunachst lysiert, und die
Nukleinsauren werden an eine Membran gebunden. Die DNA wird durch einen
DNAse Verdau abgebaut. Nach mehreren Waschschritten wird die RNA schlieBlich
eluiert und bei —80°C gelagert.

4.2.1.10 pCP-Adhéasionsassay
L-Zellen bzw. EcadEGFP/L-Zellen werden fir das pCP-Experiment mit

Vereinzelungslésung vereinzelt, in Medium ohne FCS aufgenommen und bei 900
rom und 4°C dber 5 min abzentrifugiert. Die Zellzahl wird in der Neubauer-
Zahlkammer bestimmt und 1,1 x 10° Zellen pro ml werden in eine 3,5 cm Petrischale
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ausgesat, in der bis zu zwei Goldplattchen Platz finden. Nach 2 Stunden bzw. nach
Uber Nacht Inkubation werden die Zellen mit 4% Paraformaldehyd Gber 10 min fixiert
und fir die indirekte Immunfluoreszenzfarbung bei 4°C in 1x PBS gelagert. Das
Medium der Zellen, die Uber Nacht kultiviert werden, wird nach 3 Stunden durch

Vollmedium ersetzt.

4.2.1.11 Einfrieren und Auftauen der Zellen

Um Zellen einzufrieren, werden diese mehrmals mit 1x PBS gewaschen, mit
Trypsin/EDTA vereinzelt und bei 900 rpm und 4°C Uber 5 min sedimentiert. Die
Zellen werden in 1 ml Vollmedium aufgenommen, und es wird langsam 1 ml
Einfriermedium zugegeben, in dem sich das Gefrierschutzmittel befindet. Die
Zellsuspension wird in ein Kryoréhrchen tberfuhrt.

Flr eine langsame Anpassung an die tiefen Temperaturen werden die Zellen fir 2-3
Wochen bei -80°C gelagert und dann in fliissigen Stickstoff Gberflihrt.

Um Zellen aufzutauen, wird das Kryoréhrchen im Wasserbad erwarmt, und die Zellen
werden in ein 15 ml ReaktionsgefaB mit Medium Uberflhrt. Das Abzentrifugieren bei
900 rpm und 4°C Uber 5 min entfernt das Gefrierschutzmittel, und die Zellen kénnen,
je nach Zelldichte, in ein oder zwei 25 cm? Gewebekulturflaschen ausgeséat werden.
Spatestens am nachsten Tag sollten tote Zellen durch einen Mediumwechsel entfernt

werden.
4.2.2 Murine embryonale Stammzellen (mES)

4.2.2.1 Kultivierung und Passagieren der W4 mES Zellen

W4 murine embryonale Stammzellen werden bei 37°C und 7% CO- kultiviert. Um
eine Differenzierung zu vermeiden, werden die Stammzellen auf mitotisch-
inaktivierten murinen embryonalen Fibroblasten (Feederzellen) und mit 0,1%
Gelatine-beschichteten Gewebekulturschalen  kultiviert.  Zusatzlich wird das
Stammzellmedium mit einem hundertstel Leukemia Inhibitory Faktor (LIF) versetzt.
Die mES Zellen werden alle ein bis zwei Tage passagiert. Sie werden dafliir mit 1x
PBS gewaschen, danach werden sie in 1 ml Trypsin/EDTA flr 5-7 min bei 37°C
inkubiert. Sind die Zellen abgel6st, werden sie in Medium aufgenommen, ausfihrlich
resuspendiert und bei 1000 rpm und 4°C Uber 5 min zentrifugiert. Das Zellpellet wird
in der gewlnschten Verdinnung aufgenommen, und die Zellen werden auf
Feederzellen ausgesat.
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4.2.2.2 Trennen der Stammzellen von den Feederzellen (Preplating)

Fir einige Versuche ist es erforderlich, die Stammzellen alleine zu verwenden. Dazu
mussen die Feederzellen von den Stammzellen getrennt werden. Wie in Abschnitt
4.2.2.1 beschrieben, werden die Zellen abgelést und vereinzelt. Nach der
Zentrifugation werden sie in neue, unbeschichtete Gewebekulturschalen ausgesat.
Stammzellen bendtigen eine Gelatine-beschichtete Unterlage. Ist diese nicht
vorhanden, setzen sie sich nur sehr langsam ab. Dies macht man sich hier zunutze:
Die Feederzellen setzen sich sehr schnell ab, wahrend sich die Stammzellen noch im
Uberstand befinden. Nach 30 Minuten wird der Uberstand aus der Schale auf eine
neue Gelatine-beschichtete Gewebekulturschale gegeben.

4.2.2.3 Gewinnung und Kultivierung primarer muriner embryonaler

Fibroblasten (MEF) und deren mitotische Inaktivierung

Die Praparation der MEFs erfolgte am Institut flr Biologische Grenzflachen (IBG 1,
KIT) unter Anleitung von Dr. Alexandra Rolletschek. Dazu werden tragende
Weibchen (E15.5 bis E16.5) durch zervikale Dislokation getétet. Der Uterus wird
herausprapariert und in eine Petrischale Uberflihrt, geflllt mit sterilem 1x PBS. Alle
weiteren Schritte erfolgen unter der Sterilbank. Die Embryonen werden von der
Plazenta und Fruchtblase abgetrennt und nach Abtrennen des Kopfes in eine neue
Petrischale mit sterilem 1x PBS Uberflihrt. Nach dem Entfernen der inneren Organe
werden die Embryonen in 0,2% Trypsin mit Pinzette und Skalpell zerkleinert.
Zusatzlich werden die Gewebestlicke durch Glaskugelchen in einem Becherglas mit
Magnetrihrstab auf einem Magnetrihrer Uber 20-45 min mechanisch zerkleinert.
Danach wird die Gewebesuspension in 15 ml Medium aufgenommen und durch ein
Zellsieb gepresst.

Die Zellsuspension wird anschlieBend bei 1100 rpm und 4°C Gber 4 min zentrifugiert.
Die gelartige, obere Phase des Zellsediments wird, je nach GrdBe, in zwei bis vier 10
cm Gewebekulturschalen dberfihrt und 6 Stunden im Inkubator Kkultiviert.
AnschlieBend wird das Medium gewechselt, und gréBere Gewebereste werden
entfernt.

Die gewonnen MEFs kénnen in flissigem Stickstoff eingefroren werden. Fir den
taglichen Gebrauch werden MEFs in der dritten Passage mit Mitomycin C mitotisch
inaktiviert. Mitomycin C ist ein Zytostatikum, das DNA Strange miteinander vernetzt
und dadurch den Zellzyklus und die Zellteilung stoppt.
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Zur mitotischen Inaktivierung werden die konfluenten MEFs mit 6 ml frischem
Medium und 300 pl Mitomycin C (0,2 mg/ml) versetzt und Uber 2-3 Stunden (je nach
Alter des Mitomycins) im Inkubator inkubiert. Danach werden die Feederzellen in 1x
PBS gewaschen, trypsiniert und auf 3-5, mit 0,1% Gelatine beschichteten, 6 cm
Gewebekulturschalen ausgesat. Nun kénnen die Stammzellen darauf ausgesat
werden. Es wird empfohlen, die Feederzellen fir den weiteren Gebrauch erst nach

24 bis maximal 72 Stunden zu verwenden.

4.2.2.4 LIF Produktion

LIFa5 Zellen werden nach dem Trypsinieren in der Neubauer-Zadhlkammer
ausgezahlt, und 1x10° Zellen/ml werden in einer 25 cm? Gewebekulturflasche
ausgesat. Nach 48 h Kultivierung wird der Uberstand abgenommen, steril filtriert,
aliquotiert und bei -20°C fur den weiteren Gebrauch eingefroren.

Fir mES auf Feederzellen bendtigt man die Zugabe von 1:100, bei mES auf Gelatine
1:50 des gewonnenen LIFs.

4.2.2.5 Hanging-Drop-Methode

Murine embryonale Stammzellen sind pluripotente Zellen, die sich in Zellen aller
Zellschichten differenzieren kénnen. Um Differenzierung in vitro zu induzieren, wird
die Hanging-Drop (HD)-Methode angewandt (Keller, 1995). Daflir werden die Zellen
in einen hangenden Tropfen gegeben, in welchem sie sich aneinanderlagern. Die
entstandenen Aggregate werden Embryoidkérperchen (embryoid bodies) genannt.
Diese werden auf Gelatine ausplattiert, und ihre Differenzierung kann untersucht
werden.

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei HD-Methoden (Tab. 4.6) auf ihre
Differenzierungseffizienz getestet.

Die murinen embryonalen Stammzellen werden dazu 2 Tage zuvor durch Preplating
von den Feederzellen getrennt und auf Gelatine-beschichteten Gewebekulturschalen
in Anwesenheit von LIF kultiviert.

Die mES Zellen werden vereinzelt, in dem entsprechenden Medium aufgenommen
und ausgezahlt. Je 20 ul der Zellsuspension, die durch Verdinnen die Zellzahl
enthalten, werden auf den Deckel einer 10 cm Gewebekulturschale getropft. Um ein
feuchtes Medium zu schaffen, wird in die Schale PBS gegeben. Die Zellen werden
Uber 2 Tage kultiviert. Die gebildeten Embryoidkérperchen (EB) werden in eine

bakteriologische Petrischale gespult und Gber 3 Tage kultiviert. AnschlieBend werden



Methoden 44

die EBs auf Gelatine-beschichtete Oberflachen Uberfliihrt und kultiviert. Zur
morphologischen Auswertung wird je 1 EB in 1 Well einer Gelatine-beschichteten 24
Well Schale gegeben; flir Immunfarbungen werden mehrere EBs auf Gelatine-

beschichteten Deckglasern ausgesat.

Tab. 4.6: Abweichende Parameter der unterschiedlichen Hanging-Drop Protokolle.

Protokoll R. Kemler, A. Rolletschek,
erhalten von MPI Freiburg | KIT, Campus Sid

_ Stammzell- .
Medium _ HD-Medium
medium
Zellzahl pro
300 Zellen 600 Zellen
Tropfen

Zur morphologischen Auswertung werden die Zellen alle 2 bis 3 Tage unter dem
Mikroskop untersucht, und die Ergebnisse werden dokumentiert.

4.2.2.6 Adhéasionsassay

Far beide Versuche, die Polystyrol-Oberflachen (Abschnitt 4.4.1) und das uCP-
Experiment (Abschnitt 4.4.2), werden die W4 mES Zellen trypsiniert und
abzentrifugiert. Zur Vermeidung unspezifischer Adh&sion Uber Matrixproteine, die
sich im FCS befinden, werden die Zellen fir das pCP-Experiment in Medium ohne
FCS aufgenommen und ausgezahlt. Fiir die PS-Oberflachen werden 5 x 10* Zellen
pro ml, fiir das pCP-Experiment 3 x 10° Zellen/ml ausgesit.

FiOr den uCP Versuchsansatz wird das Medium nach einer Stunde durch Vollmedium
ersetzt. Frihestens nach weiteren 3 Stunden werden die Zellen mit 4%
Paraformaldehyd fixiert und fir die indirekte Immunfluoreszenz bei 4°C in 1x PBS

gelagert.

4.2.2.7 Einfrieren von W4 mES Zellen

Die W4 mES Zellen werden vereinzelt und abzentrifugiert. Die Zellen werden direkt in
1 ml Einfriermedium aufgenommen, in Kryoréhrchen Uberfihrt und {ber den
Gefrierbehélter Mr. Frosty bei -80°C eingefroren. Nach 4 Stunden werden die Zellen

in flussigen Stickstoff Gberflhrt.
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4.3 Proteinbiochemische und Immunologische Methoden

4.3.1 Vorbereiten der Proben far die Ni?*-NTA
Affinitatschromatographie

Da sich die Cadherin-Konstrukte im Zellkulturiiberstand (Abschnitt 4.2.1.6) befinden,
muss lediglich das Volumen des Rohextraktes vermindert werden. Uber einen
Druckluftbehélter mit integriertem Vivacell-Filter, der alle Proteine zurlckhalt, die
gréBer als 30 kDa sind, werden je nach Bedarf 250-500 ml des Zellkulturiberstandes
bis auf 10 ml eingeengt und dadurch Uberschissiges Volumen entsorgt.

Der gewonnene Rohextrakt wird mit HBS dialysiert, durch einen Filter mit 0,2 um-

PorengrdBe filtriert und kann danach (iber eine Ni?*-NTA S&ule aufgereinigt werden.

4.3.2 Ni**-NTA Affinitaitschromatographie

Die Affinitdtschromatographie, die in der vorliegenden Arbeit ausschlieBlich zur
Proteinaufreinigung  verwendet  wurde, bindet rekombinant  exprimierte
Fusionsproteine spezifisch Gber ihre Affinitatsmarkierung an eine Matrix und trennt
sie dadurch von den anderen Proteinen. Durch einen spateren Elutionsschritt werden
diese dann moglichst rein abgeldst.

In der vorliegenden Arbeit wurden alle rekombinant exprimierten Proteine, die
Histidin-Reste besitzen, an eine Ni**-Chelat Saule gebunden. Das Histidin besitzt
einen Imidazolring, der an Ni?* bindet. Nach ldngerem Waschen der Saule, um
unspezifisch gebundene Proteine zu entfernen, werden die rekombinant exprimierten

Proteine durch Zugabe von Imidazol im Uberschuss kompetitiv verdrangt.

4.3.2.1 Reinigung und Bepacken einer Ni**-NTA Chromatographiesaule

Um Kontaminationen zu vermeiden, wird jedes Protein iber eine eigene Ni**-NTA
Saule aufgereinigt. Nach 6 bis 8 Aufreinigungsvorgéngen sollte die Saule mit neuen
Ni**-NTA Beads bepackt werden.

Eine FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography) Saule besteht aus einem
Saulenglaskérper, zwei Stempeln mit Fritte, Konterschrauben und Kontermuttern.
Zum Reinigen werden die einzelnen Teile auseinander gebaut, mit Aqua bidest.
gesaubert und bis auf Stempel und Fritte in 0,1 M NaOH (iber Nacht inkubiert. Uber
30 min werden schlieBlich Stempel und Fritte in 0,1 M NaOH inkubiert. AnschlieBend
werden die Saulenteile mit Aqua bidest. gesplilt. Zum Beflllen der Saule wird ein

Stempel mit Fritte Gber eine Konterschraube und -mutter mit dem Saulenglaskdrper
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verbunden. Ni?*-NTA Beads werden zugegeben, einmal mit Aqua bidest. und
zweimal mit dem entsprechenden Puffer gespult. Der zweite Stempel mit Fritte wird
vorsichtig, ohne Luftblasen zu bilden und einzuschlieBen, Uber die Konterschraube
und -mutter befestigt. AnschlieBend wird die Saule an die FPLC-Anlage
angeschlossen und mit Startpuffer Gber 30 Minuten gespult. Dabei muss vor allem
darauf geachtet werden, dass die Anschlisse der Saule dicht sind und es zu keinen
groBen Druckschwankungen kommt.

4.3.2.2 Aufreinigung der Proteine iiber eine Ni**-NTA Saule

Die Aufreinigung erfolgt durch ein Reinigungsprogramm (Abb. 4.7), das die FPLC-
Anlage steuert, an welche die Ni**-Chelat S&ule angeschlossen ist. Ein
Fraktionssammler, der an die Anlage angekoppelt ist, sammelt in ml-Einheiten das
Eluat. Uber ein Chromatogramm, das die UV-Absorption bei 280 nm misst, wird der

Verlauf der Aufreinigung dargestellt.

1 Sammeln von 1 ml-Fraktionen Uber den gesamten Verlauf

2 Position der Pre-Saule

3 Position der Post-S&ule

4 | Beladen der Saule | A2 Rohextrakt + Startpuffer | Rohextraktvolumen + 5ml
Flussrate: 0,5 ml/min

5 | Isokratischer Fluss A1 Startpuffer Volumen: 15 ml
Flussrate: 0,5 ml/min

6 | Linearer Gradient | A1 Startpuffer 100% — 0% Volumen: 30 ml

B Elutionspuffer 0%— 100% |  Flussrate: 0,5 mi/min

7 | Isokratischer Fluss B Elutionspuffer Volumen: 15 ml
Flussrate: 0,5 ml/min

8 | Isokratischer Fluss A1 Startpuffer Volumen: 15 ml
Flussrate: 0,5 ml/min

9 UV Lampe wird ausgeschaltet

Abb. 4.7: Reinigungsprogramm fiir die in der vorliegenden Arbeit aufgereinigten Proteine.
A1: Pumpe A, Schlauch 1; A2: Pumpe A, Schlauch 2; B: Pumpe B

Der Rohextrakt der aufzureinigenden Proteine wird auf die Ni**-Chelat Saule
geladen, zusatzlich wird danach manuell Startpuffer nachgelegt, um das komplette
Protein aus dem Schlauch auf die S&ule zu laden. Durch mehrere Waschschritte

werden unspezifisch gebundene Proteine entfernt. Dann wird das gewlnschte
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Protein eluiert in einem Gradienten, bestehend aus Startpuffer und Elutionspuffer,
der 500 mM Imidazol enthalt. AnschlieBend wird die Ni?*-Chelat Saule nochmals mit
Startpuffer gereinigt. Der im Chromatogramm dargestellte Volumenanstieg nach der
Elution enthalt das aufgereinigte Protein. Von diesen Fraktionen werden Proben flr
den Nachweis Uber SDS-PAGE und Western Blot Analyse abgenommen, mit SDS-
Probenpuffer versetzt und bei 95°C aufgekocht. Die Uber den Western Blot
ermittelten, positiven Fraktionen werden mithilfe eines VivaSpin15-Filters
konzentriert, mit TmM DTT versetzt, und die Gesamtproteinkonzentration wird tber
den BCA-Assay ermittelt.

4.3.3 Proteinkonzentrationsbestimmung tiber BCA-Assay

FlOr die Proteinkonzentrationsbestimmung wird das Bicinchoninsaure-Assay (BCA-
Assay) Kit von Novagen verwendet. Cu®*-lonen werden durch Proteine in alkalischer
Lésung zu Cu® reduziert. Die Bicinchoninsaure bildet einen Komplex mit dem
reduzierten Cu® wund wird Vviolett. Diese Komplexverbindung hat ein
Absorptionsmaximum bei 562 nm.

Die Bicinchoninsaure-Lésung wird in einem Verhaltnis von 50:1 mit 4% Kupfersulfat
vermischt und 1 ml auf je 25 pl der zu untersuchenden Proteinlésung gegeben. Bei
37°C werden die Proben Uber 30 min inkubiert. Hiernach wird die Absorption bei 562
nm im Photometer gemessen. Die gewonnenen Werte werden mittels einer

Eichgerade in die Proteinkonzentrationen umgerechnet.

4.3.4 Proteinauftrennung mittels SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

In der SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) werden denaturierte
Proteine aufgrund ihres Molekulargewichts elektrophoretisch getrennt.

Die Proteine werden durch B-Mercaptoethanol und SDS, welche sich in dem 5x SDS
Probenpuffer befinden, und durch Aufkochen denaturiert, d.h. ihre Sekundar-,
Tertiar- und Quartarstrukturen gehen verloren. Das Natrium Dodecyl Sulfat (SDS)
bindet an Proteine und |adt sie negativ. Da die Menge des gebundenen SDS
proportional zur GréBe der Proteine ist, ist die Ladungsdichte gleich, und die
Auftrennung in dem Polyacrylamidgel hangt allein von der GrdBe der Proteine ab.
Die Mobilitdt des SDS-Protein-Komplexes ist linear vom Logarithmus des
Molekulargewichts abh&ngig. Die negativ geladenen Proteine wandern zur Anode,

wobei die kleineren Proteine schneller wandern als die gréBeren.
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Tab. 4.8: Zusammensetzung der Trenn- und Sammelgele.

H-.O 2,3 ml 1,9 ml 1,4 ml
30% Acryl-Bisacrylamid Mix 1,3 ml 1,7 ml 0,33 ml
1,5 mM Tris/HCI, pH 8,8 1,3 ml 1,3 ml

0,5 mM Tris/HCI, pH 6,8 0,25 ml
10% SDS 0,05 ml 0,05 mi 0,02 mi
10% APS 0,05 mi 0,05 mi 0,02 ml
TEMED 0,003 ml 0,002 ml 0,002 ml
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Das Polyacrylamidgel wird durch Polymerisation von Acrylamid hergestellt; dabei
dient Ammoniumpersulfat (APS) als Initiator und TEMED als Mediator. Das
Acrylamidgel wirkt als Sieb, das abhangig von seiner PorengréBe die Proteine
retardiert. Fir Proteine mit einem Molekulargewicht zwischen 40 und 120 kDa ist ein
8%, fur solche mit 20-70 kDa ein 10%, fur Proteine mit 20-60 kDa ein 12% und fir
Proteine mit einem Molekulargewicht von 10-40 kDa ein 15% Polyacrylamidgel
optimal (Tab. 4.8). Das Sammelgel enthalt 5% Acrylamid, hat somit groBe Poren und
einen pH-Wert von 6.8, weshalb sich die Proteine an der Grenzschicht zum Trenngel
aufkonzentrieren.

Das Gel wird zwischen zwei Glasplatten gegossen. Das Trenngel wird, sofort nach
dem Mischen, bis ca. 1 cm unter dem spéateren Kamm in die Kammer gefillt und
vorsichtig mit Aqua bidest. Obergossen. Nach einer Polymerisationsdauer von
ungeféhr einer halben Stunde kann das Wasser abgeschiittet, das Sammelgel
darlber gegossen und der Kamm flUr die Probentaschen eingesetzt werden.
Nachdem das Sammelgel ausgehartet ist, wird der Kamm vorsichtig gezogen, und
die Glasplatten werden in die Elektrophoreseapparatur eingesetzt. Die Kammern
werden mit Elektrophoresepuffer geflllt. Nun kénnen die Proteinproben in die
Probentaschen geladen werden. Zusatzlich wird ein GréBenstandard mit Proteinen
aufgetragen, deren Molekulargewicht bekannt ist. Zum Passieren des Sammelgels
wird eine Spannung von 60V angelegt, bei Eintritt der Proteine in das Trenngel auf
120V erhéht. Wenn die Lauffront das Gelende erreicht hat, wird die Elektrophorese
gestoppt. Das Trenngel wird von den Glasplatten genommen und flir die
Proteinanalyse mittels Western Blot bzw. Coomassie Brilliant Blue Farbung

verwendet.
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4.3.5 Coomassie Brilliant Blue (CBB) Farbung

CBB bindet an Proteine und farbt diese blau, die Nachweisgrenze liegt bei etwa 50-
100 ng pro Bande. Dabei werden Proteine, die sich auf dem Gel befinden, durch die
Anlagerung des Farbstoffes an basische und aromatische Seitenketten der
Aminosauren angefarbt.

Sind die einzelnen Banden gut zu erkennen, wird die Hintergrundfarbung durch die
CBB-Entfarbeldsung entfernt. AbschlieBend wird das Gel fir 5 min in Aqua bidest.

eingelegt und zum Trocknen zwischen zwei feuchten Folien aufgespannt.

4.3.6 Western-Blot Analyse

Die durch das SDS-PAGE aufgetrennten Proteine werden auf eine
Nitrocellulosemembran Gbertragen. Das Blotten erfolgt im elektrischen Feld.
AnschlieBend wird die Membran mit einem Antikérper inkubiert, der gegen die
entsprechenden Proteine bzw. ihre Markierung gerichtet ist. Gegen diesen Antikérper
wird ein sekundarer Antikdrper verwendet, der an Peroxidase gekoppelt ist. Die
Peroxidase katalysiert die Oxidation von Luminol unter alkalischen Bedingungen.
Dabei entsteht eine Lichtemission, die man mit einer CCD-Kamera aufnehmen kann.
Fur den Blot, d.h. die Ubertragung der Proteine auf eine Nitrocellulosemembran,
werden die einzelnen Komponenten wie folgt in die Blotapparatur eingelegt (von
unten nach oben): 3x Filterpapier, Membran, SDS-Gel und 3x Filterpapier. Die
einzelnen Komponenten werden in Transferpuffer &quilibriert. Nun kann das
Sandwich aufgebaut werden, wobei darauf zu achten ist, dass der Aufbau blasenfrei
vonstatten geht. Das Blotten erfolgt Gber 100 Minuten bei 0,5 Ampere pro Membran.

AnschlieBend wird die Membran 30 min mit 5% Magermilch blockiert. Danach wird
dreimal 10 min mit TBST gewaschen. Die Inkubation des ersten Antikdrpers erfolgt
Uber Nacht bei 4°C. Daflr wird die Membran in eine Plastiktlte eingeschweift.

Nach der Antikdrper-Inkubation wird der Antikdrper abgenommen und fir weitere
Verwendung bei —20°C eingefroren, die Membran wird dreimal 10 min mit TBST
gewaschen. Der sekundare Antikérper ist gegen das Wirtstier des ersten Antikdrpers
gerichtet und wird 1:20000 verdinnt. Die Membran wird darin Uber 2 Stunden
inkubiert. AnschlieBend wird sie dreimal 10 min mit TBST gewaschen. Nun wird die
.,Enhanced Chemolumineszenz“-Lésung (ECL) auf die Membran aufgetragen.

Peroxidase, die an den Sekundar-Antikérper gekoppelt ist, katalysiert die Oxidation
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des in der Lésung vorhandenen Luminols. Die Chemolumineszenz wird durch eine

CCD-Kamera dokumentiert.

4.3.7 Indirekte Inmunfluoreszenzfarbung

Bei der indirekten Immunfluoreszenzfaroung werden  Proteine  durch
Antikérperkopplung hervorgehoben. Dazu binden primére Antikérper an das
darzustellende Protein. Ein sekundérer Antikérper, der gegen den Wirt des priméaren
gerichtet und an einen Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt ist, visualisiert durch Bindung
an den primaren Antikérper das Protein im Fluoreszenzmikroskop.

Zellen auf Deckglasern oder auf den verschiedenen Oberflachen werden tber 10 min
mit 4% PFA-Lésung vernetzt. Nach dreimaligem Waschen mit 1x PBS wird bei
intrazellularen Proteinen die Membran mit 0,1% TritonX100 in 1x PBS permeabilisiert
und weitere Waschschritte mit 1x PBS folgen. Eine dreiBigmindtige Inkubation mit
Blockierungslésung soll unspezifische Antikérperbindung verhindern. Die primaren
Antikérper werden, wie in Tab. 3.1 dargestellt, in Blockierungslésung gelést und Gber
Nacht bei 4°C oder fur eine Stunde bei 37°C inkubiert. Dreimaliges Waschen mit 1x
PBS entfernt nicht gebundene Antikérper. Der sekundére Antikérper wird, wie in Tab.
3.2 erwahnt, in Blockierungslésung verdinnt und tber 30 min bei 37°C inkubiert. Die
ungebundenen Antikérper werden durch dreimaliges Waschen mit 1x PBS entfernt.
Um die Zellkerne anzufarben, werden die Zellen tber 5 min mit einer DAPI-L6sung
bei RT inkubiert und anschlieBend dreimal mit 1x PBS gewaschen. Mit Mowiol
werden die Oberflachen auf den Objekttragern eingebettet und bis zur Analyse am
Mikroskop im Dunkeln gelagert.

Das Protokoll fir die Immunfarbung der Stammzellen zeigt einige Abweichungen: Als
Waschmedium wird 0,1% PBST verwendet, 0,5% PBST Uber 15 min permeabilisiert

die Membranen und als Blockierungslésung wird 10% Pferdeserum verwendet.
4.4 Funktionalisieren von Oberflachen
4.4.1 Polystyrol-Oberflachen

4.4.1.1 Herstellen von Polystyrol-Oberflachen durch UV-Lithographie

Die Herstellung der Polystyrol-Oberflachen (PS-OF) wurde von Andre Petershans (A.
Petershans, Dissertation) durchgefihrt.
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Dafir wird eine frisch gereinigte Silicium-Scheibe durch die Spin Coating Technik mit
20 pl Polystyrol (25 mg gel6st in 1 ml Toluol) beschichtet. Bei 1800 rpm tber 30 s
entsteht eine Schichtdicke von 140 nm. AnschlieBend wird ein Kupfergitter auf die
homogene Polystyrol-Oberflache gelegt. Dieses Gitter bildet ca. 120 um x 120 um
groBe Quadrate mit einem Abstand von jeweils 45 um. Um das Gitter zu fixieren wird
zusatzlich ein Quarzglas aufgelegt.

Die 6-minutige UV-Belichtung der Probe tragt den Polystyrolfilm um 30 nm ab und
liefert in dem bestrahlten Bereich hydrophile Quadrate und in dem durch das
Kupfergitter abgedeckten, unbestrahlten Bereich hydrophobe Stege.

4.4.1.2 Adsorption von Gelatine

Um die mES auf den strukturierten PS-Oberflachen kultivieren zu kénnen, werden
diese mit Gelatine inkubiert. Eine vermehrte Adsorption der Gelatine auf den
hydrophilen Bereichen wird erwartet. Um zu untersuchen, ob der Gebrauch von
Pluronic® die hydrophoben Bereiche passiviert und es dort dadurch zu keiner
Gelatine-Adsorption kommt, werden die Oberflachen tber 20 min mit 5% Pluronic®
oder, als Kontrolle, Aqua bidest. inkubiert. AnschlieBend werden die PS-Oberflachen
tber 30 min mit 0,1% Gelatine inkubiert. Nun kénnen die mES darauf ausgesat
werden (Abschnitt 4.2.2.6).

4.4.2 Microcontact Printing (LCP)

4.4.2.1 Reinigung der Deckglaser fiir die Goldbeschichtung

Die Deckglaser werden Uber 20 min in einer Reinigungslésung aufgekocht,
bestehend aus 5:1:1 Aqua bidest., Ammoniak und Wasserstoffperoxid. Nach
finfmaligem Waschen mit Aqua bidest. werden sie nochmals in der
Reinigungslésung tber 20 min aufgekocht. Nach zehnmaligem Waschen mit Aqua
bidest. werden die Plattchen unter Stickstoff getrocknet.

4.4.2.2 Goldbeschichtung der Deckglaser
Die Goldbeschichtung erfolgt am IAM-WPT am Campus Nord und wird von Vanessa

Hermann und Udo Geckle durchgefihrt.
Der Probenhalter wird mit den Deckglasern bestiickt und anschlieBend in die

Sputteranlage Z400 eingelegt. Bei einem Druck von 2 x 10° mbar werden 20 nm
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Chrom (entspricht einer Sputterzeit von 60 sec) als Haftvermittler und 150 nm Gold
(entspricht einer Sputterzeit von 129 sec) auf die Deckglaser aufgebracht.

4.4.2.3 Herstellung strukturierter Oberflachen durch Microcontact Printing

Die Goldplattchen werden vor Gebrauch mit Isopropanol gereinigt und unter
Stickstoff getrocknet. Der PDMS-Stempel wird mit einer Thiol-Lésung (Tab. 4.9) tber
5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Thiol-Lésung besteht aus einem Gemisch
aus BG- und MeO-EGg3-Thiol (Abschnitt 3.10), das in Isopropanol geldst ist.

Nach der Inkubation wird das Uberschissige Thiol unter Stickstoff entfernt, der
Stempel auf die Oberflache gedriickt und fir 2 min inkubiert. Dabei bilden die Thiole
eine starke Bindung mit dem Gold.

Tab. 4.9: Verdiinnungen der Thiol-Lésungen.
Als Standard wurde die 1:100 Verdliinnung verwendet.

1:100 1 uM BG : 100 pM MeO-EG;
1:200 0,5 uM BG : 100 uM MeO-EG;5
1:500 0,2 uM BG : 100 uM MeO-EG3
1:1000 0,1 uM BG : 100 uM MeO-EG;5
1:10000 0,01 uM BG : 100 uM MeO-EG;5
1:100000 0,001 uM BG : 100 uM MeO-EGj,

Durch Anhauchen des Platichens kann das Stempeln nachgewiesen werden. Die
Oberflache wird mit Isopropanol gereinigt und unter Stickstoff getrocknet. Die
ungestempelte Flache wird durch Inkubation Gber 45 min mit einer 100 uM EGy-
Thiol-Lésung passiviert. Nach abschlieBender Isopropanolreinigung wird das
Goldplattichen unter Stickstoff getrocknet, und die SNAP-getaggten Proteine kénnen

darauf inkubiert werden.

4.4.2.4 Kopplung von SNAP-Tag Proteinen

Die uCP-Oberflachen werden zuné&chst dreimal mit HBS &quilibriert. AnschlieBend
werden die SNAP-Tag Proteine fiir 2 Stunden bei Raumtemperatur auf einem
Kippschuttler inkubiert. Danach wird dreimal mit Medium ohne FCS gewaschen, und
die Zellen kénnen darauf ausgeséat werden (Abschnitt 4.2.1.10 und 4.2.2.6). Es muss
besonders darauf geachtet werden, dass die mit dem Protein funktionalisierten

Oberflachen wahrend des ganzen Vorgangs nicht trocken fallen.
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4.5 Mikroskopie und statistische Auswertung

4.5.1 Einzelzellkraftmessungen

Die Einzelzellkraftmessungen wurden in einer Kooperation mit Dr. Clemens Franz
(KIT) durchgefihrt. Dazu werden zunachst homogene SAMs auf Goldoberflachen
generiert, indem entsprechende Thiole Uber Nacht auf Gold-beschichteten
Deckglaschen in einem W&geschalchen inkubiert werden. Abhangig von den
verschiedenen Versuchsanordnungen werden entweder 100 uM Matrixthiol (EGs-
Thiol) oder eine 1 pM:100 uM BG:MeO-Thiolmischung in Isopropanol verwendet.
Nach dem Reinigen mit Isopropanol und dem anschlieBenden Trocknen unter
Stickstoff wird das ECad-EC1-5-SNAP-12His Protein auf diesen Oberflachen flr 2h
inkubiert.

Fir die Einzelzellmessungen wird ein JPK Nanowizard |l AFM (JPK Instruments)
verwendet, das auf einem inversen Mikroskop (Zeiss Axio Observer A1) angebracht
ist. Als Kraftsensor werden V-férmige Cantilever mit einer Federkonstante von 0,06
N/m (NP-0, Veeco Instruments) verwendet. Vor der Funktionalisierung mit
Concanavalin A zur besseren Zellanheftung werden die Cantilever durch
Plasmareinigung gesaubert. Die durch Elektroporation transient transfizierten oder
untransfizierten L-Zellen werden in Vereinzelungslésung separiert und anschlieBend
in die auf 37°C temperierte AFM Probenkammer Uberfiihrt. Eine einzelne Zelle wird
dann durch kurzen Kontakt (500 pN, 3 sec) mit dem Cantilever aufgenommen und fir
5 min zur Verstarkung der Anbindung an den Cantilever inkubiert. AnschlieBend wird
die Zelle mit der beschichteten Oberflache mit einer Kraft von 1500 pN in Kontakt
gebracht. Nach unterschiedlichen Kontakizeiten (5-300 sec) wird der Cantilever mit
einer Geschwindigkeit von 5 pum/sec zurlckgezogen. Aus der gleichzeitig
aufgezeichneten Kraftkurve kann die Abrisskraft der Zelle vom Substrat bestimmt
werden. In der Regel werden pro Zelle und Kontakizeit 2-5 Kraftkurven
aufgenommen. Zwischen den einzelnen Kraftmessungen ruhen die Zellen fir 2-3
min.

Far jede Zell/Substratkombination wurden mindestens zehn Zellen gemessen.

4.5.2 Mikroskopie

Die  Fluoreszenzaufnahmen der mit den  E-Cadherin-Fusionsproteinen
funktionalisierten Oberflachen wurden mit dem Spinning Disc Mikroskop Cell

Observer SD durchgefiihrt. Dazu wurden optische Schnitte im Abstand von 0,1-0,5



Methoden 54

um aufgenommen, die durch das Extended Focus Modul eine maximale Z-Stack
Projektion bildeten. Mit dem Smooth Modul wurde gegebenenfalls das Rauschen des
Bildes reduziert und dadurch geglattet. Die Fluoreszenzaufnahmen wurden
ausschlieBlich durch die Axiovision Release Software 4.8.2 und Adobe Photoshop
bearbeitet.

Weitere Fluoreszenzaufnahmen wurden mit den Fluoreszenzmikroskopen DM IRE 2
(Leica) und AxioVert 200M (Zeiss) gemacht. Diese wurden ausschlieBlich mit der
entsprechenden Software Openlab 5.5.0 bzw. Axiovision Release 4.8.2 und Adobe

Photoshop bearbeitet.

4.5.3 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Zelladh&sion auf den Oberflachen wurde durch
Auszéhlen der Zellen nach der indirekten Immunfluoreszenzfarbung am
Fluoreszenzmikroskop durchgefiihrt. Dazu wurden die Zellzahlen auf den
entsprechenden Bereichen und deren relative Haufigkeit ermittelt. Die Mittelwerte
wurden in den Diagrammen angezeigt. Mittels Microsoft Excel wurden die
Standardabweichung und der Standardfehler ermittelt.

Die Signifikanz wurde Uber einen einseitigen, ungepaarten T-Test der einzelnen

Mittelwerte errechnet.



Ergebnisse 55

5 Ergebnisse

5.1 Proteinexpression und Aufreinigung
5.1.1 Herstellung der Fusionsproteine

5.1.1.1 Fusion der E-Cadherin-Konstrukte mit einem Histidin-Tag

Um funktionalisierte Oberflachen mit den extrazellularen Cadherin (EC) Doméanen
von E-Cadherin herzustellen, wurden verschiedene Konstrukte erzeugt, bestehend
aus mehreren EC Doménen, einem SNAP-Tag und einem Histidin-Tag, aus 12
Histidinen (Abb. 5.1 A und C).

A i B
Ampicillin-

resistenz

hECad_EC1-5_SNAP_12His hECad_EC1-5
in pPSEMS
8270 bp

Signalpeptid 12 His

[T Povepia | et | eee [ ees hECad-EC1-5-SNAP-12His

1 66 462 765 1104 1440 1764 2082 2136 27152730 2730 bp

Signalpeptid 12 His

|'| Propeptid | ECt |ECZ hECad-EC1-2-SNAP-12His

1 86 462 765 966 981 1560 1575 1635 bp

12 His

pSEMS1-26m-12His

1 579 594 654 bp

Abb. 5.1: E-Cadherin-Fusionskonstrukte und Leervektor wurden mit einem His-Tag fusioniert.

A: Vektorkarte, beispielhaft hECad-EC1-5-SNAP-12His. Der Histidinanhang wurde durch Xhol und Notl in die
verschiedenen Konstrukte eingefligt. B: Restriktionsverdau mit Xhol und Notl zur Ligationskontrolle, das
Fragment besitzt eine GréBe von 360 bp. C: Schematische Darstellung der einzelnen Konstrukte. hECad-EC1-
5-SNAP-12His besitzt alle EC Doméanen von E-Cadherin und hat eine GesamtgréBe von 2730 bp. hECad-EC1-
2-SNAP-12His besitzt nur die erste und teilweise die zweite EC Doméne und hat eine GesamtgrdBe von 1635
bp. Der Leervektor pPSEMS1-26m-12His besitzt den SNAP- und den His-Tag.
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Die Konstrukte hECad-EC1-5 und hECad-EC1-2 wurden von Jubin Kashef in den
pSEMS1-26m Vektor eingebracht, der einen SNAP-Tag besitzt. Zur Aufreinigung
wurde ein His-Tag eingefligt, bestehend aus 12 aufeinanderfolgenden Histidinen.
Daflr wurden die Histidine durch PCR des pBAD-SNAP26b-GFP Vektors
vervielfaltigt, wobei durch die Oligonukleotide im 5’Bereich eine Xhol- und im
3’Bereich eine Notl-Restriktionsschnittstelle eingefligt wurde. Nach der Aufreinigung
des Amplifikats wurde dieses mit Xhol und Notl enzymatisch geschnitten und danach
in die einzelnen Konstrukte ligiert (siehe Abb. 5.1 B). Ein Stopcodon wurde durch
Mutagenese-PCR eingefligt, die Fehlerfreiheit und Vollstdndigkeit aller Konstrukte

durch Sequenzanalysen bestatigt (durchgefihrt von der Firma GATC, Konstanz).

5.1.1.2 Herstellung der N-Cadherin-Fusionskonstrukte

A Ampicillin- B
resistenz T7

hNCad_EC1-5_SNAP_12His | hNCad EC1-5
in pSEMS a
8309 bp

SNAP-Tag
12His

Signalpeptid 12 His

['T poweoia [ et [ ez [ Ees hNCad-EC1-5-SNAP-12His

175 477 801 1146 1491 1809 2160 2175 2754 2769 2829 bp

Signalpeptid 12 His

|
IR _ hNCad-EC1-2-SNAP-12His

175 477 801 1572 1587 1572 1587 1647 bp

Abb 5.2 : N-Cadherin-Fusionskonstrukte.

A: Vektorkarte, beispielhaft hNCad-EC1-5-SNAP-12His. Die N-Cadherin-Konstrukte wurden Uber die EcoRV
Restriktionsschnittstelle in den pSEMS1-26m-12His Vektor eingebracht. B: Restriktionsverdau mit EcoRV zur
Ligationskontrolle. hNCad-EC1-5 hat eine GréBe von 2160 bp, hNCad-EC1-2 eine GrdBe von 1572 bp.

C: Schematische Darstellung der verschiedenen Konstrukte: hNCad-EC1-5-SNAP-12His besitzt alle EC
Domaénen von N-Cadherin und hat eine GesamtgréBe von 2829 bp, hNCad-EC1-2-SNAP-12His besitzt die
erste und teilweise die zweite EC Doméane und hat eine GréBe von 1647 bp.

Die extrazellularen Doménen des humanen N-Cadherins wurden in den pSEMS1-
26m-12His Vektor eingebracht.
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Dafur wurde auf zwei N-Cadherin-Konstrukte zurlickgegriffen, die im Rahmen einer
Diplomarbeit (A. Kaczorowski, 2009) &hnlich den E-Cadherin-Konstrukten (Abb 5.1
C) erstellt und in den pGEMT Vektor ligiert wurden: hNCad-EC1-5 und hNCad-EC1-2
(siehe Abb. 5.2).

Die N-Cadherin-Konstrukte wurden durch einen Restriktionsverdau mit EcoRV aus
pGEMT ausgeschnitten und in den pSEMS1-26m-12His Vektor ligiert. Die
nachfolgende Sequenzierung (durchgefiihrt von der Firma GATC, Konstanz)
bestétigte die fehlerfreie und richtige Insertion.

5.1.2 Proteinexpression und Aufreinigung

Die in Abschnitt 5.1.1.1 dargestellten E-Cadherin-Fusionskonstrukte sollten nun
durch eukaryotische Expression gewonnen werden. Das hECad-EC1-5-SNAP-12His
(E15), das zusatzlich zu dem SNAP- und His-Tag die gesamte Ektodoméane von E-
Cadherin aufweist und das hECad-EC1-2-SNAP-12His (E12), das zusatzlich nur die
erste und Teile der zweiten EC Domé&ne von E-Cadherin besitzt, wurden in HEK 293
Zellen rekombinant exprimiert. Diese wurden stabil mit E15 oder E12 transfiziert.
Aufgrund der fehlenden Transmembrandoméne wird das rekombinante
Fusionsprotein nicht in die Zellmembran eingebaut, sondern gelangt in den
Zellkulturiberstand. Dieser wurde gesammelt und aufkonzentriert. Die
Fusionsproteine konnten (ber die Bindung des His-Tags an die Ni*-NTA
Affinitdtssaule und die nachfolgende Eluierung mittels Imidazol aufgereinigt werden.

In der folgenden Western-Blot Analyse waren diese darzustellen.

5.1.2.1 Aufreinigung des hECad-EC1-5-SNAP-12His

Bei der Aufreinigung von E15, in Abb. 5.3 A beispielhaft illustriert, zeigte sich im UV-
Chromatogramm nach Zugabe des imidazolhaltigen Elutionspuffers ein deutlicher
Anstieg, der die Eluierung des Proteins anzeigte. Die Fraktionen dieses Bereichs
wurden in der Western-Blot Analyse untersucht (Abb. 5.3 B) und lieBen (angefarbt
mit dem SNAP Antikérper) eine spezifische Bande bei 120 kDa erkennen. Eine
weitere Bande bei ca. 30 kDa zeigte wahrscheinliche Degradationsprodukte des
Fusionsproteins. Die positiven Fraktionen des Western-Blots, in diesem Beispiel die
Fraktionen 39 bis 48, wurden aufkonzentriert und die Proteinkonzentration bestimmt.

In diesem Fall wurde eine Gesamtproteinkonzentration von 1,17 mg/ml berechnet.
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Abb. 5.3:Aufreinigung des hECad-EC1-5-SNAP-12His.

A: Chromatogramm der Aufreinigung Uber eine Ni?*-NTA-Saule an der FPLC Anlage. Der Rohextrakt wurde
aufgetragen, und unspezifisch gebundene Proteine wurden durch den Startpuffer abgespilt (Beladen und
Waschen). Erst durch den Elutionspuffer, der Immidazol im Uberschuss liefert, wurde das Protein eluiert, und
es war ein kleinerer, aber prominenter Ausschlag im UV-Chromatogramm zu erkennen. Von diesen Fraktionen

wurden Proben fir die Western-Blot Analyse genommen (Rechteck).
B: Western-Blot Analyse. Mit dem a-SNAP Antikérper wurde die Membran inkubiert und zeigte eine spezifische

Bande bei 120 kDa.

5.1.2.2 Aufreinigung des hECad-EC1-2-SNAP-12His

Die Aufreinigung von E12, in Abb. 5.4 illustriert, zeigte im UV-Chromatogramm einen
prominenten Ausschlag nach Zugabe des Elutionspuffers. Die positiven Fraktionen
wurden in der Western-Blot Analyse untersucht und lieBen in der SNAP-

Antikdrperfarbung eine deutliche Bande bei 55 kDa erkennen.
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Abb. 5.4: Aufreinigung des hECad-EC1-2-SNAP-12His.
A: Chromatogramm der Aufreinigung Gber eine Ni**-NTA-Saule an der FPLC Anlage. Der Rohextrakt wurde
aufgetragen, und unspezifisch gebundene Proteine wurden durch den Startpuffer abgespiilt (Beladen und
Waschen). Erst durch den Elutionspuffer, der Immidazol im Uberschuss liefert, wurde das Protein eluiert, und
es war ein kleinerer, aber prominenter Ausschlag im UV-Chromatogramm zu erkennen. Von diesen Fraktionen
wurden Proben fur die Western-Blot Analyse genommen (Rechteck).
B: Western-Blot Analyse. Mit dem a-SNAP Antikérper wurde die Membran inkubiert und zeigte eine spezifische

Bande bei 55

kDa.
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Kleinere Degradationsbanden waren zu erkennen. Die positiven Fraktionen wurden

aufkonzentriert

und die Proteinkon

zentration

Gesamtproteinkonzentration betrug in diesem Fall 1,3 mg/ml.

bestimmt. Die
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5.2 Charakterisierung verschiedener Zelllinien

5.2.1 Cadherin-Profil der L-Zellen

L-Zellen sind murine Fibroblasten, die sich sehr gut zur Transfektion eignen. In der
Western-Blot Analyse konnte keine Expression von E- oder N-Cadherin
nachgewiesen werden (Abb. 5.5 A).
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Abb. 5.5: Cadherin-Profil der L-Zellen.

A: Western-Blot Analyse. Links: Der Antikdrper, gegen E-Cadherin gerichtet (a-H108), zeigt bei den mit
ECadEGFP stabil transfizierten L-Zellen eine Bande bei ca. 150 kDa. Rechts: Der N-Cadherin Antikérper
zeigt keine positiven Banden.

B: Dargestellt ist die Fluoreszenzaufnahme der stabil transfizierten ECadEGFP/L-Zellen. Links: GFP-
Fluoreszenz, rechts: Uberlagerung DIC-Bild und GFP-Fluoreszenz.

E-Cadherin: 120 kDa, GFP: 26 kDa, N-Cadherin: 130 kDa. MaBstabsbalken: 20 pum.
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Die real-time PCR von L-Zellen wurde mit spezifischen Oligonukleotiden fir E- und
N-Cadherin durchgefihrt. Es konnte keine Uberzeugende Expression der beiden
Cadherine nachgewiesen werden. E-Cadherin zeigte einen geringen Ausschlag in
der Schmelzkurve, jedoch erst bei sehr hohen Ct Werten (30-32). Fiir N-Cadherin
wurden keine bzw. deutlich héhere Ct-Werte (34-36) angezeigt.

Die stabile Transfektion der L-Zellen mit hE-Cadherin-EGFP (ECadEGFP) zeigte
positive Zellen in der Fluoreszenzaufnahme (Abb. 5.5 B). In den Zellmembranen war
ein deutliches GFP-Signal zu erkennen. In der Western-Blot Analyse (Abb. 5.5 A)
war eine Bande bei ca. 150 kDa festzustellen, die auf das Fusionsprotein schlieBen
lasst, bestehend aus hE-Cadherin, 120 kDa, und GFP, 26 kDa.

5.2.2 W4 — murine embryonale Stammzellen (W4 mES Zellen)

Um ihre Pluripotenz zu erhalten, werden W4 mES Zellen auf Feederzellen kultiviert
(Abb. 5.6 A), zusatzlich benétigen sie LIF und FCS.

Abb. 5.6: DIC-Bilder der W4 murinen embryonalen Stammzellen unter verschiedenen
Kultivierungsbedingungen.

A: W4 mES Zellen auf Feederzellen. B: W4 mES Zellen auf 0,1% Gelatine, mit LIF, 1 Tag kultiviert. C: W4
mES Zellen auf 0,1% Gelatine, mit LIF, 3 Tage kultiviert. D: W4 mES Zellen auf 0,1% Gelatine, ohne LIF
kultiviert.

MaBstabsbalken: 200 pm.
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Auch eine Kultivierung auf 0,1% Gelatine ist mdglich, jedoch zeigten die
Stammzellen dabei schon erste Veranderungen in ihrer Morphologie.

Die mES Zellen saBen auf Feederzellen sehr eng in Kolonien beieinander. Die
Kolonien bestanden aus nebeneinander und Ubereinander liegenden mES Zellen
und bildeten eine runde und abgegrenzte Struktur (Abb. 5.6 A). Auf Gelatine
kultiviert, saBen die mES Zellen ebenfalls in Kolonien. Diese waren nicht mehr
vollstdndig rund sondern fransig, und einzelne Zellen wanderten aus diesen aus
(Abb. 5.6 B).

a-E-Cadherin

a-Nanog Uberlagerung

a-E-Cadherin

Abb. 5.7: Fluoreszenzaufnahmen der W4 mES Zellen auf Feederzellen kultiviert.

Gezeigt sind die Fluoreszenzaufnahmen der W4 mES Zellen, die auf Feederzellen kultiviert wurden.
Oben: Indirekte Immunfluoreszenzférbung gegen E-Cadherin (grln, links) und Nanog (rot, Mitte).
Mitte: Indirekte Immunfluoreszenzfarbung gegen Oct4 (griin, links) und E-Cadherin (rot, Mitte).
Unten: Indirekte Immunfluoreszenzfarbung gegen Sox2 (grin, links) und E-Cadherin (rot, Mitte).
Rechts: Uberlagerung der Fluoreszenzsignale mit zusatzlicher Kernfarbung (DAPI, blau).
MaBstabsbalken: 20 um.

Dies wurde mit Dauer der Kultivierung noch verstarkt: Nach 3 Tagen auf Gelatine
waren deutlich abgeflachte, fransige Kolonien zu erkennen, zum Teil vereinigten sie
sich zu groBen Kolonien. Zudem waren die mES Zellen teilweise vereinzelt (Abb. 5.6
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C). Die Kultivierung ohne LIF zeigte die gr6Bten Verédnderungen: Die Zellen waren
gréBtenteils vereinzelt, nur noch selten waren Kolonien zu erkennen, und die Zellen
zeigten eine Fibroblasten-ahnliche Morphologie (Abb. 5.6 D).

Nicht nur in der Morphologie, sondern auch in der indirekten
Immunfluoreszenzfarbung kann man die pluripotenten W4 mES Zellen von den
differenzierten unterscheiden. Pluripotente W4 mES Zellen exprimieren E-Cadherin
und die Transkriptionsfaktoren Oct4, Nanog und Sox2. Die Pluripotenz der W4 mES
Zellen wurde in der indirekten Immunfluoreszenzfarbung durch diese Marker
bestatigt (Abb. 5.7).

5.2.2.1 Differenzierung durch die Hanging-Drop-Methode

Um mES Zellen in-vitro zu differenzieren, werden ihnen Faktoren entzogen, die sie in
ihrem undifferenzierten Zustand erhalten. Dazu wurde die Hanging-Drop (HD)-
Methode angewandt, in der die Zellen in Aggregaten ohne Feederzellen und LIF
kultiviert werden. Die Embryoidkdrperchen, die sich nach zweitdgiger Kultivierung
bildeten, wurden abgespilt und nach weiteren 3 Tagen ausplattiert (Tag 5).
Unterschiedliche Protokolle der HD-Methode wurden untersucht. Diese
unterschieden sich vor allem in der Zellzahl, die eingesetzt und in dem Medium, das
verwendet wurde (siehe Tab. 4.6 in Abschnitt 4.2.2.5).
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Abb. 5.8: Vergleich der verschiedenen HD-Methoden durch die morphologische Auswertung.
Prozentuale Darstellung der Bildung von mES Zell-abgeleiteten Herzmuskel-, Nerven- und Skelettmuskelzellen.
Je 4 Ansatze wurden ausgezahlt und morphologisch ausgewertet.

Methode 2 zeigte eine hohere Effizienz in der Ausbildung von mES Zell-abgeleiteten Herzmuskel-, Nerven- und
Skelettmuskelzellen.
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a-Connexin 43 a-Troponin

a-Nkx2.5 a-Troponin

a-aActinin

Abb. 5.9:
Fluoreszenzaufnahmen der
mES Zell-abgeleiteten Zellen.
Die Zellen wurden an Tag
5+11 fixiert.

Zeile 1-3: mES Zell-abgeleitete
Herzmuskelzellen.

1. Zeile: Indirekte
Immunfluoreszenzfarbung
gegen Connexin 43 (links,
grun) und Troponin (Mitte, rot).
2. Zeile: Indirekte
Immunfluoreszenzfarbung
gegen Nkx2.5 (links, grin) und
Troponin (Mitte, rot).

3. Zeile: Indirekte
Immunfluoreszenzfarbung
gegen a-Actinin (rot).

a-BlIl Tubulin

Zeile 4+5: mES Zell-
abgeleitete Nervenzellen.
4. Zeile Indirekte
Immunfluoreszenzfarbung
gegen BllI-Tubulin (rot).
5. Zeile: Indirekte
Immunfluoreszenzfarbung
gegen Nestin (rot).

a-Nestin

6. Zeile: mES Zell-abgeleitete
Skelettmuskelzellen wurden
durch die indirekte
Immunfluoreszenzfarbung

gegen SMA (rot) dargestellt. a-Smooth Muscle Actin

Rechts: Uberlagerung der
Fluoreszenzsignale mit
zusatzlicher Kernférbung
(DAPI, blau).
MaRBstabsbalken: 100 um.

Uberlagerung

64
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Die beiden Methoden wurden miteinander verglichen durch eine morphologische
Auswertung, bei der jeden 2. bis 3. Tag die ausplattierten Embryoidkdrperchen auf
mES Zell-abgeleitete kardiale Myozyten, mES Zell-abgeleitete Skelettmuskelzellen
und mES Zell-abgeleitete Nervenzellen untersucht wurden (Abb. 5.8). Methode 2, bei
der 600 Zellen eingesetzt wurden und ein spezielles Differenzierungsmedium
verwendet wurde, zeigte eine hdhere Effizienz als Methode 1. So férderte Methode 2
das friihere Ausbilden von mES Zell-abgeleiteten Herzmuskelzellen. Schon ab Tag
5+11 waren 45% erreicht, wahrend Methode 1 erst ab Tag 5+21 42% erreichte. Auch
wurden deutlich mehr mES Zell-abgeleitete Nervenzellen gebildet: waren es bei
Methode zwei 27%, so erreichte Methode eins 9%. Die Bildung von mES Zell-
abgeleiteten Skelettmuskelzellen schien bei beiden Protokollen ahnlich zu verlaufen
und lag bei 2% (Methode 1) und 3% (Methode 2).

Die Embryoidkdérperchen wurden fur die indirekte Immunfluoreszenzfarbung auf
Glasoberflachen ausplattiert. Aufgrund ihrer Morphologie wurden sie vorsortiert und
die entsprechenden spezifischen Antikdrper gewahlt (Abb. 5.9).

Die mES Zell-abgeleiteten Herzmuskelzellen wurden mit Connexin 43, Troponin T,
Nkx2.5 und a-Actinin angefarbt. Connexin 43 ist ein Transmembranprotein, das in
den Gap-Junctions von Herzmuskelvorlauferzellen zu finden ist. Auch Troponin T ist
schon sehr frih in der Herzmuskulatur zu finden. Nkx2.5 ist ein Transkriptionsfaktor,
der wahrend der frihen Herzentwicklung exprimiert wird. a-Actinin ist ein Protein, das
an Actin bindet. Bei den mES Zell-abgeleiteten Nervenzellen wurden Nestin und BlII-
Tubulin  angefarbt. Nestin ist ein Intermediarflament, das als neuronaler
Differenzierungsmarker gilt, der in der spéateren Differenzierung wieder verschwindet.
BlI-Tubulin ist als Mikrotubulus Bestandteil vor allem in Neuronen zu finden. Smooth
Muscle Actin farbt das Aktin der glatten Muskulatur an.

Wie Abb. 5.9 zeigt, waren all diese Markerproteine in der indirekten

Immunfluoreszenzfarbung nachweisbar.

5.3 W4 mES Zellen auf strukturierten Polystyrol-Oberflachen

Die Adhasion der W4 mES Zellen wurde auf Polystyrol-Oberflachen (PS-OF)
getestet. Die Methode wurde entwickelt, um strukturierte Oberflachen einfach und
schnell zu generieren. Dabei entstehen nach UV-Bestrahlung hydrophile Quadrate

(mit einer Tiefe abhangig von der Belichtungszeit) und hydrophobe Stege. In der
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vorliegenden Arbeit wurde ausschlieBlich mit ca. 120 um x 120 pum groBen
Quadraten und einer Tiefe von 30 nm gearbeitet.

Da W4 mES Zellen auf Gelatine kultiviert werden, wurden die Oberflachen mit 0,1%
Gelatine inkubiert. Erste Tests zeigten, dass sich die mES Zellen nicht vollstandig auf
den Quadraten absetzten. Deshalb wurde zusatzlich eine Inkubation mit dem
Passivierungsreagenz Pluronic® vorangesetzt. Verschiedene Bedingungen wurden
getestet. Der Einfluss einer beginnenden Differenzierung durch LIF Entzug wurde
untersucht, zusatzlich auch das Adhéasionsverhalten in Bezug auf FCS. Das FCS

liefert viele extrazellulare Matrixproteine, die das Adhé&sionsverhalten verandern

koénnten.
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Abb. 5.10: Relative Haufigkeit der W4 mES auf den strukturierten PS-OF unter
verschiedenen Bedingungen.

Gezeigt wird die relative Haufigkeit der mES Zellen, die auf den UV-belichteten und
Gelatine-adsorbierten Quadraten adharierten. Die mES wurden 4h auf den Oberflachen
kultiviert.

Der Standardfehler ist dargestellt. N: Versuchsanzahl; n: absolute Zellanzahl.

Die statistische Darstellung der mES Zellen, die 4 Stunden auf den Oberflachen
kultiviert wurden, zeigte sehr klar, dass nur die Inkubation mit Pluronic® einen
deutlichen Unterschied erbrachte, bezogen auf ihr absolutes Adhasionsverhalten.
Ohne Pluronic® adhérierten 79-94 % der Stammzellen auf den Quadraten, wéhrend
nach Passivierung fast 100% erreicht wurden (Abb. 5.10). FCS und LIF zeigten in
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den absoluten Zellzahlen ihre Wirkung: Ohne LIF oder FCS adhérierten deutlich
weniger Zellen auf den Oberflachen.

A +LIF +FCS -Pluronic +LIF +FCS +Pluronic

a-Oct4 a-E-Cadherin Uberlagerung

+LIF +FCS -Pluronic

+LIF +FCS +Pluronic

Abb. 5. 11: Pluronic® férderte die selektive Adhasion der W4 mES Zellen auf den Quadraten.
Fluoreszenzaufnahmen der W4 mES Zellen nach 48h Kultivierung auf den strukturierten PS Oberflachen.

A: Ubersichtsaufnahmen der W4 mES Zellen auf den Oberflachen. Gezeigt sind die Uberlagerungen der
indirekten Immunfluoreszenzfarbung gegen E-Cadherin (rot, DECMA) und einer zusétzlichen Kernfarbung (DAPI,
blau). Links: ohne Pluronic®, rechts: mit Pluronic®. MaBstabsbalken: 200 um.

B: Detailansicht. Oben: ohne Pluronic®, unten: mit Pluronic®. Links: indirekte Immunfluoreszenzfarbung gegen
Oct4 (griin), Mitte: indirekte Immunfluoreszenzfarbung gegen E-Cadherin (rot, DECMA), rechts: Uberlagerung der
Antikérperfarbung gegen E-Cadherin mit zusétzlicher Kernféarbung (DAPI, blau). Pfeile deuten auf den Verlust von
E-Cadherin und Oct4.

MaBstabsbalken: 50 um.

Eine langere Kultivierung Uber 48 Stunden auf diesen Oberflachen zeigte in der
indirekten Immunfluoreszenzfarbung ihre Unterschiede. Aufgrund zahlreicher
Koloniebildungen wurde auf eine statistische Auswertung verzichtet, dennoch war in
den Fluoreszenzbildern ein deutlicher Unterschied zu erkennen (Abb. 5.11). Ohne
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Pluronic® Inkubation wuchsen die mES Zellen haufig Gber die Quadrate hinaus, mit
Pluronic® begrenzten sie ihr Wachstum Uberwiegend auf die Gelatine-adsorbierten
Bereiche. Die E-Cadherin und Oct4 Expression war in mES Zellen, die in einem
Quadrat lagen, deutlich nachweisbar (Abb. 5.11), wahrend sie bei mES Zellen, die
die Quadrate verlieBen, zumindest teilweise verloren ging. Die mES Zellen, die
auBerhalb der Quadrate und nicht mehr eng zusammen lagen, zeigten eine deutlich
geringere Oct4 und E-Cadherin Farbung (Abb. 5.11 B, oben, Pfeile).

5.4 Funktionalitatstests der verschiedenen Fusionsproteine

5.4.1 Auswertungskriterien

Die aufgereinigten Fusionsproteine (Abschnitt 5.1.2) wurden hier zur
Oberflachenfunktionalisierung verwendet. Zunachst sollte gezeigt werden, wie sich
L-Zellen und mit hE-Cadherin-EGFP transfizierte L-Zellen (ECadEGFP/L-Zellen) auf
den funktionalisierten Oberflachen verhalten. Untransfizierte L-Zellen wurden als
Kontrollen verwendet, da in diesen keine deutliche E- oder N-Cadherin Expression
nachgewiesen werden konnte (siehe Abschnitt 5.2.1). Um strukturierte Oberflachen
zu generieren, wurde das Microcontact Printing gewéhlt, bei dem eine Thiol-Lésung
auf die Goldoberflachen gestempelt wird. Das Benzylguanin-Thiol, das in dieser
Lésung vorhanden ist, wird von dem SNAP-Tag der Fusionsproteine erkannt. Dieser
entfernt die Benzylgruppe von dem Guanin, indem er diese an ein Cystein kovalent
bindet. Um unspezifische Bindungen der Proteine und spater auch der Zellen zu
vermeiden, wurden die ungestempelten Flachen zuvor mit einem Matrixthiol
passiviert.

Abb. 5.12: Die verschiedenen
Kriterien bei der statistischen
Auswertung des
Adhésionsverhaltens.

A: vollstandig auf Quadrat — rund

B: teilweise auf Quadrat — rund

C: auBerhalb — rund

D: vollstindig auf Quadrat -
ausgebreitet

E: teilweise auf Quadrat -
ausgebreitet

| F:auBerhalb — ausgebreitet
MaBstabsbalken: 20 um.

A
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Die Zellen wurden 2 Stunden oder Uber Nacht (18-20 h) auf den Oberflachen
kultiviert. Um das spezifische Adhasionsverhalten zu untersuchen, wurde in den
ersten drei Stunden der Kultivierung Medium ohne FCS verwendet.

In der statistischen Auswertung wurde unterschieden, ob die Zellen vollstandig auf
den funktionalisierten Quadraten lagen (Abb. 5.12 A+D), die Quadrate nur teilweise
berthrten (Abb. 5.12 B+E) oder sich auf der Flache auBerhalb befanden (Abb. 5.12
C+F).

Zusétzlich wurde unterschieden, ob die Zellen rund (A-C) oder ausgebreitet (D-F)
waren. Pro Ansatz wurde die ganze Stempelflache ausgezahlt (Abb. 5.13), die eine

GréBe von ca. 9 mm? besitzt.

40 x 40 pm 30 x 30 pm

A

A000 pm

Abb. 5.13: Darstellung des verwendeten Stempels.

A: Die Stempelflache betragt ca. 9 mm?. Darin gibt es je 5 Areale

mit 40x40 pm? Quadraten (oben, GroBbuchstaben) und 30x30
pm® Quadraten (unten, Kleinbuchstaben). Es sind pro Areal 150 w
groBe oder 174 kleine Quadrate. Die Quadrate haben einen
Abstand von 40 um. Die Buchstaben bezeichnen verschiedene
Quadratformen, die in B in Fluoreszenzbildern dargestellt sind.
MaBstabsbalken: 20 um.

5.4.2 Adhasionsverhalten auf E15 Oberflachen

Um die Funktionalitdt von E15 zu untersuchen, wurden L-Zellen und ECadEGFP/L-
Zellen auf den Oberflachen ausgesat.

Nach zweistlndiger Kultivierung auf diesen wurden sie fixiert und eine indirekte
Immunfluoreszenzfarbung durchgefthrt (Abb. 5.14 und Abb 5.15). Zur statistischen
Auswertung wurden die Zellen beziglich ihrer Lage und Morphologie auf den
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Oberflachen ausgezahlt. Hierbei zeigten sich deutliche Unterschiede zwischen den
L-Zellen und den ECadEGFP/L-Zellen.

GFP-Fluoreszenz Uberlagerung

a-ECadherin

v1id3 AW 0L +

VYINOIQ lw/nz +

Abb. 5.14: ECadEGFP/L-Zellen auf E15 Oberflachen.

Gezeigt sind Fluoreszenzaufnahmen der ECadEGFP/L-Zellen auf mit E15 funktionalisierten Bereichen
unter verschiedenen Bedingungen. Die Zellen wurden 2h auf den Oberflachen kultiviert (oben),
zusatzlich wurden sie in Gegenwart von 10 mM EDTA (Mitte) oder 2 pl/ml des blockierenden Antikérpers
DECMA (unten) kultiviert.

Links: GFP-Fluoreszenz, Mitte: indirekte Immunfluoreszenzfarbung gegen E-Cadherin (DECMA oder

H108, rot), rechts: Uberlagerung der Fluoreszenzsignale mit zusatzlicher Kernfarbung (DAPI, blau).
GroBenmaBstab: 20 pm.

Uber 60% der ECadEGFP/L-Zellen adhérierten vollstandig und ausgebreitet auf den
funktionalisierten Bereichen, dagegen zeigten L-Zellen keine spezielle Praferenz
(Abb. 5.16 A).

Um die Ergebnisse verstandlicher darzustellen, wurde auf die Aufteilung in ,teilweise*
und ,vollstandig® auf den Quadraten verzichtet und diese zu einer kumulierten
Darstellung zusammengefasst (Abb. 5.16 B, auf Quadraten). Die ECadEGFP/L-
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Zellen lagen zu fast 70%, die untransfizierten L-Zellen zu 25% ausgebreitet auf den
Quadraten (Abb. 5.15 B). ECadEGFP/L-Zellen lagen zu Uber 20% rund auf den
Quadraten und auBerhalb der funktionalisierten Quadrate waren 3% rund und 6%
ausgebreitet. Die L-Zellen lagen deutlich haufiger auBerhalb der funktionalisierten
Flachen, mehr als 40% der L-Zellen lagen rund auBerhalb der Quadrate, wahrend

Uber 20% der L-Zellen rund auf den Quadraten lagen.

a-E-Cadherin Uberlagerung

Abb. 5.15: L-Zellen auf E15

Oberflachen.

Gezeigt sind
Fluoreszenzaufnahmen der L-
Zellen auf mit E15
funktionalisierten  Bereichen
unter verschiedenen
Bedingungen. Die Zellen
wurden 2h auf den
Oberflachen kultiviert,
zusétzlich in Gegenwart von
10 mM EDTA (unten).

Links: Indirekte Immun-
fluoreszenzfarbung gegen E-
Cadherin  (DECMA  oder

H108, rot), rechts:
Uberlagerung des
Fluoreszenzsignals mit
zusatzlicher Kernfarbung
(DAPI, blau).

GroBenmaBstab: 20 pm.

V1id3 Nw Ol +

Zum Ausschluss unspezifischer Adh&sion wurden zwei Substanzen gewahlt, die die
E-Cadherin Interaktionen unterbinden.

EDTA komplexiert Kationen und verhindert dadurch die Bindung dieser an andere
Molekiile. E-Cadherin bendtigt Ca®* fiir seine Stabilitit, d.h. die leicht gekrimmte
Form der extrazellularen Doméane und die daraus resultierende mégliche homophile
Bindung. Diese wird durch das Komplexieren der Ca®* lonen verhindert. Bei beiden
Zelllinien waren die ausgebreiteten Zellen auf den funktionalisierten Oberflachen bei
EDTA Inkubation nahezu verschwunden, und fast ausschlieBlich runde Zellen waren
auf den Quadraten und auBerhalb zu finden (Abb. 5.14: Mitte, Abb. 5.15: unten und
Abb. 5.16: 10 mM EDTA).
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Abb. 5.16: ECadEGFP/L-Zellen zeigten héheres spezifisches Adhasionsverhalten auf E15
funktionalisierten Oberflachen.

Gezeigt ist die relative Haufigkeit der ECadEGFP/L-Zellen (1., 3., 5. Spalte) und L-Zellen (2., 4., 6. Spalte)
nach 2 Stunden Kultivierung, mit zusatzlich 10 mM EDTA (3. und 4. Spalte) oder 2 pl/ml DECMA (5. und 6.
Spalte). Unterschieden wurde in ,vollstdndig auf Quadraten® und ,teilweise auf Quadraten” (nur in A gezeigt)
und ,auf Quadraten-rund” (blau) oder ,auf Quadraten-ausgebreitet” (violett) und ,auBerhalb-rund* (hellblau)
oder ,auBerhalb-ausgebreitet” (rosa).

N: Versuchsanzahl, n: absolute Zellanzahl.

B: Standardfehler ist dargestellt. Unter Annahme einer Normalverteilung sind die Unterschiede in den
Haufigkeiten signifikant: ** : p < 0,005 (einseitiger, ungepaarter T-Test).

Untersuchte Werte: ECadEGFP/L-Zellen ,auf Quadrat-gespreitet” (violett) ohne Zusatze zu ,10 mM EDTA"
oder zu 2 pl/ml DECMA*.
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DECMA, ein spezieller, blockierender Antikérper gegen E-Cadherin, verhindert die
homophilen Bindungen der E-Cadherine, indem er an die flnfte extrazellulare
Doméne bindet. Die ausgebreiteten ECadEGFP/L-Zellen waren bei DECMA
Inkubation deutlich reduziert, 18% der Zellen adharierten ausgebreitet auf den
Quadraten, wahrend 70% der Zellen rund waren. (Abb. 5.14: unten und Abb. 5.16:
2ul/ml DECMA). L-Zellen zeigten dieses Verhalten noch starker, die Zellen waren
hier ausschlieBlich rund (Abb. 5.16: 2 pl/ml DECMA).

Zusammengefasst wurde gezeigt, dass die mit E15 funktionalisierten Oberflachen,
die durch Microcontact Printing und der SNAP-Tag Kopplung generiert wurden, eine
spezifische Uber E-Cadherin-Interaktionen vermittelte Adh&sion ermdglichten.

5.4.3 Adhasionsverhalten auf E15 bei Langzeitkultivierung

100

20

70

60 mauf Quadraten - rund

mauf Quadraten - ausgebreitet
oauflerhalb - rund
oaulBerhalb - ausgebreitet

50+

40

30 T

Relative Haufigkeit der Zellen in %

10 1

ECadEGFP/L-Zellen L-Zellen ECadEGFP/L-Zellen L-Zellen ECadEGFP/L-Zellen L-Zellen

10 mM EDTA 2 pl/ml DECMA
N 5 4 3 4 3 3
n 404 327 27 305 176 51

Abb. 5.17: ECadEGFP/L-Zellen und L-Zellen zeigten dhnliches Adhéasionsverhalten auf E15
funktionalisierten Oberflachen nach Langzeitkultivierung.

Gezeigt ist die relative Haufigkeit der ECadEGFP L-Zellen (1., 3., 5. Spalte) und L-Zellen (2., 4., 6. Spalte)
nach Kultivierung Uber Nacht, mit zusétzlich 10 mM EDTA (3. und 4. Spalte) oder 2 pl/ml DECMA (5. und 6.
Spalte). Unterschieden wurde in auf Quadraten - rund (blau) oder - gespreitet (violett) und auBerhalb - rund
(hellblau) oder — gespreitet (rosa).

N: Versuchsanzahl, n: absolute Zellanzahl.

Der Standardfehler ist dargestellt.

Da die L-Zellen nach langerer Kultivierung ohne FCS absterben, wurde nach 3
Stunden das Medium gewechselt. Die Zellen wurden Uber Nacht auf den
Oberflachen kultiviert (insgesamt 18-20 h) und anschlieBend fixiert.
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GFP-Fluoreszenz a-E-Cadherin Uberlagerung

Abb. 5.18: Langzeitkultivierung der ECadEGFP/L-Zellen auf E15 Oberflachen.

Gezeigt sind Fluoreszenzaufnahmen der ECadEGFP/L-Zellen auf mit E15 funktionalisierten Bereichen
unter verschiedenen Bedingungen. Die Zellen wurden 18-20 h auf den Oberflachen kultiviert (oben),
zuséatzlich wurden sie in Gegenwart von 10 mM EDTA (Mitte) oder 2 pl/ml des blockierenden
Antikérpers DECMA (unten) kultiviert.

Links: GFP-Fluoreszenz, Mitte: indirekte Immunfluoreszenzfarbung gegen E-Cadherin (DECMA oder
H108, rot), rechts: Uberlagerung der Fluoreszenzsignale mit zuséatzlicher Kernfarbung (DAPI, blau).
GroBenmaBstab: 20 pm.

vV1id3 Nw ol +

VYIND3AQ (w/ngZ +

AnschlieBend wurde eine indirekte Immunfluoreszenzfarbung gegen E-Cadherin
durchgefihrt (Abb. 5.18 und 5.19) und das Adhasionsverhalten der Zellen statistisch
ausgewertet (Abb. 5.17).

ECadEGFP/L-Zellen adhérierten zu Uber 80% als ausgebreitete Zellen auf den
Quadraten (Abb. 5.17 und Abb. 5.18). Wurde EDTA zugegeben, waren fast
ausschlieBlich runde Zellen zu erkennen, nur 4% der Zellen lagen ausgebreitet auf
den Quadraten. Die E-Cadherin Blockierung mit dem DECMA Antikérper zeigte hier
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nicht den Effekt wie nach 2 Stunden. 67% der Zellen lagen ausgebreitet auf den
Quadraten. (Abb. 5.17: 2 pyl/ml DECMA, Abb. 5.18: unten).

a-E-Cadherin Uberlagerung

Abb. 5.19: L-Zellen auf den
mit E15 Oberflachen.
Gezeigt sind
Fluoreszenzaufnahmen der L-
Zellen auf mit E15
funktionalisierten  Bereichen
unter verschiedenen
Bedingungen. Sie wurden 18-
20h auf den Oberflachen
kultiviert (oben), zusétzlich
wurden sie in Gegenwart von
10 mM EDTA (Mitte) oder 2
pl/ml des  blockierenden
Antikérpers DECMA (unten)

kultiviert.
Links: indirekte
+  Immunfluoreszenzfarbung
8 gegen E-Cadherin (DECMA
oder H108, rot), rechts:
3 Uberlagerung des
< Fluoreszenzsignals mit
M zusatzlicher Kernfarbung
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L-Zellen zeigten nach Kultivierung Uber Nacht ein &hnliches Verhalten. 70% der
Zellen saBen ausgebreitet auf den funktionalisierten Oberflachen. Die EDTA
Behandlung flhrte zu Uberwiegend runden Zellen, und auch die DECMA Inkubation
erbrachte keine deutliche Verminderung der ausgebreiteten Zellen auf den
Quadraten (Abb. 5.17 und Abb. 5.19).

Der blockierende E-Cadherin Antikrper DECMA konnte die Adh&asion nicht
inhibieren. Sowohl unspezifische Adhasion als auch das Verbrauchen des
Antikérpers aufgrund der langen Inkubationszeit (18-20 h) kénnten die Ursache dafar

sein.
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Es konnte gezeigt werden, dass beide Zelllinien sich auf den Oberflachen &hnlich
verhielten. Sowohl ECadEGFP/L-Zellen als auch untransfizierte L-Zellen lagen
gréBtenteils ausgebreitet auf den funktionalisierten Bereichen. Es konnte durch die
Langzeitkultivierung keine spezifische E-Cadherin-vermittelte ~ Adhasion

nachgewiesen werden.

5.4.3.1 B-Catenin Farbung

GFP-Fluoreszenz a-beta-Catenin Uberlagerung

ECadEGFP/L-Zellen

Uber Nacht

a-beta-Catenin a-E-Cadherin

L-Zellen
Uber Nacht

Abb. 5.20: Indirekte Inmunfluoreszenzfarbung gegen B-Catenin.

Gezeigt sind Fluoreszenzaufnahmen der verschiedenen Zellinien.

1. und 2. Zeile: ECadEGFP/L-Zellen nach 2h (1. Zeile) und Langzeitkultivierung (2. Zeile). Links:
GFP-Fluoreszenz (grun), Mitte: indirekte Immunfluoreszenzfarbung gegen B-Catenin, (rot), rechts:
Uberlagerung der Fluoreszenzsignale mit zusétzlicher Kernfarbung (DAPI, blau).

3. Zeile: L-Zellen nach Uber Nacht Kultivierung. Es wurde eine indirekte Immunfluoreszenzfarbung
gegen B-Catenin (grin, links) und E-Cadherin (rot, DECMA, Mitte) durchgeflihrt. Rechts:
Uberlagerung der Fluoreszenzsignale mit zusétzlicher Kernfarbung (DAPI, blau).

GroBenmaBstab: 20 pm.

Nach Kultivierung Uber Nacht waren keine deutlichen Unterschiede zwischen den

verschiedenen Zelllinien zu erkennen, und auch nach 2 Stunden lagen die L-Zellen
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zu Uber 20% ausgebreitet auf den Quadraten, wenn auch nur unvollstandig. Daher
wurde eine B-Catenin Farbung durchgefthrt. Wenn klassische Cadherine vorhanden
sind, bindet B-Catenin an ihre cytoplasmatische Domane. Dies sollte in der
Immunfarbung in einer Co-Lokalisation sichtbar werden.

Die indirekte Immunfarbung der ECadEGFP/L-Zellen zeigte eine deutliche
Uberlagerung des GFP-Signals und der B-Catenin Antikdrperfarbung. Bei 2 Stunden
und auch bei der Kultivierung Uber Nacht waren Co-Lokalisationen zu erkennen
(Abb. 5.20, obere und mittlere Zeile).

Dagegen zeigten die L-Zellen eine deutlich geringere B-Catenin Expression. B-
Catenin war nur in sehr geringen Mengen in den Auslaufern der L-Zellen zu finden
(Abb. 5.20, untere Zeile, grin).

Dies lasst darauf schlieBen, dass die Adhasion der L-Zellen auf den funktionalisierten

Oberflachen durch eine Cadherin-unabhangige Bindung vermittelt wurde.

5.4.4 Einzelzellkraftmessungen

Far die in Kooperation mit Dr. Clemens Franz (KIT) durchgefiihrten
Einzelzellkraftmessungen wurden homogene Oberflachen verwendet, die durch die
Ausbildung eines SAMs aus Thiol-Lésungen auf Goldoberflachen generiert wurden.
Nach der anschlieBenden Funktionalisierung der Thiolschicht mit E15 konnten mit
Hilfe der Rasterkraftmikroskop-basierten  Einzelzell-Kraftspekiroskopie  die
Adhasionskrafte transient transfizierter ECadEGFP/L-Zellen oder untransfizierter L-
Zellen durch Dr. C. Franz ermittelt werden. Dazu wurden einzelne lebende Zellen am
Cantilever des Rasterkraftmikroskops immobilisiert und vorsichtig mit der Oberflache
in Kontakt gebracht. W&hrend der anschlieBenden Zellretraktion wurde die zum
Ablésen der Zelle notwendige Kraft bestimmt. Abhangig von der Kontaktzeit wurden
steigende Adhasionskrafte der ECadEGFP/L-Zellen auf den E15 Oberflachen bis ca.
5 nN gemessen (Abb. 5.21).

Dagegen ergaben Kontrollversuche mit L-Zellen auf E15, ECadEGFP/L-Zellen auf
dem Matrixthiol (EG4-Thiol) oder ECadEGFP/L-Zellen auf E15 in Gegenwart von 2
mM EDTA signifikant reduzierte Adhasionskrafte. Die geringen Adhasionskréfte in
den Kontrollversuchen zeigten somit, dass Uberwiegend spezifische E-Cadherin-
vermittelte Zelladhasion auf E15 Oberflachen gemessen wurde.
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Il ECadEGFP/L-Zellen auf E15

[ IL-Zellen auf E15

[ 1L-Zellen auf Matrixthiol
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Abb. 5.21: Einzelzellkraftmessungen durchgefiihrt und dargestellt von C. Franz (KIT).
Die Einzelzellkraftmessungen von ECadEGFP/L-Zellen auf mit E15 funktionalisierten
Oberflachen (schwarze Balken) zeigten eine Kontakizeit-abhédngige Steigerung der
Adhasionskrafte. Kontrollexperimente mit untransfizierten L-Zellen auf E15 (weie Balken),
ECadEGFP/L-Zellen auf dem Matrixthiol (hellgraue Balken) und ECadEGFP/L-Zellen auf E15
in Gegenwart von 2 mM EDTA (dunkelgraue Balken) zeigten signifikant geringere
Adhésionskréafte. Der Standardfehler des Mittelwertes ist dargestellt. Basierend auf einem
nicht-parametrischen Test (Mann-Whitney) ergaben sich Signifikanzen von * p< 0,05 und **
p< 0,01.

5.4.5 Verdunnungsreihe

Ausgehend von lateralen Dimeren, die flr eine homophile trans Bindung der
Cadherine nétig sind, wurden auf den bisher gezeigten Oberflachen laterale Dimere
gebildet. Dies geht einher mit den Ergebnissen von Einzelmolekilspektroskopien,
durchgefihrt von Barbel Lorenz an der Universitdt Géttingen, und
Einzelzellkraftmessungen (Abschnitt 5.4.4). Die SAM-Technik gestattet, die Dichte
der angebotenen E15 zu variieren, indem die Konzentration der BG-Thiole in der
Thiol-Lésung verringert wird. Entsprechend wurde eine Verdinnungsreihe erstellt
und ihre Wirkung in Bezug auf das Adhasionsverhalten der ECadEGFP/L-Zellen
untersucht.

In den vorangegangenen Versuchsreihen wurde eine 1:100 BG- zu MeO-EGs;-Thiol
(1uM:100uM) Verdinnung verwendet.
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GFP-Fluoreszenz a-E-Cadherin Uberlagerung
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Verdinnungen von 1:200, 1:500, 1:1000, 1:10000 und 1:100000 wurden hergestellt,
wobei die eingesetzte MeO-EGs-Thiol-Konzentration (100 pM) immer konstant
gehalten wurde. Da ECadEGFP/L-Zellen nach 2 Stunden die héchste Aussagekraft
in Bezug auf eine spezifische E-Cadherin-Interaktion zeigten, wurde in dieser
Versuchsreihe ausschlieBlich unter diesen Bedingungen gearbeitet.

Wie in Abschnitt 5.4.2 gezeigt wurde, lagen Uber 60% der ECadEGFP/L-Zellen
ausgebreitet auf den Quadraten.

80 I

70

60

m auf Quadraten - rund
m auf Quadraten - gespreitet
o auBBerhalb - rund

o auBerhalb - gespreitet

Relative Haufigkeit der Zellen in %

1:100  1:2200  1:500  1:1000  1:10000  1:100000
N 3 2 4 4 3 3
n 356 69 236 25 35 32

Abb. 5.23: ECadEGFP/L-Zellen zeigten ein vermindertes Adhéasionsverhalten ab einer Verdiinnung
von 1:1000.

Gezeigt ist die relative Haufigkeit der ECadEGFP/L-Zellen auf den verschiedenen Verdlinnungen.
Unterschieden wurde in auf Quadraten - rund (blau) oder - gespreitet (violett) und auBerhalb - rund
(hellblau) oder — gespreitet (rosa).

N: Versuchsanzahl, n: absolute Zellanzahl. Der Standardfehler ist dargestellt.

Bei einer Verdinnung der gestempelten Thiole von 1:200 war eine geringe
Verminderung der ausgebreiteten Zellen zu erkennen, wahrend bei einer
Verdinnung von 1:500 Uber 70% der Zellen ausgebreitet auf den Quadraten saBen.
Erst 1:1000 und 1:10000 zeigten eine deutliche Verminderung auf ca. 30% der
Zellen, die ausgebreitet auf den funktionalisierten Oberflachen lagen. Die
Verdinnung von 1:100000 brachte nur noch 14% Préaferenz fir die funktionalisierten
Oberflachen.
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Es konnte gezeigt werden, dass bis zu einer Verdinnung von 1:500 genltigend E-
Cadherine fir die Zelladh&sion vorhanden waren. Ab der Verdinnung von 1:1000
waren nicht mehr gentigend E-Cadherine vorhanden und diese lagen wahrscheinlich
zu weit auseinander (Abb. 5.22 und Abb. 5.23).

5.4.6 Stempelmuster

Da der Stempel verschiedene Quadratmuster liefert (Abb. 5.13), lag die Frage nahe,
ob die Zellen bestimmte Muster bevorzugen. Dazu wurden die Oberflachen
gesondert ausgezahlt, auf denen die ECadEGFP/L-Zellen kultiviert wurden. Dabei
wurden ausschlieBlich die Zellen gewertet, die ausgebreitet auf den Quadraten
lagen.

Die Auswertung zeigte keine statistisch signifikanten Adhéasionspraferenzen,
dennoch stachen einige Muster hervor.

Nach 2 Stunden Kultivierung wurden 3 Muster durch die Zellen bevorzugt (Abb.
5.24). 23% der Zellen adhéarierten ausgebreitet auf dem Muster b, das aus 30x30
um? Quadraten besteht, die einen dilnnen Rand und innen keine funktionalisierten

Bereiche besitzen.

N 2h
B (ber Nacht

relative Haufigkeit der Zellen auf Quadraten in %

Abb. 5.24: ECadEGFP/L-Zellen auf den verschiedenen Stempelmustern. Gezeigt sind die 2h (blau) und
Uber Nacht Werte (lila) der ausgebreiteten Zellen in Bezug auf die verschiedenen Stempelmuster.
Der Standardfehler ist angezeigt.

Auch das gréBere Pendant dazu, B, wurde von den Zellen zu 19% genutzt. Das
Stempelmuster C wurde zu 17% von den Zellen gewahlt. Nach Kultivierung tber
Nacht waren die Zellen breiter verteilt. So lagen jeweils 11-16% der ECadEGFP/L-
Zellen ausgebreitet auf C, D, E, b, c und d. Auffallend ist, dass die Stempelmuster

weniger belegt wurden, die sich am Rand des Stempels befinden (A, a, e), wobei das
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Muster E als Ausnahme herausstach, auf dem nach Kultivierung Gber Nacht 16% der
ECadEGFP/L-Zellen ausgebreitet adharierten.

5.4.7 Adhasionsverhalten auf E12 Oberflachen

Die funktionellen Motive fliir eine homophile Bindung sind in der ersten EC Domaéane
lokalisiert. Daher lag es nahe, einen verkirzten extrazellularen Bereich von E-
Cadherin, EC1-EC2, als Fusionsprotein mit dem SNAP- und His-Tag zur

Oberflachenfunktionalisierung einzusetzen.
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50 m auf Quadraten - ausgebreitet
o auBerhalb - rund
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40
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Relative Haufigkeit der Zellen in %
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2h tiber Nacht

N 13 5
n 101 258

Abb. 5.25: 2h Inkubation zeigte keine spezifischen E-Cadherin-Interaktionen.
Gezeigt sind die 2h und tUber Nacht Werte der ECadEGFP/L-Zellen auf mit E12 funktionalisierten Bereichen.
Standardfehler ist dargestellt. N: Versuchanzahl, n: Zellanzahl.

Die ECadEGFP/L-Zellen wurden auf den mit E12 funktionalisierten Oberflachen
ausgesat. Nach 2 Stunden oder Kultivierung tGber Nacht wurden sie fixiert, und eine
indirekte Immunfluoreszenzfarbung durchgefiihrt (Abb. 5.26). Die statistische
Auswertung der adharierten Zellen auf den Oberflaichen zeigte ihr
Adhéasionsverhalten (Abb. 5.25).

Nach 2 Stunden Kultivierung der ECadEGFP/L-Zellen auf den funktionalisierten
Oberflachen waren keine spezifischen E-Cadherin-Interaktionen zu erkennen. 39%
der Zellen lagen rund auf den Quadraten, wahrend 25% ausgebreitet auf den
Quadraten adhérierten.
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GFP Fluoreszenz a-E-Cadherin

Uberlagerung

N
..j

JUoEN Jagn

Abb. 5.26: ECadEGFP/L-Zellen auf E12 Oberflachen.
Gezeigt sind Fluoreszenzaufnahmen der ECadEGFP/Zellen auf den mit E12 funktionalisierten Bereichen.

Links: GFP-Fluoreszenz (grin), Mitte: indirekte Immunfluoreszenzfarbung gegen E-Cadherin (DECMA, rot),

rechts: Uberlagerung der Fluoreszenzsignale mit zusétzlicher Kernfarbung (DAPI, blau).
GréBenmaBstab: 20 pm.

26% der Zellen lagen auBerhalb der funktionalisierten Areale und waren rund, 10%

der Zellen lagen ausgebreitet auf den nicht-funktionalisierten Flachen. Die
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Kultivierung Uber Nacht zeigte hingegen zu 77% ausgebreitete Zellen auf den
Quadraten, wahrend 9% rund auf diesen lagen und auBerhalb der Quadrate 2%
runde und 11% ausgebreitete Zellen vorkamen.

Ahnliches wurde mit untransfizierten L-Zellen auf den funktionellen E15 Oberflachen

gezeigt. Daraus ist zu schlieBen, dass das E12 nicht funktionell ist.

5.5 W4 mES Zellen auf E15 Oberflachen

Die Funktionalitat der mit E15 funktionalisierten Oberflachen wurde durch die L-Zell-
Versuche belegt, die von E12 nicht. Im nachsten Schritt wurden die Stammzellen auf
den E15 Oberflachen untersucht.

a-Oct4 a-E-Cadherin

Abb. 5.27: W4 mES Zellen auf E15 Oberflachen nach 4 h Kultivierung.

Gezeigt sind Fluoreszenzaufnahmen der W4 mES Zellen auf mit E15 funktionalisierten Bereichen. Es wurde eine
indirekte Immunfluoreszenzfarbung gegen Oct4 (links, griin) und E-Cadherin (Mitte, DECMA, rot) durchgef(hrt.
Rechts: Uberlagerung der Fluoreszenzsignale mit zusatzlicher Kernféarbung (DAPI, blau).

GroBenmaBstab: 20 pm.

Uberlagerung

mMES Zellen exprimieren in ihrem undifferenzierten Zustand E-Cadherin, weshalb die
Frage nahe lag, ob es mdglich sei, die Stammzellen auf den Oberflachen zu
kultivieren. Die W4 mES wurden dazu 4 Stunden oder Uber Nacht (18-20 h) auf den
Oberflachen in Gegenwart von LIF kultiviert, das die Pluripotenz erhalten soll. Um

unspezifische Adhasionen durch FCS zu vermeiden, wurden die mES Zellen in der
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ersten Stunde in Medium ohne weitere Zuséatze auBer LIF kultiviert. AnschlieBend

wurde der Uberstand vorsichtig gegen Vollmedium ausgetauscht.

a-Oct4 a-E-Cadherin Uberlagerung

Abb. 5.28: W4 mES Zellen auf E15 Oberflachen nach Langzeitkultivierung.

Gezeigt sind Fluoreszenzaufnahmen der W4 mES Zellen auf mit E15 funktionalisierten Bereichen. Es wurde eine
indirekte Immunfluoreszenzfarbung gegen Oct4 (links, griin) und E-Cadherin (Mitte, DECMA, rot) durchgefihrt.
Rechts: Uberlagerung der Fluoreszenzsignale mit zusatzlicher Kernfarbung (DAPI, blau).

GroBenmaBstab: 20 pm.

Da Stammzellen kleiner als L-Zellen sind, wurde ein Stempel verwendet, der kleinere
Quadrate liefern sollte. Allerdings wurde dieser invers Gbertragen, so dass 20x20
um?freie Quadrate und 10 pm breite funktionalisierte Stege entstanden.

Die W4 mES Zellen setzten sich schon nach 4 Stunden Kultivierung auf den
funktionalisierten Bereichen ab (Abb. 5.27). Sie veranderten dadurch aber
gréBtenteils ihre Morphologie, so dass sie Auslaufer zu den Stegen bildeten, und
zeigten einen Verlust der kernlokalisierten Oct4 Farbung. Die langere Kultivierung
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der W4 mES Zellen Uber Nacht zeigte ein &hnliches Adhasionsverhalten. Die mES
Zellen veranderten ihre Morphologie, um viele Kontakte zu den Oberflachen
auszubilden. Nur wenn mehrere Zellen zusammen saBen oder sie auf anderen
Zellen lagen, konnte teilweise die Oct4 Farbung nachgewiesen werden (Abb. 5.28,
Pfeile).
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6 Diskussion

Die Strukturierung und Funktionalisierung von Oberflichen erméglicht genauere
Einsichten in das Verhalten der Zellen. Gerade fiir die Stammzellbiologie ist es
wichtig, die Mikroumgebung im Koérper nachzuahmen, die die notwendigen Signale
far den Erhalt oder die Differenzierung liefert. Far die
Stammzelltransplantationstherapie ist es beispielsweise notwendig, den Einsatz von
unnétigen und koérperfremden Substanzen zu vermeiden, aber auch eine
Applikationsart zu entwickeln, die sowohl den Erhalt als auch die Differenzierung in
der zu behandelnden Kérperumgebung ermdéglicht.

In der  Mikroumgebung spielen Zell-Matrixkontakte, Zell-Zellkontakte,
Wachstumsfaktoren und auch biophysikalische Kréafte eine groBe Rolle. Adulte
Stammzellen befinden sich in  Stammzellnischen, die grdBtenteils eine
dreidimensionale Mikroumgebung bilden. Mittlerweile wurden erste 3D Strukturen
entwickelt (Jongpaiboonkit et al., 2009; Sudo et al., 2009). Dennoch werden
Stammzellen haufig in 2D Strukturen kultiviert. Der Stammzellerhalt oder die
Differenzierung konnte durch die Immobilisierung von ECM-Molekulen (Flaim et al.,
2005; Soen et al., 2006; LaBarge et al., 2008), Wachstumsfaktoren (Fan et al., 2007;
Nur-E-Kamal et al., 2008), Cadherinen (Nagaoka et al., 2006 und 2010) und auch
durch biophysikalische Eigenschaften (Engler et al., 2006) geférdert werden.

2D Strukturen kénnen die Stammzellnische nicht vollstdndig imitieren, doch geben
sie Hinweise auf notwendige Faktoren fir deren Kultivierung. Murine embryonale,
pluripotente Stammzellen exprimieren E-Cadherin und werden auf Gelatine kultiviert.
Deshalb wurden in der vorliegenden Arbeit artifizielle Oberflachen verwendet, die mit
diesen Proteinen funktionalisiert wurden. Diese wurden in Bezug auf ihr zellulares

Adhasionsverhalten untersucht.

6.1 Adhasionsverhalten der W4 mES Zellen auf UV-strukturierten
Polystyrol-Oberflachen

Polystyrol-Oberflachen (PS-OF), die durch UV-Bestrahlung strukturiert und
nachfolgend mit Gelatine adsorbiert wurden, wurden auf das Adh&sionsverhalten von
mES Zellen untersucht.

Durch gezielte UV-Belichtung durch ein Netz entstanden hydrophile Quadrate, die
der Strahlung ausgesetzt waren, und hydrophobe Stege, die durch das Netz



Diskussion 88

geschitzt waren (A. Petershans, Dissertation, 2010). Um die Adhasion der mES
Zellen zu férdern und eine ahnliche Mikroumgebung wie unter normalen
Kultivierungsbedingungen zu schaffen, wurden die Oberflachen mit 0,1% Gelatine
inkubiert.

Die W4 mES Zellen setzten sich selektiv auf den mit Gelatine-adsorbierten
Quadraten ab. Die vorangehende Passivierung mit Pluronic® lieferte die besten
Ergebnisse, fast 100% der mES Zellen setzten sich auf den Quadraten ab. Ohne
Pluronic® Behandlung bevorzugten diese nur 79-84% der Zellen. Die Gelatine-
Adsorption wurde in XPS Messungen untersucht. Dabei wurde nachgewiesen, dass
die Gelatine prazise auf den bestrahlten Bereichen nach Pluronic® Behandlung
adsorbierte. Allerdings konnte dies nur gezeigt werden, wenn groBBe Areale, die zur
Halfte bestrahlt und unbestrahlt waren, flir die Messungen verwendet wurden.
Wourden kleinere Areale (entsprechend den in der Arbeit verwendeten) untersucht, so
war keine exakte Trennung zwischen den unbestrahlten und bestrahlten Arealen in
Bezug auf die Gelatine-Adsorption nachweisbar (A. Petershans, Dissertation, 2010).
Dennoch setzten sich die mES Zellen nach vorangehender Pluronic® Behandlung
spezifischer auf den Quadraten ab. Pluronic® besteht aus Polyethylenglykoleinheiten
(PEG), die Polypropyloxid (PPO) flankieren. Das PPO adsorbiert auf der
hydrophoben Oberflache, die PEGs ragen heraus. Sehr wahrscheinlich ist, dass das
Pluronic® nicht nur die Proteinadsorption, sondern auch die Zelladhdsion auf den
hydrophoben Bereichen verminderte.

Auf den Gelatine-adsorbierten Bereichen lagen die mES Zellen eng in Kolonien
beieinander und exprimierten E-Cadherin und Oct4. Das Ausbrechen aus diesen
Bereichen (v.a. ohne Pluronic® Vorbehandlung) schien eine Veranderung ihrer
Morphologie und der E-Cadherin und Oct4 Expression mit sich zu bringen. Die Zellen
waren vereinzelter, lagen nicht mehr so dicht beieinander, und es schien zu einer
verminderten Oct4 und E-Cadherin Expression zu kommen. Ahnliches zeigten Saha
et al. (2011) mit hES Zellen auf UV-bestrahlten PS-Oberflachen, die mit Serum
inkubiert wurden. Die hES Zellen wuchsen in Kolonien und waren pluripotent in den
UV-bestrahlten Kreisen. Dabei war die KreisgréBe entscheidend. hES Zellen, die
Uber den Rand wuchsen, zeigten erste Zeichen der Differenzierung (Saha et al.,
2011).

Um ein Uberwachsen der Zellen zu verhindern, sollte ein gréBerer Abstand zwischen

den Quadraten gewahlt werden. Li et al. (2010) zeigten, dass hES Zellen innerhalb
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von 2-6 Stunden wieder zusammenfinden nachdem sie vereinzelt wurden. Ist die
Distanz der einzelnen Zellen jedoch gréBer als 150 um, so geschieht dies nur in
wenigen Fallen. Deshalb sollte ein Abstand von mindestens 150 um zwischen den
UV-bestrahlten Flachen eingehalten werden.

Die UV-Strukturierung von PS-Oberflachen ermdglicht die effiziente Bildung von
Mikrostrukturen verschiedener GréBe, Form und Tiefe, wodurch die Zellzahl und
auch das Verhalten der Zellen manipuliert werden kénnen. Gerade in der humanen
Stammzellkultur ist es schwierig, vereinzelte Zellen in ihrem pluripotenten Zustand zu
erhalten. Dies konnte jedoch durch die Kultivierung auf strukturierten, UV-bestrahlten
Oberflachen verbessert werden. Durch eine optimale FlachengréBe konnten die
Zellen gezielt gruppiert werden, so dass sich schnell wieder Kolonien bilden konnten
(Saha et al., 2011). Mohr et al. zeigten 2006, dass hES Zellen in Microwells,
funktionalisiert mit Matrigel, Uber mehrere Wochen kultiviert werden konnten, ohne
zu differenzieren. Lee et al. (2010) verwendeten die UV-Bestrahlung um 350 nm
breite Furchen zu bilden, in denen hES Zellen nach 5 Tagen in Neurone
differenzierten.

Auf den UV-bestrahlten und Gelatine-adsorbierten PS-Oberflachen lieBen sich die
mES Zellen kultivieren, wobei ihre Pluripotenz weitgehend erhalten blieb.

Gerade diese effektive und kostenglinstige Methode ermdglicht die Bildung einer
Vielzahl von Strukturen, auf denen verschiedene Proteine adsorbiert und die
Pluripotenz oder Differenzierung der Stammzellen auch in Langzeitkulturen gesteuert
werden kdnnten.

So kénnte man beispielsweise die in dieser Arbeit gebildeten Quadrate, zum Erhalt
der Stammzellen, verbinden mit den von Lee et al. (2010) gezeigten Furchen, die
Neurone bilden. Dadurch entstiinde glinstigenfalls eine artifizielle Stammzellnische,
bei der im Quadratbereich die Stammzellen erhalten blieben, wahrend ein
Auswachsen in den Furchenbereich die neuronale Differenzierung férdern wirde. Da
Lee et al. (2010) den Stammzellen bFGF entzogen, um die Differenzierung
einzuleiten, ware es angebracht einen zusatzlichen Gradienten mit bFGF zu bilden,
der durch Mikrofluidik oder Immobilisierung ermdglicht werden kénnte.
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6.2 Funktionalitatstests der E-Cadherin-Fusionsproteine

Funktionalisierte Oberflachen mit Ektodom&nen der Cadherine wurden bereits
beschrieben. Sivasankar et al. (2000) verwendeten beispielsweise Lipide mit einer
DSIDA Kopfgruppe, die mit der Ektodomane des C-Cadherins Uber einen His-Tag
interagieren. Uber einen Antikdrper wurden Fc-Fusionsproteine immobilisiert,
bestehend aus den Ektodomé&nen eines Cadherins und dem IgG-Fc-Fragment.
Dieser gegen das Fc-Fragment gerichtete Antikdérper wurde durch ungerichtete
Adsorption an die Oberflachen gebunden (Lambert et al., 2000; Gavard et al., 2003).
Die Ectodoménen liegen aufgrund der Disulfidbrickenbildung zwischen den Fc-
Fragmenten immer paarweise vor.

Engin et al. (2010) zeigten erfolgreich die strukturierte Oberflachenfunktionalisierung
durch das Microcontact Printing und die SNAP-Tag Kopplung des Proteins His-
SNAP-GFP. Diese Methode wurde im Weiteren zur Generierung von strukturierten

Oberflachen mit verschieden langen E-Cadherin-Ektodoméanen verwendet.

Dazu wurden zunachst die verschiedenen Cadherin-Fusionskonstrukte kloniert,
eukaryotisch exprimiert und aufgereinigt (Abschnitt 5.1).

Die stabile Transfektion der HEK 293 Zellen mit hECad-EC1-5-SNAP-12His (E15, S.
Engin, Dissertation, 2010) oder ECad-EC1-2-SNAP-12His (E12, vorliegende Arbeit)
ermoglichte eine verbesserte Ausbeute der exprimierten E-Cadherin-Fusionsproteine
(S. Engin, Dissertation, 2010). Die anschlieBende Aufreinigung Uber den His-Tag
dieser Proteine wurde in den UV-Chromatogrammen (iber die Ni**-NTA S&ule und
der Western-Blot Analyse gezeigt (Abb. 5.3 und 5.4). Die errechneten
Molekllmassen der Aminosauresequenzen durch ein spezielles Programm (Expasy,
Compute pl/MW) liegen deutlich unter den in der Western-Blot Analyse gezeigten
Werten. So wurden fir E12 42 kDa und fir E15 84 kDa errechnet, wahrend sie in der
Western-Blot Analyse bei 55 kDa (E12) und 120 kDa (E15) gezeigt wurden. Dies
steht in Einklang mit den Werten, die fir das vollstandige humane E-Cadherin
errechnet wurden. Durch das Programm wurden 80 kDa errechnet, wahrend in der
Literatur von einem 120 kDa Protein die Rede ist (Bussemakers et al., 1993).
Wahrscheinlich ist, dass die Massenunterschiede in der posttranslationalen
Modifikation der Proteine begrindet liegen. Deshalb wurde in der weiteren Analyse
der Proteine immer von 55 kDa bzw. 120 kDa groBen Proteinen ausgegangen.
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Das UV-Chromatogramm der Aufreinigung ber Ni**-NTA zeigte sowohl fiir E15 als
auch fur E12 einen prominenten Ausschlag, nach der Einleitung des Elutionspuffers.
In der Western-Blot Analyse, bei der ein Antikdrper gegen den SNAP-Tag verwendet
wurde, sind deutliche Banden zu erkennen. In der Western-Blot Analyse von E15
sind prominente Banden im Bereich von 120 kDa festzustellen. Zusétzlich sind
einzelne Degradierungen des Proteins bei ca. 100 kDa und 30 kDa zu erkennen.
Auch in der Western-Blot Analyse von E12 ist die prominente Bande bei 55 kDa.
Eine Doppelbande bei ca. 70 kDa kbénnte auf nicht abgetrennte Pro- und
Signalpeptide deuten (das Signalpeptid ist ca. 2 kDa und das Propeptid ca. 15 kDa
groB, durch Expasy, Compute pl/MW Kkalkuliete Werte). Auch einzelne
Degradationsbanden bei 36 und 30 kDa sind zu erkennen.

Dennoch kénnten weitere Degradationen entstanden sein, bei denen der SNAP-Tag
abgetrennt wurde. Diese kdnnen nicht in der Western-Blot Analyse mit dem
Antikdrper gegen den SNAP-Tag dargestellt werden. Da dies aber fur die spateren
SNAP-Tag Kopplungen nicht relevant ist, wurde es nicht weiter untersucht.

Bei der nachfolgenden Aufkonzentrierung der Proteinfraktionen wurden kleinere
Degradationsprodukte durch den Viva-Spin Filter entsorgt, der Proteine ab einer
GroéBe von 30 kDa sammelt.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Aufreinigung der Fusionsproteine
erfolgreich war. Nicht nur aufgrund der Immundetektion in der Western-Blot Analyse
uber ihren SNAP-Tag, sondern auch durch die spezifische Aufreinigung der Proteine
Uber ihren His-Tag und die indirekte Immunfluoreszenzférbung auf funktionalisierten
Oberflachen mittels E-Cadherin Antikérpern konnten die drei Komponenten des

Fusionsproteins nachgewiesen werden.

Fir die E-Cadherin-Fusionsproteine sollte anschlieBend gezeigt werden, ob sie auf
den Oberflachen funktionell sind, d.h. Cadherin-Interaktionen ermdglichen. Dazu
wurden Zellen benétigt, die kein oder sehr wenig Cadherin exprimieren. In der
Literatur werden L-Zellen oftmals als Cadherin-negative Zellen beschrieben
(Herrenknecht et al., 1991), dies wurde im Folgenden Uberprift (Abschnitt 5.2.1). In
der Western-Blot Analyse konnte kein endogenes E- oder N-Cadherin nachgewiesen
werden. Dies geht konform mit den Ergebnissen von Kashima et al. (2003), die in der
Western-Blot Analyse von L-Zellen weder E-, N-, P- noch Cadherin-11 nachweisen
konnten. Dennoch lassen sich L-Zellen mit den E-Cadherin Antikbérpern DECMA
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(monoklonal) und H108 (polyklonal) in der indirekten Immunfluoreszenzfarbung
darstellen. Durch die real-time PCR konnte die Expression weder flr E- noch fir N-
Cadherin in L-Zellen Uberzeugend nachgewiesen werden. Dies wurde in zwei
Anséatzen untersucht, dabei wurden in beiden Fallen sehr hohe Ct-Werte gemessen.
Ct-Werte geben den Zyklus an, in dem die Fluoreszenz deutlich Gber der
Hintergrundfluoreszenz liegt. Die hohen Ct-Werte sowie die Héhe des Ausschlags in
der Schmelzkurvenanalyse deuten auf eine sehr geringe Konzentration an
amplifizierter DNA hin. Liegen die Ct-Werte Uber 35 kann davon ausgegangen
werden, dass keine spezifische DNA amplifiziert wurde. Im Fall von E-Cadherin
wurden Ct-Werte von 30-32 gemessen, was bedeuten wirde, dass E-Cadherin in L-
Zellen in geringem Ausmaf exprimiert wird. Die N-Cadherin-Expression in L-Zellen
lasst sich dagegen ausschlieBen. Die Ct-Werte lagen bei 34-36.

Die Negativkontrolle (ohne reverse Transkriptase) dient dem Nachweis von
genomischer DNA. Sind die zu untersuchenden Proben frei von genomischer DNA,
werden auch hier Ct-Werte Uber 35 gemessen. Diese Kontrolle wurde ausschlieBlich
fir GAPDH durchgefiihrt, aber die gemessenen Ct-Werte von 31-32 deuten auf eine
geringflgige Kontamination durch genomische DNA hin. Dies muss bei der
Bewertung der E-Cadherin-Expression beachtet werden.

Um aussagekraftigere Ergebnisse zu erhalten, sollte die real-time PCR wiederholt
werden. Und um das vollstindige Cadherin-Profil in L-Zellen zu untersuchen,
mussen weitere real-time PCR Ansatze mit Oligonukleotiden durchgefiihrt werden,
die konservierte Regionen der Cadherine flankieren.

Da gezeigt wurde, dass L-Zellen kein bzw. wenig Cadherin exprimieren, wurden
diese Zellen mit humanem E-Cadherin-EGFP (EcadEGFP/L-Zellen) stabil transfiziert.
Dies konnte im Fluoreszenzmikroskop durch die membranlokalisierte GFP-

Fluoreszenz und in der Western-Blot Analyse nachgewiesen werden (Abb. 5.5).

Die Funktionalitat der strukturierten Oberflachen von E15 wurde durch die Adhéasion
der ECadEGFP/L-Zellen gezeigt. Diese saBen nach zweistiindiger Kultivierung zu
fast 70% ausgebreitet auf den funktionalisierten Bereichen, wahrend die L-Zellen auf
diesen zu 25% ausgebreitet waren. Da zuvor gezeigt wurde, dass L-Zellen kein (oder
zumindest sehr wenig) E-Cadherin exprimieren, und dies auch durch eine sehr
geringe B-Catenin Farbung an der Membran bestatigt wurde (Abb. 5.20), muss
davon ausgegangen werden, dass die Adhasion der L-Zellen unspezifischer Natur
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ist. Durch die Thiole bedingte elektrostatische Wechselwirkungen oder auch die
Bildung von eigenen ECM Molekilen kénnten diese verursachen. Dennoch ist der
Unterschied zu den ECadEGFP/L-Zellen so enorm, dass hier davon auszugehen ist,
dass diese Zellen mit dem E-Cadherin homophile trans Bindungen eingehen. Auch
die Blockierung der E-Cadherin Bindungen durch EDTA und den blockierenden
Antikdrper konnte zeigen, dass die Adhadsion danach vermindert wurde. Nach
Zugabe von EDTA saBen beinahe ausschlieBlich runde Zellen auf den Oberflachen,
wahrend nach DECMA Behandlung noch fast 20% der ECadEGFP/L-Zellen
ausgebreitet waren. Dies stitzt die Annahme, dass ca. 20-25% der Adhéasion auf
Bindungen zurickzufihren sind, die nicht durch E-Cadherin-Interaktionen
hervorgerufen wurden, denn EDTA unterbindet nicht nur die Cadherin-vermittelte
Adhasion, sondern auch andere Bindungen, die daflir zweiwertige lonen bendtigen,
wie beispielsweise die Integrin-vermittelte Adhdsion. DECMA hingegen unterbindet
ausschlieBlich die E-Cadherin-Interaktionen. Da durch diesen blockierenden
Antikérper zumindest im Fall von ECadEGFP/L-Zellen noch fast 20% der Zellen
ausgebreitet auf den Oberflachen lagen, scheint dies eine unspezifische Adhasion zu
zeigen. Die L-Zellen lagen nach DECMA Behandlung vollstdndig rund auf den
Oberflachen, allerdings wurden dafir auch nur fanf Zellen in drei Versuchen
ausgezahlt, was die Aussage statistisch schwacht.

Die in einer Kooperation mit Dr. Clemens Franz (KIT) durchgefiihrten
Einzelzellkraftmessungen zeigten vergleichbare Ergebnisse (Abb. 5.21). Dazu
wurden die Adhésionskrafte von transient mit EcadEGFP transfizierten L-Zellen
(ECadEGFP/L-Zellen) zu homogenen E15 Oberflachen bestimmit.

Eine einzelne lebende Zelle wurde zunachst an einem mit Concanavalin A-
funktionalisierten Cantilever eines Rasterkraftmikroskops an- und danach mit der
E15 Oberflache in Kontakt gebracht. Wahrend der anschlieBenden Zellretraktion
wurde die zum Ablésen der Zelle notwendige Kraft bestimmt. Abhangig von der
Kontaktzeit (5-300s) der Zellen zu E15 wurden steigende Adhasionskrafte von bis zu
ca. 5 nN gemessen. Dagegen zeigten Kontrollversuche mit untransfizierten L-Zellen
auf E15, ECadEGFP/L-Zellen auf dem Matrixthiol (EG4) oder ECadEGFP/L-Zellen
auf E15 unter Zugabe von 2 mM EDTA signifikant reduzierte Adh&sionskrafte. Die
geringen Adhasionskrafte in den Kontrollversuchen zeigten, dass (berwiegend
spezifisch E-Cadherin-vermittelte Zelladhasion auf E15 Oberflaichen gemessen

wurde.



Diskussion 94

In einer weiteren Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Andreas Janshoff
(Universitat Gottingen) untersuchte Baéarbel Lorenz homotypische E-Cadherin-
Interaktionen mit Hilfe der Einzelmolekillspektroskopie. Dazu wurde ein E15 Molekdl
an den Cantilever des AFMs Uber eine SNAP-Tag Kopplung gebunden und die
Bindungskrafte zu homogenen E15 Oberflachen ermittelt. Es konnten spezifische
Bindungskrafte von 35 bis 90 pN flir die Interaktionen von E15 Molekilen
untereinander ermittelt werden (Barbel Lorenz, persénliche Mitteilung). Dieser
Kraftwertebereich steht im Einklang mit Ergebnissen von Zhang et al. (2008), die in
Einzelmolekilmessungen mit dem Rasterkraftmikroskop zwischen den Ektodoméanen
von E-Cadherin 63 pN fir Dimere und 53 pN fiur Monomere ermittelten.

Zusammenfassend wurde gezeigt, dass die Adhasion auf den mit E15
funktionalisierten Oberflachen eine grdBtenteils durch trans E-Cadherin-Interaktionen
vermittelte Adhasion ist. Damit wurde auch nachgewiesen, dass das klonierte, in
HEK 293 Zellen exprimierte und durch Ni?*-NTA aufgereinigte Protein E15 funktionell

ist.

Konnte nach Kurzzeitinkubation der Zellen auf den mit E15 funktionalisierten
Oberflachen eine spezifische E-Cadherin-vermittelte Interaktion gezeigt werden, so
war dieses in den Langzeitversuchen (18-20 h) nicht darzustellen. Sowohl die E-
Cadherin exprimierenden L-Zellen als auch die untransfizierten Kontrollen zeigten ein
ahnliches Verhalten auf den mit E15 funktionalisierten Bereichen. Beide lagen
gréBtenteils ausgebreitet auf den E15 Bereichen, wobei ECadEGFP/L-Zellen lber
80% erreichten. Das Kontrollexperiment, bei dem die Zellen in Gegenwart von EDTA
kultiviert wurden, zeigte gréBtenteils runde Zellen. Dagegen war die Blockierung tber
den DECMA Antikérper nicht erfolgreich, fast 70% der Zellen lagen ausgebreitet auf
den Oberflachen. Nach der langen Kultivierungsdauer kénnte der Antikérper
verbraucht sein, dennoch lagen auch die untransfizierten L-Zellen ausgebreitet auf
den Oberflachen. Dies lasst den Schluss zu, dass die Adhasion der Zellen nicht nur
tber E-Cadherin-Interaktionen, sondern auch Gber neu synthetisierte oder durch die
im FCS (das nach 3 h Kultivierung im Vollmedium zugegeben wird) enthaltenen
ECM-Molekile vermittelt wird.

Dennoch wurde in Kurzzeitkultivierung gezeigt, dass tber 70% der ECadEGFP/L-
Zellen durch E-Cadherin-vermittelte Adhasion auf diesen Oberflachen lagen. Diese
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kénnte auch in Langzeitstudien weiter erhalten bleiben, solange durch die ECM-
Molekile die E-Cadherin-Interaktionen nicht gestort werden.

Die Auswertung der Adhésion bezlglich der einzelnen Stempelmuster lieferte keine
statistisch  signifikanten Praferenzen der Zellen. Dennoch stachen in der
Kurzzeitkultivierung die Muster b, B und C hervor, die nur einen dinnen Rand
besitzen (Abb 5.24). Méglicherweise ermdglichen kleinere Areale der Cadherine eine

bessere Adhésion der Zellen.

Da durch Boggon et al. (2002) beschrieben wurde, dass die funktionelle Einheit der
homophilen Cadherinbindung in der EC1 Doméne liegt, wurde ein Fusionsprotein
kreiert, das die erste und Teile der zweiten EC Domé&ne von E-Cadherin besitzt.
ECadEGFP/L-Zellen auf den mit E12 funktionalisierten Oberflachen zeigten keine
spezifische Adhasion. Es lagen nach zweistindiger Kultivierung 25%, nach
Langzeitkultivierung dagegen Uber 70% der ECadEGFP/L-Zellen ausgebreitet auf
den funktionalisierten Bereichen. Diese Ergebnisse ahneln den Kontrollversuchen mit
L-Zellen auf E15. Deshalb ist davon auszugehen, dass durch E12 keine spezifischen
E-Cadherin-Interaktionen vermittelt werden. Aufgrund der fehlenden cis-Bindestelle
in der EC2 Domane, die von Harrison et al. (2011) beschrieben wurde, ist es sehr
wahrscheinlich, dass diese Fusionsproteine keine cis-Interaktionen eingehen
kénnen. Harrison et al. untersuchten cis-Mutationskonstrukte, die ihre Mutation in der
1. und 2. EC Doméane hatten. Sie zeigten, dass transfizierte A431 Zellen mit den cis-
Mutanten in fulllength E-Cadherin keine Adherens Junctions bildeten. Verwendeten
sie dagegen cis-Mutanten, in denen die cytoplasmatische Domane fehlte, so bildeten
sich Adherens Junctions aus. Diese waren aber deutlich ungeordneter und instabiler.
Fehlte endogenes E-Cadherin in A431 Zellen, so konnten diese E-Cadherin cis-
Mutanten keine Adherens Junctions bilden. Die Autoren schlieBen daraus, dass die
Cadherine auch ohne cis-Dimerbildung trans-Dimere bilden kdnnen. Allerdings
fihren ihre ungeordneten Strukturen zu instabilen Verbindungen, die in einem
moglichen veranderten inside-out signaling und ungeordneten cytoplasmatischen
Doménen mit ihrer Verbindung zum Aktinzytoskelett liegen kdnnten.

Das Verhalten der ECadEGFP/L-Zellen auf den E12 funktionalisierten Bereichen
kénnte demzufolge darin liegen, dass die E12 Oberflachen keine cis-Dimere bilden,
es folglich zwar zu trans-Dimeren kommt, die Oberflache aber wegen ihrer
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ungeordneten Cadherine keine Flache fir die Ausbildung der Adherens Junctions
bietet.

Shan et al. (2004) zeigten ein ahnliches Verhalten von L-Zellen, die mit einem
Fusionskonstrukt aus der 1. EC Domane, der Transmembrandomane und der
cytoplasmatischen Doméane von N-Cadherin transfiziet und auf N-Cadherin-Fc
Oberflachen kultiviert wurden. Diese zeigten in Adhasionsassays geringe Adhéasion
zu diesen Oberflachen, wahrend NCad-EC1-2/L-Zellen auf diesen adharierten.

In Einzelmolekilspektroskopien konnte Barbel Lorenz fir die Bindung von E12 mit
E12 nur sehr wenige WLC Ereignisse (worm-like chain) darstellen, die
typischerweise beim Entfalten eines Proteins entstehen und die sie fir E15 gezeigt
hatte. Auch wurden deutlich geringere Abrisskrafte von 20-30 pN gemessen (Barbel
Lorenz, persénliche Mittelung). Da ausschlieBlich die trans-Interaktionen untersucht
werden und diese eigentlich durch die erste EC Doméne erhalten werden, sollten
ahnliche Werte wie bei den E15 Messungen gezeigt werden. Dennoch konnten nur
deutlich geringere Abrisskrafte gemessen werden. Dies kénnte an der ungeordneten
Oberflache liegen, bedingt durch die fehlende cis-Dimerisierung. Als Ursache in
Frage kommen aber auch mdgliche fehlende Bereiche, die die trans-Bindung
stabilisieren kénnten.

Shi et al. (2010) zeigten in AFM-Messungen, dass die Ektodoméanen von C-Cadherin
(CEC1-5) untereinander starkere Krafte aufwiesen als die verklrzten Ektodoméanen
EC1-2 oder EC1245. Eine Mutation im Tryptophan der 1. EC Domane, das oftmals
als die trans-Bindestelle identifiziert wurde (Boggon et al., 2002), wies in AFM-
Messungen geringere, aber dennoch messbare Krafte auf. Dies lasst vermuten, dass
neben der ersten EC Domane auch weitere Doménen fir die starke trans-Bindung
verantwortlich sind (Shi et al., 2010).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass E12 keine oder nur sehr geringe
Cadherin-Interaktionen vermittelte. Dies kénnte in der fehlenden geordneten Struktur
begriindet liegen, bedingt durch die fehlenden cis-Interaktionsflachen. Auch fehlen
die restlichen EC Domanen, was zumindest zu einer geringeren Bindungsstarke
fihren kénnte. Dennoch kénnten auch eine fehlerhaft gefaltete erste EC Doméne
bzw. nicht abgespaltene Propeptide die Ursache dafir sein. Dies sollte weiter
Uberprift werden. Durch N-terminale Markierung koénnte die Abspaltung des
Propeptids untersucht werden und durch Analyse der Kristallstruktur fehlerhafte
Faltungen ausgeschlossen werden.



Diskussion 97

Die Dichte der Cadherin-Fusionsproteine kann einfach veréandert werden durch die
SAM Technik, die in der vorliegenden Arbeit verwendet wurde, indem die
Konzentration der Benzylguanin-Thiole (BG-Thiol) zu den Abstandsthiolen (MeO-
EGs-Thiol) in der zu stempelnden Thiol-Losung modifiziert wird. In den
vorangegangen Versuchen wurden fir die Oberflachenbildung Thiol-Lésungen in
einer Verdinnung von 1:100 (BG: MeO-EGgs Thiol) verwendet. Da Harrison et al.
(2011) zeigten, dass die cis-Dimerbildung wichtig fir eine stabile trans-Dimerbildung
ist und in der Oberflachenanalyse von E15 gezeigt wurde, dass die E15 E-Cadherin-
Interaktionen zu den ECadEGFP/L-Zellen vermitteln, kann davon ausgegangen
werden, dass die E15 Molekule in dieser Dichte laterale Dimere bilden. Auch die
Einzelmolekilspektroskopien, durchgeflihrt von Béarbel Lorenz, deuten auf Cadherin
cis-Dimerbildungen auf diesen Oberflachen hin (B. Lorenz, persénliche Mitteilung).
Dennoch ist es gerade fir Einzelmolekilspektroskopien erforderlich, mit einzelnen
Cadherin-Molekilen zu arbeiten. Deshalb wurde das Adhasionsverhalten der
ECadEGFP/L-Zellen auf verschieden dichten E15 Oberflachen getestet.

Ausgehend von einer Gleichverteilung kann der theoretische Abstand zweier BG-
Thiole in einem SAM unter Berticksichtigung der Verdinnung durch ein gedachtes
hexagonales Raster errechnet werden. Der Flachenbedarf fir ein Thiol wurde von
Harder et al. (1998) mit 0,214 nm? dargestellt. Bei einer Verdiinnung von 1:100 erhalt
man so je BG-Thiol eine Hexagonfliche von 21,4 nm? Daraus resultierend
berechnet sich der Radius des Innenkreises jedes Hexagons zu 2,5 nm. Der Abstand
zweier BG-Thiole zueinander entspricht nun dem Doppelten. Dies ergibt einen
Abstand der BG-Thiole eines SAMs von 5 nm in einer 1:100 Verdinnung.

Diese Berechnung wurde auch flr die weiteren Verdliinnungen angewandt: fir 1:200
wurden 7 nm, far 1:500 11 nm, for 1:1000 16 nm, far 1:10000 50 nm und far
1:100000 160 nm errechnet. Da diese Werte ausgehend von einer Gleichverteilung
berechnet wurden, kénnte es in dem tatsachlich gebildeten SAM zu geringfligigen
Abweichungen kommen. Der Durchmesser eines C-Cadherins wurde von Al-Amoudi
et al. (2007) mit ungefahr 3 nm dargestellt. Ausgehend von einem 3 nm
Durchmesser der E-Cadherin-Ektodoménen sollten diese bei dem 5 nm Abstand der
BG-Thiole die einzelnen Reaktionen des SNAP-Tags mit den BG-Thiolen nicht
beeinflussen. Deshalb kann davon ausgegangen werden, dass die Cadherin-
Ektodomanen in einem durchschnittlichen Abstand von 5 nm bei einer BG-

Thiolverdiinnung von 1:100 vorliegen.
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In der Kristallstruktur der E-Cadherin-Ektodoméanen zeigten Harrison et al. (2011)
einen Abstand von 7 nm und einen Winkel von 30°. Dabei bildeten sich geordnete
cis-Dimere aus, die Uber die Bindung der ersten EC Domane des einen Cadherins in
die 2., in den Ubergang der 2. in die 3. und in die beginnende 3. EC Doméne des
benachbarten Cadherins interagieren. Mutationen in diesen cis-Dimerbindungsstellen
fuhrten zu ungeordneten und instabilen trans-Dimeren.

Ausgehend von den Berechnungen ist der Abstand der Cadherine in einer 1:100
Verdinnung der BG-Thiole deutlich geringer als der durch Harrison et al. (2011)
gezeigte. Dennoch saBen Uber 60% der ECadEGFP/L-Zellen auf den mit E15
funktionalisierten Bereichen. Dies lasst darauf schlieBen, dass die cis-Interaktionen
gréBtenteils gewahrleistet waren. Der vertikale Abstand zwischen der Goldoberflache
und den Cadherin Ektodomanen betragt ca. 2-3 nm, bedingt durch die Lange des
BG-Thiols und des SNAP-Tags. Dieser kénnte die Anordnung der Cadherine
insofern verbessern, als sich cis-Dimere und folgend, stabile trans-Dimere bilden
kénnen. Dennoch wirden aufgrund der Berechnung noch bessere Resultate durch
die 1:200 (7 nm) bzw. 1:500 (11 nm) Verdinnung erwartet. Fir die 1:200
Verdinnung lieB sich dies nicht zeigen, hier saBen nur Uber 50% ausgebreitet auf
den funktionalisierten Bereichen, bei der 1:500 Verdiinnung saBen jedoch tber 70%
der ECadEGFP/L-Zellen ausgebreitet auf den Oberflachen. Abgesehen von den
ausreiBenden Ergebnissen bei der 1:200 Verdinnung, die noch weiter untersucht
werden sollten, ist eine Tendenz zu einem Optimum bei einer Verdinnungen
zwischen 1:100 und 1:500 erkennbar. Beginnend ab einer Verdinnung von 1:1000
sank die spezifische Adhésion auf ca. 30%, die in der geringen Adhasion von 14%
der ECadEGFP/L-Zellen gipfelte. Da die Kontrollversuche mit L-Zellen auf E15
Oberflachen ein ahnliches Adhasionsverhalten von 25% ausgebreiteten Zellen auf
den funktionalisierten Bereichen zeigten (bei einer 1:100 verdinnten Thiol-Lésung),
ist davon auszugehen, dass die ECadEGFP/L-Zellen ab einer Verdinnung von
1:1000, spatestens bei einer Verdinnung von 1:100000 keine spezifischen Cadherin-
Interaktionen eingehen. Daraus kann geschlossen werden, dass bei hohen

Verdinnungen die Cadherin-Ektodoméanen vereinzelt und weit auseinander liegen.
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6.3 Adhasionsverhalten der W4 mES Zellen auf E15
funktionalisierten Oberflachen

Die pluripotenten mES Zellen exprimieren E-Cadherin und verlieren dies mit
beginnender Differenzierung (Spencer et al., 2007). Immer héaufiger wurde ein
moglicher Zusammenhang zwischen E-Cadherin und dem Erhalt der Pluripotenz
diskutiert (zusammengefasst in Soncin und Ward, 2011). Redmer et al. (2011)
zeigten, dass E-Cadherin in der Reprogrammierung Oct4 ersetzen kann und diese
iIPS Zellen alle Pluripotenzfaktoren exprimieren, auch Oct4. Wie genau E-Cadherin
den Transkriptionsfaktor Oct4 beeinflusst, ist noch ungeklart.

Da bisher gezeigt wurde, dass die E15 Oberflaichen Cadherin-Interaktionen
ermdglichen, wurden die pluripotenten W4 mES Zellen auf E15 Oberflachen kultiviert
und ihr Verhalten in Bezug auf die Adhasion und ihre Pluripotenz betrachtet.

In ersten Experimenten untersuchte Anika Simon (Bachelorarbeit, 2011) W4 mES
Zellen auf dem bisher verwendeten Stempel, der verschiedene Quadrate von einer
GroBe von 30x30 pm? und 40x40 pm? liefert. Die W4 mES Zellen lagen ausgebreitet
auf den Mustern, verédnderten dabei aber ihre Morphologie und verloren ihre
Pluripotenz. Aufgrund der deutlich geringeren GréBe der mES Zellen im Vergleich zu
den L-Zellen wurden deshalb kleinere Muster untersucht. Kultiviert auf dem D1
Stempel, der 5x5 pm?® groBe Muster liefert, waren die W4 mES Zellen weiter
ausgebreitet und verloren auch hier ihre Pluripotenzfaktoren (A. Simon,
Bachelorarbeit, 2011).

Deshalb wurde in der vorliegenden Arbeit ausschlieBlich mit einem Stempel
gearbeitet, der 20x20 pm? Muster liefern sollte. Interessanterweise wurde das Muster
invers Gbertragen, so entstanden 20x20 pum? freie Areale und dazwischen liegende,
mit E15 funktionalisierte Stege, die ca. 10 um breit sind. Die W4 mES Zellen lagen
meist ausgebreitet auf den funktionalisieten Bereichen und verloren ihre
kernlokalisierte Oct4 Expression. Nur mES Zellen, die in Verbanden oder auf
anderen Zellen lagen, konnten diese erhalten (Abschnitt 5.5).

Natalie Traub konnte in ihrer Diplomarbeit zeigen, dass Oct4-EGFP mES Zellen ihre
Pluripotenz oftmals auf diesen Oberflachen erhalten konnten. Das Verhalten dieser
zwei mES Zelllinien kann nicht vollstandig verglichen werden, aber die Ergebnisse
von N. Traub geben einen Hinweis, dass diese Oberflachen zur Kultivierung der W4
mES Zellen genutzt werden kénnten.
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Da hier murine ES Zellen auf humanem E-Cadherin kultiviert wurden, ist die
speziestbergreifende Bindung der E-Cadherine mdglicherweise eine Ursache flr die
beginnende Differenzierung der Zellen. In der Stammzellforschung sollen, langfristig
betrachtet, humane Stammzellen fir die Regenerations- und Organersatztherapie
kultiviert und gezielt differenziert werden. Dies erfordert die Verwendung von
humanen Cadherinen. Deshalb ist der Einsatz von humanen Cadherinen in den hier
durchgefliihrten Versuchen mit murinen Stammzellen sinnvoll.

Bussemakers et al. (1993) beschrieben das humane E-Cadherin als hoch
konserviertes Pendant zum murinen E-Cadherin, dennoch kénnten die geringen
Unterschiede der beiden E-Cadherine verantwortlich sein fir eine mdgliche
schlechtere Bindung und daraus resultierende verminderte Signale. Lambert et al.
(2000) verwendeten Beads, die mit Huhn N-Cadherin beschichtet wurden, und
kultivierten diese auf Zellen, die Huhn N-Cadherin, aber auch auf M&use- und
Rattenzellen, die endogenes N-Cadherin exprimieren. Die Beads setzten sich zu
60% auf den Zellen, die das Huhn N-Cadherin exprimieren, zu 48% auf den
Mausezellen und zu 58% auf den Rattenzellen ab. Dadurch wurde eine
speziesunabhangige N-Cadherin-Interaktion nachgewiesen. Dennoch wurde auch
gezeigt, dass homophile Cadherin-Interaktionen der gleichen Spezies bessere
Resultate lieferten. Deshalb ware es angebracht, die W4 mES Zellen auf murinem
E15 zu kultivieren.

Auch die Dichte der Cadherine kénnte ausschlaggebend fir den Erhalt der
Pluripotenz sein. Nagaoka et al. (2006) kultivierten mES Zellen auf mit E-Cadherin
funktionalisierten Oberflachen und konnten ihre Pluripotenz auch in Gegenwart von
deutlich geringerer LIF Konzentration erhalten. Sie funktionalisierten diese
Oberflachen mit E-Cadherin-Fc Fusionsproteinen, die dadurch cis-Dimere bilden.
Das Adhésionsverhalten der ECadEGFP/L-Zellen auf E15 I&sst vermuten, dass eine
geringere Dichte der E15 bessere Adhésion auf diesen gewéhrleistet. Deshalb wére
es sinnvoll, Kontrollversuche mit den mES Zellen auf verschieden dichten E-
Cadherin Oberflachen zu untersuchen. Mdglicherweise kdnnte die Kultivierung bei
einer geringeren Cadherin-Dichte pluripotente mES Zellen erhalten, wie sie durch
Verdinnung von 1:500 entsteht.

Die mES Zellen wurden eine Stunde ohne FCS kultiviert, um unspezifische Adhasion
der mES Zellen zu verhindern. Auch dies kénnte die Differenzierung geférdert haben,
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da mES Zellen BMP4 zum Erhalt der Pluripotenz bendétigen, das im FCS enthalten
ist. Moglicherweise ist es hier erforderlich, zumindest BMP4 zuzugeben.
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Kultivierung von mES Zellen
weiter untersucht werden sollte. Die Kultivierung auf verschieden dichten E-Cadherin
Oberflachen kénnte bessere Ergebnisse erzielen, auch in Gegenwart von BMP4.
AuBerdem kdénnte méglicherweise die Kultivierung auf murinem E15 die Pluripotenz
erhalten. Auch die StempelgréBe ist daflir entscheidend. Die Ergebnisse von N.
Traub mit Oct4-EGFP mES Zellen lassen vermuten, dass eine StempelgréBe von 10
um fir die Stammzell-Kultivierung angemessen sein kénnte.

Gelingt es, die Kultivierung und den Erhalt der mES Zellen auf den E15 Oberflachen
zu etablieren, konnten durch Kontrollversuche mit E12 die Unterschiede der
Proteinexpression ermittelt werden. Dadurch wirden bessere Einsichten in die
Mechanismen ermdglicht, die fir den Stammzellerhalt erforderlich sind.
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7 Zusammenfassung

Stammzellmanipulationen Uber optimal strukturierte und biofunktionalisierte
Oberflachen bilden bedeutende Grundlagen fir die Regenerations- und die
Organersatzforschung.

In der vorliegenden Arbeit wurden zur Strukturierung zwei Methoden verwendet, die
UV-bestrahlten Polystyrol-Oberflichen und das Microcontact Printing von Thiol-
SAMs.

Die UV-Bestrahlung von Polystyrol-Oberflachen stellt eine effiziente und
kostenglinstige Methode dar, Stammzellen zu kultivieren. Dabei werden durch UV-
Bestrahlung hydrophile und hydrophobe Areale gebildet, die lediglich bedingt
funktionalisierbar sind, da dies nur Uber ungerichtete Adsorption geschieht. Deshalb
wurde Gelatine verwendet, die an die hydrophilen Quadrate adsorbierte. Die
Kultivierung der Stammzellen auf diesen ermdglichte die selektive Adhéasion in kleine
Quadrate, wobei Koloniebildung und der daraus resultierende Stammzellerhalt
geférdert wurden. Eine vorangehende Passivierung Uber Pluronic® konnte diese

noch verbessern.

Das Mikrokontakt Printing von Thiol-SAMs und die Kopplung der Proteine Uber ihren
SNAP-Tag hingegen ist aufwendiger, erlaubt aber gerichtete Immobilisierung und
damit eine spezifische Anpassung an die nattrliche Form. In der vorliegenden Arbeit
wurden Uber diese Methode eine verkirzte (E12) und die vollstandige (E15)
Ektodoméane des humanen E-Cadherins auf Oberflachen immobilisiert. Cadherine
sind zentrale Bestandteile der Stammzellnischen. E-Cadherin wird von murinen
embryonalen Stammzellen exprimiert und ist wichtig fir den Erhalt ihrer
Stammzelleigenschaften.

Es gelang, die E-Cadherin-Fusionsproteine (E12 und E15) zu klonieren, eukaryotisch
zu exprimieren und aufzureinigen. Sie wurden Uber ihren SNAP-Tag an das im SAM
enthaltene Benzylguanin-Thiol kovalent gebunden.

Die Funktionalitdt von E15 Oberflachen konnte durch erhdéhte Adhé&sion stabil
transfizierter ECadEGFP/L-Zellen im Vergleich zu untransfizierten L-Zellen bewiesen
werden. Des Weiteren zeigte sich, dass E12 nicht funktionell ist. Die Ergebnisse der
Verdinnungsreihe deckten sich mit den theoretischen Werten der lateralen
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Cadherin-Dichte und die Adhasionskraft der ECadEGFP/L-Zellen betrdgt nach 5
mindtigem Kontakt zu E15 Oberflachen ca. 5 nN.

Nach Bestatigung der Funktionalitdt der E15 Muster wurden erste Versuche mit
embryonalen Stammzellen durchgefiihrt. Diese setzten sich spezifisch auf den
Mustern ab, anderten dabei aber ihre Morphologie und verloren ihre Pluripotenz.

Es konnte gezeigt werden, dass die strukturierten E15 Oberflachen spezifische E-
Cadherin-Interaktionen erméglichen, die im Speziellen fir die Kultivierung und den
Erhalt der pluripotenten W4 Stammzellen noch weiter untersucht werden mussen.
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Liste der verwendeten Abklirzungen

(v/v)
(w/v)
AFM
AJ

AP

APC
APS

Aqua bidest.

BCA

bFGF

BG

BMP

BSA

CBB
C-Cadherin
cDNA
CXCL12
DAPI
DMEM
DMSO
DTT

E12

E15

EB
E-Cadherin
EC Domane
ECM

E. coli
EDTA
eGFP

EMT
FCS
FGF
FPLC
GFP

Volumen-Volumen-Verhaltnis
Gewichts-Volumen-Verhaltnis
Rasterkraftmikroskop (Afomic Force Microscopy)
Adherens Junction

Alkalische Phosphatase

Adenomatous polyposis coli
Ammoniumpersulfat

bidestilliertes Wasser

Bicinchoninsaure

basic Fibroblast Growth Factor

Benzylguanin

Bone Morphogenetic Protein
Rinderserumalbumin (engl. Bovine Serum Albumine)
Coomassie Brilliant Blue R-250
Compaction-Cadherin

Komplementare DNA

CXC-Motiv-Chemokin 12
4’,6-Diamid-2’-phenylindol-dihydrochlorid
Dulbecco’s Modified Eagle Medium
Dimethylsulfoxid

Dithiothreitol

hECad-EC1-2-SNAP-12His
hECad-EC1-5-SNAP-12His
Embryoidkdrperchen (engl. embryoid body)
epitheliales Cadherin

extrazellulare Cadherin Doméne

extrazellulare Matrix (engl. extracellular matrix)
Escherichia coli

Ethylen-diamin-tetraacetat

verstarkt grin fluoreszierendes Protein (engl. enhanced green fluorescent
protein)

epithelial-mesenchymale Transition

Fetales Kéalberserum (engl. fetal calf serum)
Fibroblast Growth Factor

Fast Protein Liquid Chromatography

grun fluoreszierendes Protein (engl. green fluorescent protein)
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GSK3p
hAGT

HAV

HBS

HD
HEPES
hES Zellen
ICM

lgG

iPS Zellen
Kif4

LB Medium
LIF

MAPK
M-Cadherin
MEF

MEK

MeO

mES Zellen
N-Cadherin
Oct4

oD

PAGE
Par-3

PBS
P-Cadherin
PCR
PDMS
PEG

PFA

rpm

RT

SAM

SDS

SHH

Sox2
TEMED
VE-Cadherin
Whnt

XPS

uCP

Glykogen Synthase Kinase 383

humane Oe-AIknguanin-DNA-aIkyItransferase
Aminosauresequenz Histidin-Alanin-Valin

HEPES gepufferte Salzlésung (engl. HEPES buffered saline)
Hangender Tropfen (engl. hanging drop)
2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl]-ethansulfonsaure
humane embryonale Stammzellen

innere Zellmasse (engl. inner cell mass)

Immunglobulin G

induzierte pluripotente Stammzellen

Krippel-like factor 4

Luria Bertani Medium

Leukemia inhibitory factor

Mitogen-activated protein kinase

Myotubulares Cadherin

murine embryonale Fibroblasten

Mitogen-activated protein kinase kinase

Methoxy-Gruppe

murine embryonale Stammzellen

Neuronales Cadherin

Octamer binding transcription factor 4

Optische Dichte

Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Protease activated receptor 3

Phosphatgepufferte Salzlésung (engl. phosphate buffered saline)
Plazentales Cadherin

Polymerasekettenreaktion (engl. polymerase chain reaction)
Polydimethylsiloxan

Polyethylenglykol

Paraformaldehyd

Umdrehungen pro Minute (engl. rounds per minute)
Raumtemperatur

Selbstorganisierte Monoschicht (engl. self-assembled monolayer)
Sodium-dodecyl-sulfat

Sonic Hedgehog

SRY-related-HMG-box gene 2
N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin

vascular endotheliales Cadherin

Wingless / int-related

X-Ray Photoelectron Spectroscopy

Microcontact Printing
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