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1. Einleitung

Der deutsche Biologe Ernst Haeckel erwéhnte erstmals im spaten 19. Jahrhundert den
Begriff Stammzelle, um zu erklaren, wie aus einem unizellularen Organismus ein
vielzelliger entsteht. Er lie3 sich in seiner Begriffswahl von der Darstellung von
Familienverhaltnissen durch Stammbaume inspirieren (Ramalho-Santos et al. 2007).
Damals wurden fundamentale Fragen zur Entstehung der Blutzellen oder der
Unterscheidung von Keimzellen und somatischen Zellen aufgeworfen, die auch heute
Gegenstand vielgestalteter Forschung sind. Die Kultivierung von pluripotenten
embryonalen Stammzellen in vitro ermoglicht eine vereinfachte Erforschung an
Embryogenese (Nishikawa et al. 2007). Durch Variation der Kulturbedingungen und der
genetischen Eigenschaften der Stammzellen kann der Prozess der frihen Entwicklung
beeinflusst werden (Dushnik-Levinson und Benvenisty 1995). Stammzellen sind fahig,
durch Differenzierung zu Zellen eines bestimmten Gewebes zu reifen. Dadurch wiirden
sich Stammzellen als Mittel zur therapeutischen Behandlung von bisher irreversiblen
Schaden wie zum Beispiel zur Regeneration von Kardiomyozyten nach einem
Myokardinfarkt (Addis und Epstein 2013) eignen. Auch der Ersatz von dopaminergen
Neuronen durch in Kultur aus Stammzellen entstandenen Zellen bei Parkinson-Patienten
waren eine mogliche Anwendung (Freed 2002). Wenn embryonale Stammzellen (ES-
Zellen) jedoch subkutan in immundefiziente Mause injiziert werden, bilden sie Teratome,
Tumore, die aus Zellen der drei Differenzierungskeimbléatter bestehen (Takahashi et al.
2007). In ihrer Tumorgenitat in vivo weisen sie Gemeinsamkeiten mit Tumorzellen auf
(Reya et al. 2001). Wieso sich ES-Zellen ohne Chromosomenfehler tumorahnlich
verhalten, ist unklar. lhre Tumorigenitat stellt jedoch ein Risiko bei einem mdoglichen
Stammzelleinsatz im Menschen dar (Lee et al. 2013). Um also Stammzelltherapien zu
entwickeln, ist es essentiell, die Vorgange der Selbsterneuerungseigenschaft und
Differenzierung von Stammzellen in ihrem Kern zu verstehen und ihre transkriptionellen

Programme zu erforschen (Wong et al. 2008).

1.1 Embryonale Stammzellen (ES-Zellen)

ES-Zellen weisen obligatorische Eigenschaften auf, die sie als wenige undifferenzierte

Vorlauferzellen befahigen, sich zu spezialisierten Gewebeverbande zu entwickeln. Aus



diesen entstehen anschliel3end hochdifferenzierte Organe, die ideal an ihre Aufgaben
und Umgebungen angepasst sind.

Als undifferenzierte Zellen sind ES-Zellen unter bestimmten Bedingungen in vivo und in
Zellkultur fahig, sich unbegrenzt zu teilen und zu vermehren (Wobus et al. 2005). lhre
Teilung kann in vivo asymmetrisch verlaufen, was bedeutet, dass eine Zelle zu zwei
morphologisch unterschiedlichen Zellen wird, eine, die fur die weitere Aufrechterhaltung
eines Pools an ES-Zellen verantwortlich ist und ein andere, die zu differenzieren beginnt
(Stevens und Little 1954). In Kultur teilen sich ES-Zellen symmetrisch, sie sind fahig, sich
in zwei identische ES-Zellen zu teilen, ohne dass sich eine der beiden veréndert und
differenziert (Chambers und Smith 2004). Diese Eigenschaft wird Selbsterneuerung
genannt.

Neben diesem Merkmal besitzen sie die Fahigkeit, in die drei verschiedenen Keimblatter
Ekto-, Meso- und Endoderm und zu Zellen der Keimbahn zu differenzieren, abhangig
davon, an welcher Stelle sie sich im ausdifferenzierenden Embryo befinden (Wobus et
al. 2005). Die Eigenschatft, in jede beliebige Korperzelle differenzieren zu kénnen, wird
Pluripotenz genannt. Dieser Begriff ist von der Totipotenz abzugrenzen, welche die
Fahigkeit bezeichnet, sowohl zu den drei Keimblattern und damit zum Embryo als auch
zum zur vollstdndigen Embryogenese bendétigten extraembryonalen Gewebe zu werden
(Condic 2014).

Neben ES-Zellen gibt es auch gewebsspezifische adulte somatische Stammzellen, die in
den Organen zu finden sind, die bis zu einem gewissen Grad zu einer Selbsterneuerung
fahig sind. Solche Zellen werden als multipotent bezeichnet (Chambers und Smith 2004).
Die Unterscheidung von Pluripotenz und die F&higkeit zur Selbsterneuerung sind
insofern interessant, wenn man sich bewusstmacht, wie sie zusammenhangen.
Pluripotenz bedeutet, dass die Zellen zu allen drei Keimblattern differenzieren kénnen.
Die Fahigkeit der Selbsterneuerung beinhaltet, dass es molekulare Mechanismen gibt,
die verhindern, dass die Zellen differenzieren. Wenn Zellen nicht pluripotent sind,
benotigen sie die Fahigkeit der Selbsterneuerung nicht. Wenn Zellen die Fahigkeit der
Selbsterneuerung verloren haben, sind sie nicht mehr pluripotent.

In den 80er Jahren war es erstmals mdglich, murine embryonale Stammzellen in vitro zu
isolieren und zu kultivieren (Evans und Kaufmann 1981, Martin 1981). Fir das
Verstandnis ihrer Herkunft ist die Kenntnis Uber die frihe Embryonalentwicklung der

Maus erforderlich. Der Weg von einer befruchteten Eizelle zum Embryo ist



gekennzeichnet von einer fein regulierten Spezifizierung in die Keimblatter und die
gleichzeitige Entstehung von embryonalen Achsen (Takaoka und Hamada 2012).

Nach der Verschmelzung der Samen- und Eizelle beginnt die befruchtete Eizelle, auch
Zygote genannt, sich zu teilen. Uber das Zwei-, Vier- und Achtzellstadium erreicht die
Zygote letztendlich das Morulastadium, in dem die 16 entstandenen Zellen noch
totipotent sind (Wobus und Boheler 2005). Nach circa 3,5 Tagen ist das
Blastozystenstadium erreicht, Zellen im Inneren der Morula werden zur Inneren
Zellmasse und die polarisierten auf3eren Zellen zum Trophoektoderm (Jedrusik et al.
2005). Durch den Einstrom von FlUssigkeit bildet sich eine Kavitat, es kommt zur
Asymmetrie innerhalb der Blastozyste, da die Innere Zellmasse an nur einer Seite des
Trophoektoderms anliegt. Dieser Prozess wird Kavitation genannt und fuhrt zur Bildung
einer der essentiellen Achsen im Embryo (Saiz and Plusa 2013). Die Expression der
Gene und Transkriptionsfaktoren Octamer binding protein 3/4 (Oct3/4) und Nanog ist mit
der Differenzierung zur Inneren Zellmasse verbunden. Genexpressionsanderung werden
haufig durch Histonmodifikationen erreicht, wie zum Beispiel H4K8ac (Acetylierung von
Lysin 8 des Histons H4) oder H3K4me3 (Trimethylierung von Lysin 4 des Histons H3),
die mit aktivem Chromatin verbunden sind und die in den Zellen der Inneren Zellmasse
an der Promoter Region von Oct3/4 stattfinden (Takaoka und Hamada 2012).
Embryonale Stammzellen wurden aus der Inneren Zellmasse der Blastozyste isoliert
(Evans und Kaufmann 1981). Sobald diese Zellen in die Blastozyste im Uterus einer
Maus injiziert werden, beteiligen sich die Stammzellen mit ihrem Erbgut am Embryo,
wodurch eine chimare Maus entsteht (Bradley et al. 1984).

Aus der Inneren Zellmasse entstehen der Epiblast und das primitive Endoderm. Zu
Beginn tberlappen sich die Expression von Genen wie GATAG6, Sox17, Nanog, Sox2 und
Oct3/4, im Ubergang von der friihen zur spaten Blastozyste kommt es zu einer strikten
Trennung von Epiblast Zellen, die Nanog exprimieren und primitiven Endodermzellen,
die Gata6 und Sox17 exprimieren (Saiz and Plusa 2013). Sie sind anfanglich Awi e
und Pfirederflrmerdn Zellmasse verstreut und sortieren sich anschliel3end in zwei
Kompartimente (Saiz and Plusa 2013). Der darauffolgende Umstrukturierungsprozess
wird Gastrulation genannt und ist die Grundlage fur die Bildung der drei Keimblatter: dem
Ekto-, dem Endo- und dem Mesoderm. Aus dem Trophoektoderm entsteht unter anderem
extraembryonales Ektoderm, aus dem primitiven Endoderm das viszerale und parietale
Endoderm. Extraembryonales Ektoderm und viszerales Endoderm umgeben den

Epiblasten, vor allem das Vviszerale Endoderm dient als Quelle fir

Sal



Kommunikationssignale, die zur Strukturierung des Embryos fihren, wie die anterior-
posteriore Ausrichtung. Dieser Einfluss von extraembryonalem Gewebe auf die
Embryogenese ist von besonderer Wichtigkeit in der Entwicklung der Saugetiere (Tam
und Loebel 2007). Ungeféhr an Tag 6 wandern Zellen des Epiblasten zum posterioren
proximalen Pol des Embryos und formen den Primitivstreifen. Durch epitheliale-
mesenchymale Transition entsteht aus diesen eingewanderten Zellen unter anderem
frihes Mesoderm unter Einfluss von Bone Morphogenic Protein (BMP) Signalen des
extraembryonalen Endoderms, Nodali SMAD2 and SMAD3 und kanonischen Wnt
Signalen aus dem Epiblast (Arnold und Robertson 2009). Verschiedene interdependente
Signalwege sind an diesen Strukturierungen und Aufteilungen in verschiedene Zelltypen
wahrend der Gastrulation beteiligt. Es ist daher eine besondere Herausforderung, ein
ganzheitliches Verstandnis der Wege der Regulation der Embryogenese zu erhalten
(Tam und Loebel 2007).

Dartber hinaus weisen embryonale Stammzellen, wie bereits erwéahnt, teratogenes
Potential auf. Wenn sie zum Beispiel in die Nierenkapsel oder Unterhaut einer
immunsupprimierten Maus eingebracht werden, bilden sie sogenannte benigne
Teratome oder maligne Teratokarzinome (siehe Punkt 1.4). Zelllinien aus diesen
Tumoren waren vor allem vor der moglichen Kultivierung von ES-Zellen fur die
Erforschung von Embryogenese und Differenzierung bedeutsam. Doch murine ES-Zellen
weisen einen normalen und stabilen Karyotyp auf, der auch nach langeren
Generationszeiten stabil bleibt. Charakteristisch ist auch die kurze Generationszeit von
12-15 Stunden mit einer verkirzten G1-Zellzyklus Phase (Coronado et al. 2012).

Zur Kultivierung von ES-Zellen werden diese auf mitotisch inaktiven Fibroblasten
gezlchtet. Dieser sogenannte Feederlayer gibt den fir die Pluripotenz von murinen
Stammzellen essentiellen Leukemia Inhibitory Factor (LIF) ab (Smith et. al 1991, Williams
et al. 1988), den man auch dem Medium zugeben kann, um auf die Fibroblasten zu
verzichten. LIF als Mitglied der Interleukin-6-Familie bindet an den LIF-Rezeptor an der
Zellmembran und aktiviert dadurch den signal transducer and activator of transcription-3
(STAT-3), der nach Dimerisierung und Phosphorylierung als Transkriptionsfaktor in den
Zellkern translokiert und an der Aktivierung und Regulierung von Pluripotenz-
spezifischen Genen beteiligt ist. Unter serumfreien Bedingungen ist der LIF-Signalweg
nicht funktionell (Wobus und Boheler 2005), doch die Zugabe von BMP4, zugehdrig zur
transforminggr owt h { @aGEbH) B u pemdfliehirllF die Aufrechterhaltung



der Pluripotenz in vitro, indem es die Expression von inhibitor of differentiation (Id)-Genen
via dem Smad Signalweg reguliert (Ying et al. 2003).

Am undifferenzierten Phanotyp der Stammzellen sind noch weitere Signalwege beteiligt
wi e der Wnt /,derexogenraktiviert TI€ Furipotenz aufrechterhalt (Okita und
Yamanaka 2006). Die charakteristischen Proteine solcher Signalwege dienen auch als
Marker fur embryonale Stammzellen, wie zum Beispiel das Stage-specific embryonic
antigen-1 (SSEA-1) als spezifisches Oberflachenglykoprotein (Solter und Knowles 1978)
oder die enzymatische Aktivitéat der alkalischen Phophatase und die Telomerase (Wobus
et al. 1984, Boiani and Scholer 2005).

Neben diesen extrinsischen Faktoren gibt es verschiedene transkriptionelle Faktoren wie
Oct3/4 (Scholer et al. 1989), STAT-3 (Matsuda et al. 1999), KIf4 (Li et al. 2005), c-myc
(Cartwright et al. 2005) und Nanog (Chamber et al. 2003), die eine entscheidende Rolle
bei der Aufrechterhaltung der Pluripotenz spielen. Dies konnte 2006 von Takahashi und
Yamanaka auf ungewohnliche Art bekréftigt werden, indem sie murine Fibroblasten
durch Reprogrammierung von Oct3/4, Sox2, c-myc und KIf4 in induzierte pluripotente
Stammzellen (iPSC) umwandelten (Takahashi und Yamanaka 2006, Takahashi et al.
2007a, Takahashi et al. 2007b). iPSC schufen neue Mdglichkeiten fur die regenerative
Medizin, ohne die ethischen Bedenken, die die Verwendung von humanen ES-Zellen mit
sich  bringt.  Problematisch dabei ist die onkogene Wirkung von
Reprogrammierungsfaktoren wie c-myc oder Klf4. Auch Oct3/4 hat, in somatischen
Zellen exprimiert, onkogenes Potential (Jaenisch and Young 2008). Deswegen ist es von
besonderer Bedeutung, die molekularen Ahnlichkeiten zwischen Tumor- und ES-Zellen
aufzudecken. Auch dem murinen epithelialen Zelladhasionsmolekil (EpCAM) konnte
eine Rolle bei der Effizienz der IPSC Generierung und in der Tumorbiologie

nachgewiesen werden (Huang et al. 2011, Munz et al. 2004).

1.2 EpCAM- epitheliales Zelladhasionsmolekdl

1.2.1 Struktur und Funktion von EpCAM

Das humane epitheliale Zelladhasionsmolekil EpCAM konnte als eines der ersten
tumorassoziierten Antigene identifiziert werden. Humane kolorektale Karzinomzellen
wurden in Mause injiziert, diesen wurden Splenozyten entnommen, welche mit
Myelomzellen fusioniert wurden. Die entstandenen Hybridomazellen sezernierten
Antikorper gegen EpCAM (Herlyn et al. 1979).



Spater wurde die Glykosylierung von EpCAM, dessen Anwesenheit auf gesundem
Epithel und sein Molekulargewicht von 37 kDa nachgewiesen (Gattlinger et al. 1987).
Unter dem Namen Edrecolomab wurde in einer klinischen Studie ein AntikGrper gegen
EpCAM zur adjuvanten Therapie von metastasierten colorektalen Karzinomen eingesetzt
und daraufhin als Panorex in den Markt eingefiihrt (Riethmueller et al. 1994), jedoch ein
Jahr spater wieder vom Markt genommen, da sich die Wirksamkeit auch in Kombination
mit Chemotherapie als nicht erwiesen herausstellte (Gires und Bauerle 2010; Schmoll
und Arnold 2009).

Murines und humanes EpCAM weisen dieselbe Exonstruktur auf, unterscheiden sich
aber in ihrem Genlokus. Das murine EpCAM-kodierende Gen TACSTDL1 ist Mitglied der
Genfamilie GA-733 und befindet sich auf dem Chromosom 17, wohingegen das humane
Gen auf Chromosom 2p21 lokalisiert ist. Insgesamt neun Exons kodieren fur die
extrazellulare (EpEx; Exon 2-6), die Transmembran (TMD; Exon 7) und die intrazellulare
(EpICD; Exon 8-9) Doméane. Die Extrazellulardomane enthalt eine AEpidermal growth
factorii (EGF) -ahnliche Domane, eine Thyroglobulin- Doméane und eine Cystein-arme
Region (CAR). EpCAM ist ein Typ I|-Transmembranprotein und besteht aus 314
Aminosauren (Baeuerle und Gires 2007). Die extrazellulare Doméane von EpCAM bildet
in der natdrlichen Konformation ein herzférmiges cis- Dimer (P a v gtial. 2014).
Litvinov bezeichnete humanes EpCAM als homophiles Ca?*-unabhangiges Zell-Zell-
Adhasionsmolekiil. Die Adhasionseffekte von intrazellularen Kontakten wurden in mit
EpCAM transfizierten murinen Zellen, die physiologisch kaum Zell-Zell-Adh&sion
aufweisen, gesehen (Litvinov et al. 1994). Unter den zahllosen Bezeichnungen fir
EpCAM gibt es unter anderemdie Ac | ust er eat i di fbnid Nomenkl at u
einheitliche Bezeichnung und Abkg¢rzung al zr VArBgdeny Mén wu r d
Verwechslungen angenommen (Baeuerle und Gires 2007).

Ob es eine einheitliche Funktion von EpCAM in allen Geweben, in denen es exprimiert
wird, gibt, ist fraglich. In den verschiedenen Zellgeweben an verschiedenen subzellularen
Kompartimenten wird EpCAM in unterschiedlicher Menge und zu unterschiedlichen
Zeitpunkten exprimiert. Aul3erdem unterliegt EpCAM komplexen posttranslationalen
Modifikationen (Schnell et al. 2013). Da EpCAM mit Zellen in der Umgebung interagiert,
wére es naheliegend, dass seine Funktion abhangig vom umgebenden Zellmilieu ist
(Gaiser et al. 2013).

EpCAM ist auf der basolateralen Membran von humanem und murinem Epithel (Balzar

et al. 1999), endodermalen Vorlauferzellen unter anderem von Leber und Pankreas
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(Schmelzer et al. 2007), humanen und murinen Stammzellen (Lu et al. 2010; Ng et al.
2009; Gonzalez et al. 2009), sowie murinen Thymozyten, antigenprasentierenden Zellen
und T-Zellen in unterschiedlicher Starke exprimiert (Trzips et al. 2007). Dartberhinaus
sind von inflammatorischen Prozessen betroffene Hepatozyten stark EpCAM-positiv
(Breuhahn et al. 2006), sowie die Mehrheit der Karzinome (van der Gun et al. 2010) und
Tumorstammzellen (Gires et al. 2009). EpCAM kann zur Isolation von zirkulierenden
Tumorzellen (CTCs) und Charakterisierung von disseminierten Tumorzellen (DTCs)
verwendet werden (Gires und Stocklein 2014; Imrich und Hachmeister et al. 2012).
Intensiv wurde die Funktion von EpCAM in Karzinomzellen erforscht. EpCAM unterliegt
einer regulierten intramembranen Proteolyse (RIP), wird also &ahnlich dem Notch-
Rezeptor von Proteasen gespalten, wodurch das intrazellulare EpCAM Fragment EpICD
gebildet und freigesetzt wird, welches in humanen Krebszellen tber Signaltransduktion
im Nukleus Proliferation anregt (Chaves-Perez et al. 2013; Maetzel et al. 2009). Dariber
hinaus greift EpCAM in den Zellzyklus ein, indem es das Protoonkogen c-myc und die
Cycline A und E reguliert (Minz et al. 2004).

Erstbeschriebene homophile Zell-Zell-Adhasion wurde durch molekularbiologische
Erkenntnisse tUber eine hemmende Modulation von E- Cadherin vermittelter Adh&asion
(Litvinov et al. 1997) und eine Interaktion mit dem tight junction Protein Claudin-7 U
(Ladwein et al. 2005) ergéanzt. In intestinalen Epithelien rekrutiert EpCAM Claudin-7 zur
Formation von funktionsfahigen tight junctions (Lei et al. 2012).

Homophile Zell-Zell-Adhasion ist erstaunlicherweise erniedrigt, wenn EpCAM mit Claudin
7 komplexiert ist, die Zellmotilitat aber- eventuell aufgrund von vermehrter Assoziation
mit Aktinbindeln- erhdht (Nubel et al. 2009). Der Tumorsupressor p53, der Wachter des
Genoms, bindet an das EpCAM Gen und vermittelt invasionsfordernde Signale (Sankpal
et al. 2009). EpCAM fihrt in Langerhans Zellen zu Migration, indem es die Adhasion
zwischen Langerhanszellen und der Epidermis verringert (Gaiser et a. 2013). Doch in
Brustkrebs-Zelllinien wurde die Zellmigration betreffend gezeigt, dass ein EpCAM
Knockdown mittels siRNA die Migrationsrate um 90% verringert. Zusatzlich wurde
dadurch die Proliferationsrate vermindert (Osta et al. 2004). Es konnte kein Einfluss auf
die Zell-Matrix- und Zell-Zell-Adh&asion in Karzinomzellen durch den Knockdown oder den
Knockout von humanem EpCAM nachgewiesen werden (Tsaktanis et al. 2015).

Neuere Daten zeigen, dass eine niedrige EpCAM Expression mit epithelial-
mesenchymaler Transition (EMT) einhergeht und es wurden CTC und DTC ohne EpCAM

Expression nachgewiesen (Gorges et al. 2012; Driemel et al. 2013).



Um diese kontradiktorischen Ergebnisse in Tumorzellen in Einklang zu bringen, kann das
Modell von Gires und Stocklein 2014 herangezogen worden, das ein dynamisches
EpCAM Expressionslevel postuliert. Solide epitheliale Tumore sind  zur
Proliferationssteigerung stark EpCAM-positiv, bei Beginn der Metastasierung wird das
EpCAM Level zugunsten lokaler Invasion und vasaler Migration reduziert. Um
Metastasen anschlieRend im Gewebe zu verankern, erhoht sich die EpCAM Expression
wieder (Gires und Stoecklein 2014).

Zusammenfassend lasst sich Gaber et al. heranziehen, die EpCAM keine Bedeutung als
homophiles Zelladhéasionsmolekil, jedoch eine indirekte adhésionsmodulierende
Mediatorrolle zusprechen (Gaber et al. 2018). Die Art der Modulation sollte in
Tumorzellen im Vergleich zur physiologischen Morpho und Organogenese unterschieden
werden.

Schon 1990 wurde EpCAM eine fundamentale Bedeutung in der Entwicklung von friihem
Endoderm zugewiesen (Stephan et al. 1990).

Hinsichtlich der Organogenese konnte EpCAM eine Rolle in der Pankreas Entwicklung
und bei der Leber Regeneration durch Leber-Stammzellen (Cirulli et al. 1998, de Boer et
al. 1999) zugewiesen werden. Da morphogenetische Veranderungen mit einer
Neustrukturierung von Zellverbanden und einer folgenden Neuadhdasion einhergehen, ist
es nicht Uberraschend, dass EpCAM eine bedeutende Funktion in der Differnzierung
einnimmt. Meist findet diese Bewegung in Zellverbanden statt (Lecuit 2005).

Die epitheliale-mesenchymale Transition (EMT) ist ein morphogenetisches Programm,
das ermdglicht, dass aus streng lokalisierten epithelialen Zellen individuell wandernde
mesenchymale Zellen werden (Montell 2008). So spielt EpCAM auch bei der Migration,
die die Neustrukturierung von Zellverbanden wahrend der Entwicklung ermdglicht, eine
Rolle. Im Krallenfrosch Xenopus laevis reguliert EpCAM die morphogenetische
Wanderung durch die Repression einer Subgruppe der Proteinkinase C Familie (Maghzal
et al. 2013). Wahrend der endodermalen Entwicklung der Leber des Zebrafischs wird das
kanonische Wnt2bb-Signaling von der extrazellularen Doméane von EpCAM aktiviert,
indem es Lrp6 an der Zellmembran stabilisiert, was tber beta-catenin den Wnt2bb Weg
mitinduziert (Lu et al. 2013). Uber die Bedeutung von EpCAM in Stammzellen von
Saugetieren ist bisher wenig publiziert.

Schon in der frihsten Entwicklungsphase, wie der fertilisierten Oozyte und den
darauffolgenden frihen Teilungsphasen, wird EpCAM im embryonalen Rattengewebe

exprimiert. Jedoch sind nicht alle Zellen der Morula EpCAM-positiv und die



Expressionsstarke der EpCAM-positiven Zellen variiert stark (Tarmann et al. 1990).
Wieso es diese Unterschiede in der EpCAM Expression an sich und der
Expressionsstéarke in den ersten Tagen der Saugetierentwicklung gibt, ist nicht klar.

Keimzellen, murine als auch humane embryonale Stammzellen exprimieren EpCAM an
ihrer Zellmembran (Andersson 1999; Gonzalez et al. 2009; Lu et al. 2010). Lu et al., Ng
et al. und Gonzalez et al. postulieren, dass EpCAM eine Aufgabe bei der
Aufrechterhaltung des pluripotenten Phanotyps durch epigenetische Modifikationen
erflllt. Im Hinblick weiterer zugrundeliegender zellularer Mechanismen ist jedoch wenig

bekannt.

1.2.2 Bedeutung von EpCAM fir die murine Embryonalentwicklung und den
Ph&notyp von ES-Zellen

Zur Untersuchung der Bedeutung von EpCAM wéhrend der Embryonalentwicklung in
vivo sind bis dato drei EpCAM-Knockout Maus Modelle publiziert. Diese prasentieren
kontradiktorische Ergebnisse. Das homozygote EpCAM-Knockout Mausmodell von
Nagao et al. ergab einen embryonal letalen Ph&notyp zwischen Tag 10.5 und 11.5. Ein
Grund hierfur konnte die Fehlfunktion der Plazenta sein, welche Stérungen wie zum
Beispiel eine verminderte Menge an parietalen Trophoblastriesenzellen aufwies (Nagao
et al. 2009). Dies konnte durch Lei et al. nicht beobachtet werden. Die EpCAM-
Knockoutméuse waren bis zu 10 Tage uUberlebensféahig, wiesen jedoch eine intestinale
Fehlfunktion auf. Unter anderem war das fur tight junctions wichtige Claudin 7 in den
intestinalen Epithelien kaum nachweisbar. Die E-Cadherin Expression jedoch war vom
EpCAM-Knockout unbeeinflusst (Lei et al. 2012). Auch die Knockoutmause von Guerra
et al. waren vier Tage uberlebensféahig, starben aber daraufhin an der congenital tufting
enteropathy CTF (Guerra et al. 2012), deren Entstehung auch bei Menschen auf
fehlendes humanes EpCAM zurlckgefuhrt wird (Sivagnanam et al. 2008). Als
molekularen Hintergrund fihrten die Autoren die Fehlexpression von E-Cadherin an, das
anstatt basolateral zytoplasmatisch exprimiert wurde. Diese Knockoutmodelle sprechen
fur eine Rolle von EpCAM wéahrend der Embyronalentwicklung, die nicht als essentiell,
doch als modulierend angesehen werden kann. Da die homozygoten Knockoutmutanten
jedoch aus heterozygoten Elterntieren entstanden sind, kann nicht ausgeschlossen
werden, dass eine maternale Ubergabe von EpCAM einen embryonal letalen Phanotyp
verhindert. Diese Mdglichkeit wurde jedoch von Nagao et al. nicht experimentell

untersucht.



Das Expressionsmuster und die Bedeutung von EpCAM fir den pluripotenten Phénotyp
von murinen embryonalen Stammzellen konnte von Gonzalez et al. gezeigt werden. Doch
im Laufe der Entwicklung wird EpCAM herunterreguliert (Gonzalez et al. 2009), wie schon
in den Beispielen der Organogenese aufgezeigt: In Pankreasvorlauferzellen wird EpCAM
am starksten in den sich entwickelnden Pankreasinselzellen exprimiert, im ausgereiften
Pankreas jedoch in den duktalen Gangen (Cirulli et al. 1998). Aul3erdem ist eine partielle
Expression auf bestimmten Zellverbdnden auch immunhistochemisch durch die
Expression von EpCAM in sich entwickelnden Nieren sichtbar (Trzpis et al. 2007).
EpCAMs Expression in der Morphogenese unterliegt also dynamischen Anderungen.
Daraus ergibt sich die Frage, wieso und auf welche Weise EpCAM auf gewissen Zellen
herunterreguliert wird, doch in anderen noch weiter exprimiert wird.

In vorangegangenen Arbeiten konnte eine vor allem an Tag 5 der dreidimensionalen
Differenzierung in Sphéaroid-ahnlichen Embryoid Bodies stattfindende Reduktion der
EpCAM Expression in murinen ES-Zellen nachgewiesen werden (Unv. Diss. Sarrach
2013). Ahnlich wie bei der Entwicklung von EpCAM-positiven humanen hepatischen
Stammzellen zu EpCAM-negativen Hepatozyten (Schmelzer et al. 2007) wird EpCAM im
Laufe der Differenzierung herunterreguliert.

An Tag 10 war die Membranexpression von EpCAM auf die Oberflache von Embryoid
Bodies begrenzt. Als Ursache dieser Reduktion konnten epigenetische Modifikationen
des Histons 3 und eine verminderte Bindung der Polymerase Il an den EpCAM Promotor
ausgemacht werden. Dieses Expressionsmuster zeigte sich auch in murinen Embryonen.
Auch Oct3, SSEA-1, Cyclin D1 und p53 wurde im Laufe der Differenzierung
herunterreguliert (Unv. Diss. Sarrach 2013). Die Expression von dem mesodermalen
Marker Vimentin und EpCAM schlossen sich in den geféarbten Embryoid Bodies aus
(Sarrach et al. 2018).

Um einen Einfluss einer ektopischen Expression von EpCAM auf die Differenzierung zu
analysi er en, wur de Ep CAMellaniberExpriniei® ant) EffEk& auf die
Morphologie und die Differenzierung untersucht. Diese Uberexpression hatte keinen
Effekt auf die Morphologie der Embryoid Bodies. Auch Cyclin D1, p53 und Ki67
Expression zeigte keine Veranderung zum Wildtyp. Doch die Uberexpression von
EpCAM bewirkte eine deutlich verzogerte Induktion von kontraktilen Bereichen. Diese
kontraktilen Bereiche entstehen durch die mesodermale Differenzierung von ES-Zellen
zu kontrahierenden Kardiomyozyten. Im Einklang mit diesem Ergebnis wies das fotale

murine Herz keine EpCAM Expression auf (Unv. Diss. Sarrach 2013).
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Die Differenzierung in die drei Keimblatter betreffend konnte eine Erhdhung der
endodermalen Marker Afp, Foxa2 und Gata4 nachgewiesen werden, weshalb von einer
induzierenden Wirkung von EpCAM auf die endodermal-gerichtete Entwicklung der
Zellen ausgegangen werden kann (Unv. Diss. Sarrach 2013).

Eine nukleare Translokation von EpICD wurde in murinen Stammzellen nicht
abschlieBend nachgewiesen, es wurde schnell und effektiv durch das Proteasom
abgebaut, weswegen sich weitere ES-Zell-Untersuchungen auf die Rolle von
ungespaltenem EpCAM fokussierten (Unv. Diss. Hachmeister 2014).

1.2.3 Interaktionspartner von EpCAM in murinen Teratokarzinomzellen
In vorherigen Arbeiten wurde in der Arbeitsgruppe das embryonale G-Protein ERas in
einem SILAC-Screen von murinen F9-Zellen als Interaktionspartner von EpCAM
identifiziert. Dies wurde durch eine Co-Immunopréazipitation bestatigt (Unv. Diss.
Hachmeister 2014).
Kleine monomere G-Proteine befinden sich auf der zytosolischen Seite der
Plasmamembran und enthalten Guanosindiphosphat (GDP), wenn sie inaktiv sind. Nach
einer Aktivierung, meist durch einen Rezeptor mit Tyrosinkinaseaktivitat, 16st sich GDP
und Guanosintriphosphat (GTP) kann binden. Durch seine intrinsische GTPase-Aktivitat
kann das G-Protein GTP dephosphorylieren, wodurch die energiereiche
Phosphatbindung gespalten wird. Somit erfillen G-Proteine in der Zelle die Funktion
eines molekularen Schalters, der im Rahmen der Signaltransduktion exogene Signale in
die Zelle weiterleiten kann (Takai et al. 2001).
ERas wurde 2003 von Takahashi in murinen embryonalen Stammzellen entdeckt, wie
sein humanes Ortholog HRasp, das aber aufgrund einer vorzeitigen Polyadenylierung
nur eine verkirzte Version des Proteins transkribiert (Kameda und Thomson 2005).
Murines ERas besteht aus 227 Aminoséauren, ist auf dem X-Chromosom lokalisiert und
hat eine 43% HomologiezumAHar vey r at sar coma VHRas46%oncog
zu Airsten rat sarcoma viral oncogenefiHomolog KRas und eine 47% Ubereinstimmung
zum ANeuroblastoma rat sarcoma viral oncogenefi oidolog NRas. ERas Knockout
Mause sind uberlebensfahig und fertil. Das Protein ist nicht in differenzierten Geweben
exprimiert (Takahashi et al. 2003), jedoch in humanen Karzinomen. Es konnte in Kolon,
Pankreas-, und Brustkarzinomen nachgewiesen werden (Yasuda et al. 2007). Ein
meglicher Mechanismus, das epigenetische Asi
Uberwinden, ist die Histonacetylierung (Yasuda et al. 2007). Kaizaki et al. fand ERas in
Magenkarzinomen, von den untersuchten Tumoren waren 44% ERas positiv und ERas
11



spielte eine Rolle in der Onkogenese (Kaizaki et al. 2009). Dies konnte von Liu und
Kollegen bestatigt werden. Indem ein ERas Knockout in verschiedenen Zelllinien aus
Magenkarzinomen erzeugt wurde, ergab sich eine verringerte Proliferation (Liu et al.
2013). ERas ist auferdem mit der Bildung von Lebermetastasen assoziiert. Dies wurde
auf eine Unterdriickung der E-Cadherin Expression zuriickgefiihrt (Kubota et al. 2010).
ERas ist eine konstitutiv aktive GTPaseohneAg ai n o f f u n,di¢ beiexogeneMut at i
Uberexpression die Proliferation von ES-Zellen anregt (Takahashi et al. 2003). Jedoch
konnte dies in ES-Zellen von Javaneraffen nicht nachgewiesen werden (Tanaka et al.
2009). ERas wird in der Plazenta von Kihen exprimiert. Immunhistochemische
Untersuchungen zeigten die Expression an der Plasmamembran und dem Zytoplasma
von Epithelzellen des Trophoblasten (Roperto et al. 2017).

ERas interagiert nicht mit Raf oder der mitogen-activated protein kinase (MAPK)
Kaskade, bindet aber an die Phophatidylinositol-3-OH-Kinase (PI3K) (Takahashi et al.
2003). PI3-Kinasen sind Enzyme, die Phospholipide an der Plasmamembran
phosphorylieren.  Reguliert werden sie &hnlich wie Ras-Proteine uber
Wachstumsfaktoren, die an Rezeptortyrosinkinasen binden. Aktivierte PI3-Kinase
phosphoryliert Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphat (PIP2) zu Phosphatidylinositol 3,4,5
trisphosphat (PIP3), welches als Substrat fur Proteine mit Pleckstrin-homologen (PH)-
Domanen wie die Phosphoinositide-dependent Kinasen 1 und 2 (PDK1, PDK2) und als
Asecond mes s eDiegP®OKlfiphodphaoeyhiett die AKT (auch Proteinkinase B
(PKB) genannt), eine Serin-Threonin-Protein Kinase, was flr deren Aktivitat vonnoten ist.
AKT phosphoryliert und inaktiviert zum Beispiel die proapoptotischen FOXO Proteine,
BAD und die Caspase 9 (Hemmings und Restuccia 2014; Armstrong et al. 2006). Der
direkte Gegenspieler der PI(3)Kinase ist das Tumorsuppressorgen Phosphatase und
Tensin Homolog (PTEN), da es PIPs dephosphoryliert (Stiles et al. 2002). Auf die
Funktion des PI3-Kinase/AKT Signalwegs und der PTEN in ES-Zellen wird in 5.1 und 5.2

eingegangen.

1.3 Grundlagen des Genome-Engineering-Systems CRISPR/Cas

Um die Funktion eines Gens zu entschlisseln, ist es mdglich, das Gen in Zellen oder
Organismen gezielt auszuschalten. Damit lasst sich leichter entschlisseln, welche
Aufgaben diese Gene und deren Proteinprodukte in der Zelle erfullen. Verschiedene

Systeme sind anwendbar, die entweder zu einem transienten Knock-down oder zu einem
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zellularen knock-out fuhren, je nachdem, ob die Veranderung auf mRNA- oder DNA-
Ebene vorgenommen wurde.

Erste Anwendungen ermdglichten die Zinkfingernukleasen ZNF (Miller et al. 2007, Wood
et al. 2011) und transcription activatori like effector nucleases TALENs (Christian et al.
2010). 1987 wurden repetitive Sequenzen im bakteriellen und arcchaellen Genom
entdeckt (Ishino et al. 2018), die als ein adaptives bakterielles Immunabwehrsystem in
Streptococcus thermophilus, das dem Prokaryoten als Phagenabwehr dient, identifiziert
wurden (Barrangou et al. 2007). Nach seinem auffalligen DNA Aufbau wurde es CRISPR-
clustered regularly interspaced short palindromic repeat genannt (Jansen et al. 2002). Im
Gegensatz zu den vorherigen programmierbaren Nukleasen basiert CRISPR auf einer
kurzen RNA-Sequenz, welche die Ziel-DNA durch komplementare Basenpaarung nach
Watson-Crick erkennt (Hsu et al. 2014). Diese Immunabwehr kann in drei
unterschiedliche Typen I-lll eingeteilt werden (Haft et al. 2005), wobei jede aus CRISPR-
assoziierten (Cas) Genen, nichtkodierender transaktivierender RNA (tracrRNA) und
repetitiven Sequenzen besteht. Die repetitiven Sequenzen werden von kurzen variablen

Abbildung 1: Molekularbiologische Funktionsweise von genome editing Technologien
modifiziert nach Hsu et al. (2014).
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(A) Die fehleranfalligere Non homologous end-joining (NHEJ) Reparatur oder die homologe Reparatur
(HDR) kdnnen eingefligte DNA Doppelstrangbriiche (DSBs) reparieren. Wahrend der NHEJ binden Ku
Heterodimere an die DSB-Enden und dienen als Liickenfiller fir Reparaturproteine. Das kann zu Indel
Mutationen (Insertionen und Deletionen) oder einem vorzeitigen Stopcodon flihren, was wiederum
Leserasterverschiebung oder den Gen-Knockout verursachen kann. Die alternative homologe Reparatur
arbeitet mit genomischer Rekombination anhand des homologen Schwester-Chromatids. Durch
Umgehung des homologen Chromosoms kdnnen prézise Gen Veranderungen vorgenommen werden. (B)
Zink Finger (ZF) Proteine und transcription activator-like effectors (TALEs) sind von Natur aus
nukleinsaurebindend und kdnnen so modifiziert werden, dass sie fusioniert mit Endonukleasen an
bestimmte Genabschnitte binden und DNA spezifisch verandern. (C) Die Cas9 Nuklease aus dem
adaptiven Immunsystem von Bakterien wird mithilfe ihrer guide RNA (rot) an spezifische DNA Abschnitte
gebunden, das Protospacer-adjacent motif (PAM, blau) downstream vom Zielgen gewahrleistet den
korrekten Ansatz des von der Cas9 Nuklease durchgeftihrten DSB.

Sequenzen, sogenannte protospacer, unterbrochen und wiederholen sich nach diesen
palindromisch aufgebaut. Protospacer tragen ein CRISPR-System spezifisches
protospacer adjacent motif (PAM). Dies hat eine Bedeutung fur die Generierung der Ziel-
DNA, im Falle des aus Streptococcus pyogenes gewonnen Cas9 Systems muss der Ziel-
DNA ein 5-NGG vorausgehen (Ran et al. 2013). AuRerdem wird endogene RNAse Il
bendtigt (Deltcheva et al. 2011). Als einfach und effektiv kristallisierte sich ein auf die
sequenzspezifische Nuklease Cas9 basierendes CRISPR System von Typ Il heraus
(Pennisi 2013).

Wenn ein Bakteriophage das Bakterium infiziert, werden seine Protospacer in die
repetitiven Sequenzen des CRISPR-Lokus integriert und spéater samt ihren
Unterbrechungen abgelesen. Das dabei entstehende RNA-Molekul hybridisiert mit der
tracrRNA und wird anschlieend von der RNAse 1l und anderen Nukleasen in kirzere
RNA-Fragmente gespalten. Die entstehenden crRNA-tracrRNA-Hybride interferieren
komplexiert mit der Cas9-Nuklease mit der Ziel-DNA, wodurch die Nuklease die DNA in
ihren zwei aktiven Zentren schneidet. Daraufhin folgt ein DNA-Doppelstrangbruch, der
auf zwei verschiedene Arten repariert werden kann. Zum einen kann die fehleranfallige
nichthomologe Rekombination (nichthomologes Endjoining) die beiden Enden wieder
zusammenfligen. Dabei kann es durch Insertion oder Deletion (Indel-Mutation) zu einem
vorzeitigen STOP-Codon oder einer Leserasterverschiebung kommen. Die dabei
entstehende verkirzte mRNA wird durch Nonsense-mediated mMRNA Decay (NMD)
abgebaut. Zum anderen kann eine homologe Rekombination stattfinden, die das
homologe Chromosom als Matrize bendtigt, in Eukaryoten jedoch seltener (Pennisi
2013). Erstmalig wurde das CRISPR System mit der Nuklease Cas9 von Streptococcus
pyogenes SF370 mit dem Protospacer im humanen EMX1 Lokus in eukaryotischen
Zellen von Cong et al. durchgefiihrt (Cong et al. 2013). CRISPR/Cas9 wurde in der
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vorliegenden Arbeit dazu verwendet, einen zellularen EpCAM-Knockout in murinen

embryonalen Stammzellen zu generieren.

1.4 Teratome und Teratokarzinome

Keimzelltumore entstehen meist in den Gonaden (Eierstécke und Hoden) und kommen
sowohl bei Kindern als auch bei Erwachsenen vor. Bei extragonadaler Lage der
Keimzelltumore geht man davon aus, dass ihr Ursprung auf versprengtes
Embryonalgewebe zurtickgeht (Ulbright 2005). Die gro3te Untergruppe dieser Tumore
sind die Teratome, die Zellen aus allen drei Keimblattern enthalten. Ihr Name stammt aus
dem Griechischen 6t er at o s 0, dasshreM®lwesd lBzarre Beschaffenheit aus
reifzelligem Gewebe wie Zahnen oder Haaren und unreifzelligem Gewebe anschaulich
beschreibt. Teratome sind gutartige Geschwulste und werden von bdsartigen
Teratokarzinomen abgegrenzt (Solter 2006). Unreifzellige Teratome als Erkrankung von
Menschen wurden von Norris et al. in ein 4-stufiges Grading System von O-llI eingeteilt,
je nach Menge von primitivem Neuroepithelium im Teratom. Diese Einteilung ging mit der
Wabhrscheinlichkeit einer Metastasierung einher und hatte somit prognostische Relevanz.
Ein Teratom der Stufe 0 ist benigne und geht mit einer Uberlebensrate von 100% einher,
ein Teratom der Stufe Il besteht beinahe ausschliel3lich aus primitiven Gewebe und
reduziert die Uberlebenswahrscheinlichkeit auf 33% (Norris et al. 1976). Teratome, die in
Menschen entstehen, tragen Gendefekte in sich (Lensch et al. 2007). In Tieren sind
Teratome &ullerst selten, was ihre Erforschung schwierig gestaltete (Solter 2006).
Jedoch beschrieben Stevens und Little 1954 eine Mauslinie, in der sich bei circa 1% der
mannlichen Mause im Hoden spontan Teratomen bildeten (Stevens und Little 1954).
Diese spontan gebildeten Teratomzellen konnten in andere Korperstellen transplantiert
werden, zeigten jedoch fast alle kein Ubermé&Riges Wachstum. Von Teratomen aus
Ovarien war bekannt, dass gewisse Teratomzellen bei Injektion subkutan oder
intraperitoneal ein starkes Wachstum aufwiesen, was Stevens und Little auf eine grol3e
undifferenzierte, sich stark teilende Zellpopulation zurtckfuhrten, die in den spontan
entstandenen Hodenteratomen der Mauslinie nur in einem einzigen Fall vorhanden war.
In allen Teratomen befanden sich aul3erdem differenzierte Zellen der drei Keimblatter.
Stevens und Little unterstitzten die damals aufgekommene Theorie, dass in den
Teratomen sogenannte pluripotente embryonale Karzinomzellen (EC-Zellen) vorhanden
sind, die die Vorlaufer fur die Teratogenese sind. Durch die Etablierung von EC-Zelllinien,
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die in vitro kultiviert werden konnten, wurde der Grundstein fir die in vitro Forschung von
pluripotenten Zellen gelegt.

EC-Zellen zeigen starke Ahnlichkeiten zu ES-Zellen. Erstaunlicherweise konnen EC-
Zellen ihre Malignitat durch in vivo Differenzierung verlieren. Stevens ging davon aus,
dass EC-Zellen aus Keimzelllinien entstehen, die dann wiederum zu Teratomen werden.
Im Verlauf bilden sich aus den EC-Zellen entweder hauptsachlich differenzierte Zellen,
was zu benignen Teratomen fihrt, oder es bilden sich Teratokarzinome, die sowohl aus
differenzierten Zellen als auch aus einer groRen Menge an EC-Zellen mit hoher
Proliferationsrate bestehen. Wenn EC-Zellen reimplantiert werden, kénnen sich wieder
Teratome oder Teratokarzinome bilden. Die EC-Zellen formieren sich als in der Literatur
verwirrenderweise auch als Embryoid Bodies bezeichnete Zellstrukturen und sind von
einer Schicht endodermaler Zellen umgeben (Martin 1975). So wurde erkannt, dass sich
EC-Zellen aus ES-Zellen entwickeln (Solter 2006). Die Erforschung der EC-Zellen
gipfelte in den Versuchen, aus EC-Zellen chimare Mause zu entwickeln, was ein Beweis
fur die Umkehrbarkeit ihrer Malignitat gewesen ware. Aus diesen Versuchen ergaben
sich kontradiktorische Ergebnisse, auch hinsichtlich der Frage, ob alle EC-Zellen
Veranderungen in ihrem Karyotyp aufweisen. Mit der Etablierung von ES-Zelllinien
(Dushnik-Levinson und Benvenisty 1995) verlor die Arbeit mit EC-Zellen an Stellenwert
(Solter 2006).

Die Bildung von Teratomen oder Teratokarzinomen durch Implantation von ES-Zellen in
immunsupprimierte Mause bewirkt eine Differenzierung in die drei Keimblatter, dies wird
als Beweis fir die Pluripotenz der implantierten Zellen verwendet (Aleckovic 2008). Durch
die genauere Analyse der entstandenen Teratome erhofft man sich einen Einblick in die
Differenzierung von ES-Zellen und die Entstehung von Geweben in vivo zu bekommen,
um neue Erkenntnisse bezliglich Tumorentstehung oder der Zichtung spezifischer
Gewebe zu erhalten. Da EpCAM in Karzinomzellen onkogenes Potential aufweist
(Maetzel et al. 2009), ware es interessant zu wissen, ob EpCAM auch eine Rolle bei der
Teratogenitat von ES-Zellen erfillt. Im Folgenden werden die durch Injektion von murinen

ES-Zellen gebildeten Tumore Teratokarzinome genannt.
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1.5 Zielsetzung

Fur die ES-Zellforschung und die regenerative Forschung ist EpCAM aufgrund der
starken Expression auf embryonalen Stammzellen, der Herunterregulierung wahrend der
frihen Embryonalentwicklung und dessen Funktion fiir die Regeneration von adultem
Gewebe von entscheidender Bedeutung. Im Hinblick auf den mdglichen zukinftigen
Einsatz von Stammzelltherapien zum Beispiel durch induzierte pluripotente Stammzellen,
die aus patienteneigenen Korperzellen gewonnen werden, ist es essentiell, alle

beteiligten Faktoren der Differenzierung und Reprogrammierung zu erforschen.
Daraus ergaben sich die Ziele dieser Arbeit:

1 Untersuchung des Einflusses des EpCAM-ERas-AKT Signalwegs auf Pluripotenz
und Differenzierung

1 Molekulare Analyse eines potentiellen Einflusses von zellularem EpCAM-
Knockout auf Proliferation, Pluripotenz und Differenzierung

1 Analyse des Einflusses von EpCAM und ERas auf die Teratombildung in Mausen
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2. Material

2.1 Chemikalien, Verbrauchsmaterialien und Gerate

2.1.1 Chemikalien und Kits
Tabelle 1: Chemikalien und Kits

Artikel

Hersteller

ABC-Kit Vectastain® Elite® PK6100
Agar

Agarose

Amaxa Mouse ES Cell Nucleofector Kit
Ammoniumpersulfat (APS)
Anorganische Salze, Sauren, Basen
Antikdrperverdiinnungspuffer

Antibiotika (Ampicillin, Kanamycin)
Aqua dest.

b-Mercaptoethanol

BCA Protein Assay

Bovines Serumalbumin (BSA)
Bromphenolblau

Cryomold Intermediate 4566
Dimethylsulfoxid (DMSO)

DNA Qia-Shredder

EDTA

Eosinlésung 0,5%

ESGRO® LIF

FACSFlow

FACSafe

FACSRinse

Fotales Kalberserum

Gelatine (Zellkultur)

Glycin

Glycerin

Hematoxylin Gill's Formula H- 3401
High Pure Plasmid Isolation Kit
Immobilion HRP Western Substrate
Jetstar Plasmid Purification Maxi Kit
LightCycler 480 SYBR Green | Master
Mayer's Hamalaun Lésung
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Oligonukleotide

Vector Laboratories, Burlingame (USA)
Gibco BRL, Karlsruhe

Roche Mannheim

Lonza, Basel (Schweiz)

BioRad, Kalifornien (USA)

Merck KGaA, Darmstadt

DCS Innovative Diagnostik-Systeme
GmbH & Co. KG, Hamburg

Sigma (Taufkirchen)

Braun, Melsungen

Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen
Pierce, Rockford (USA)
Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen
Serva GmbH, Heidelberg

Sakura Finetek, Staufen
Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen
Qiagen, Hilden

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe
Apotheke Klinikum Grol3hadern
Millipore, Schwalbach

Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Biochrom AG, Berlin

Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen
Serva GmbH, Heidelberg
Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen
Vector Laboratories, Burlingame (USA)
Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen
Millipore, Bedford (USA)

Genomed, Loéhne

Roche, Mannheim

Merck KGaA, Darmstadt
Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen
Metabion, International AG, Planegg
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Artikel

Hersteller

Organische Losungsmittel, Alkohole
Paraformaldehyd

PBS LOsung

PBS-Tabletten

Penicillin Streptomycin

Proteinase Inhibitor Cocktail Complete
ProteingroRenstandard V
Propidiumiodid

Puromyzin

QiaShredder

QuantiTect Reverse Transcription Kit
RNeasy Mini Kit

Stempan E14 GMEM

TissueTek® O.C.T Compound
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS)
Triton-X 100

Trypanblau

Trypsin/ EDTA

Tween

Vectashield® with DAPI
Wasserstoffperoxid (H202)

Merck KGaA, Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co0.KG, Karlsruhe
Apotheke Klinikum Grol3hadern
Invitrogen, Karlsruhe

Biochrom, AG, Berlin

Roche, Mannheim

Peglab, Erlangen
Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen
AppliChem GmbH, Darmstadt
Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

PAN Biotech GmbH, Aidenbach
Sakura Finetek, Staufen

Merck KGaA, Darmstadt

Sigma Taufkirchen

Biochrom AG, Berlin

Biochrom AG, Berlin

Serva GmbH, Heidelberg
Biozol GmbH, Eching

Merck KGaA, Darmstadt

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 2: Verbrauchsmaterialien

Artikel

Hersteller

Corning® Costar® Stripette
Einmalglaspipetten
FACS-ROhrchen

Handschuhe Peha-Soft Latex
Immobilion-P Membran (0,45 pm)
Kryogefalle
Objekttr2gensABuper
Parafilm

Pipettenspitzen

Quadriperm

Safe Seal Tips Professional
Reagenzreservoir

Sterilfilter

Whatman Paper 3MM
Zellkulturflaschen und 7 schalen

Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen
Costar, New York (USA)

Becton Dickinson, Heidelberg
Vector Laboratories, Burlingame (USA)
Millipore, Bedford (USA)
Becton Dickinson, Heidelberg
Nunc, Wiesbaden

Nunc, Wiesbaden

Starlab, Hamburg

Sarstedt, Nurnberg

Biozym, Hessisch Oldendorf
Costar, New York (USA)
Millipore, Wiesbaden

Millipore, Wiesbaden

Sarstedt AG & Co., Numbrecht
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Artikel

Hersteller

Zellkulturréhrchen, steril
Zentrifugengefalle 15mL/ 50mL
Zentrifugengefalie 1,5 mL/ 2mL
Zentrifugengefalle 1,5mL (Nukleasefrei)
6-well Zellkulturplatten flach

96-well Zellkulturplatten flach

96-well Zellkulturplatten ultra-low
attachment

Falcon/BD Le Pont de Claix (F)

Becton Dickinson, Heidelberg

Eppendorf AG, Hamburg

Nunc, Wiesbaden

Costar, New York (USA)

Nunc, Wiesbaden

Corning Incorporated Costar, Amsterdam

2.1.3 Gerate
Tabelle 3: Geréate

Gerat

Hersteller

Autoklave-System Systec 95

Gel und Western Blot Dokumentation
ACheDmici XRS

Blotting Kammer

Branson Sonifier W-250 D

Durchfl usszyt-©anleitle
Einkanal pipette AT
Fl uoreszenzmi kr osk
Gefrierschrank (-20°C, -80°C)
Inkubator fur Zellkultur, CO2-begast
Kryostat Modell CM 1900

Kihlschrank (4°C)

Magnetrtihrer mit Heizblock

Mi cropl ate Reader
Mikroliter Pipetten

Mikrowelle

Phasenkontrastmikroskop Axiovert 25
pH-Meter

Pipetboy Comfort

Schittelinkubatoren 2Certomat
Sicherheitswerkbank HLB 2448 GS
Spektrophot ometer
Kuhlsystem Flissigstickstoff
Thermocycler Comfort
Transfektionssyste
Vortex Mixer

Waage CP 4202 S

Systec GmbH. Wettenberg
BioRad, Kalifornien (USA)

BioRad, Richmond (USA)

G. Heinemann Ultraschall- und Labortechnik,
Schwabisch Gmind

Becton Dickinson, Heidelberg
Brand GmbH, Wertheim

Carl Zeiss AG, Jena

Liebherr, Ochsenhausen

Heraeus Holding GmbH, Hanau
Leica, Bensheim

Liebherr, Ochsenhausen

Janke & Kunkel, Staufen

Dynatech Laboratories, Bad Nauheim
Gilson Inc., Middleton (USA)

Sharp Electronics GmbH, Hamburg
Carl Zeiss AG, Jena

WTW, Weilheim

Integra Biosciences, Fernwald
Braun Biotech, Melsungen
Heraeus Holding GmbH, Hanau
Pharmacia GmbH, Erlangen
Messer Cryotherm, Kirchen/ Sieg
Eppendorf AG, Hamburg

Amaxa, Koln

IKA Works Inc., Wirmington (USA)
Sartorius, Goéttingen
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Gerat

Hersteller

Zentrifuge 5415 R
Zentrifuge Rotanta 46 R

Eppendorf AG, Hamburg
Hettich Lab technology, Tuttlingen

2.2 Antikdrper

Tabelle 4: Primarantikorper

Antikdrper Spezies Hersteller

U-AKT1 Kaninchen polyklonal | Cell Signaling, USA

U-Aktin Ziege polyklonal Santa Curz, Kalifornien (USA)

U-alpha CAA Maus IgG1 Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen
U-Cytokeratin polyklonal Progen Immunodiagnostics, Deutschland
U-EpCAM Ratte 1gG2a,s Becton Dickinson, Heidelberg

U-ERas Ziege polyklonal Santa Cruz, Kalifornien (USA)

U-Foxa2 Kaninchen polyklonal | Novus Biologicals

U-GAPDH Kaninchen polyklonal | Bethyl Laboratories, Montgomery (USA)
U-GFP Maus monoklonal Santa Cruz, Kalifornien (USA)
U-mCherry Maus monoklonal Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen
U-Nestin Kaninchen polyklonal | Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen
U-Pan-Keratin | Maus monoklonal Novus Biologicals

U-phospho AKT | Kaninchen polyklonal | Cell Signaling, USA

U-SSEA1 Maus IgM Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg
U-Vimentin Kaninchen IgG1 Abcam, Cambridge (USA)

Tabelle 5: Sekundarantikérper

Antikorper

Hersteller

ABC-Kit Vectastain® Elite® PK6100
Alexa 488 Ziege- U-Maus

Alexa 594 Ziege- U-Maus

Alexa 647 Maus

Biotinylated Kaninchen-U-Ratte 1gG (H&L)

Biotinylated Pferd-U-Maus 1gG (H&L)

Biotinylated Ziege-U-Kaninchen IgG (H&L)

FITC Ziege-U-Maus IgM
FITC-Kaninchen- U-Ratte IgG (H&L)

| sotyp KRatelgGo!l | e U
PO Kaninchen-U-Meerschweinchen 1gG
PO Kaninchen-U-Ziege 1gG

PO Ziege-U-Kaninchen IgG (H&L)

Vector Laboratories, Burlingame (USA)
Santa Cruz

Abcam

Santa Cruz

Vector Laboratories, Burlingame (USA)
Vector Laboratories, Burlingame (USA)
Vector Laboratories, Burlingame (USA)
Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg
Vector Laboratories, Burlingame (USA)
Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg
Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen
Dako Deutschland GmbH, Hamburg
Jackson Immuno Research, Newmarket
(UK)
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2.3 Oligonukleotide

2.3.1 Primer

Die Sequenzen der gPCR Primer wurden tberdieAHar var d

der Firma Metabion International AD (Planegg) hergestellt.

Tabelle 6: Primer der gPCR
gPCR Primer Gen

Sequenz (5' - 3') FW/BW

AFP (Alpha-1-Fetoprotein)

AKT1

UCAA

Collal (Collagen,Typ I, alpha 1)
Cyclin D1

E- Cadherin (epitheliales Cadherin)

EpCAM

ERas (embryonales Ras)

Foxa2 (Forkhead-Box-Protein A 2)
Gusb (b-Glucuronidase)
Ki-67 (Ki = Kiel)

Klf4

Myc (cellular myelocytomatosis oncogene)

Nanog

Nestin

Oct3/4 (Octamer binding transcription

factor 3/4)

Sox2 (sex determining region Y- box 2)

p53

CTTCCCTCATCCTCCTGCTAC
ACAAACTGGGTAAAGGTGATGG
ATGAACGACGTAGCCATTGTG
TTGTAGCCAATAAAGGTGCCAT
CTGGATTCTGGCGATGGTGTA
CGGACAATTTCACGTTCAGCA
GCTCCTCTTAGGGGCCACT
CCACGTCTCACCATTGGGG
CAGAAGTGCGAAGAGGAGGTC
TCATCTTAGAGGCCACGAACAT
CAGGTCTCCTCATGGCTTTGC
CTTCCGAAAAGAAGGCTGTCC
CAGTGTACTTCCTATGGTACACAGAATACT
CTAGGCATTAAGCTCTCTGTGGATCTCACC

TGCCTACAAAGTCTAGCATCTTG
CTTTTACCAACACCACTTGCAC
CCCTACGCCAACATGAACTCG
GTTCTGCCGGTAGAAAGGGA
CAACCTCTGGTGGCCTTACC
GGGTGTAGTAGTCAGTCACAGAC
ATCATTGACCGCTCCTTTAGGT
GCTCGCCTTGATGGTTCCT
GTGCCCCGACTAACCGTTG
GTCGTTGAACTCCTCGGTCT
TGTGCTCGTCTGCTTGAATGG
TCTGTGGAGAAGAGGCAAACCC
TCTTCCTGGTCCCCACAGTTT
GCAAGAATAGTTCTCGGGATGAA
GGAGAGTCGCTTAGAGGTGC
GGTGGGGGTTCTGGCCTTAA
ATCGGACCAGGCTCAGAGGTATTG
GTTCTCATTGTTGTCGGCTTCC
TGGAGTGGGAGGAAGAGGTAACC
GGAGTGGAAACTTTTGTCCGAGAC
CTCTCCCCCGCAAAAGAAAAA
CGGAACATCTCGAAGCGTTTA
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Pax 6 (Paired box protein 6) ACGTATCCAACGGTTGTGTGA
GGAGCCAGTCTCGTAATACCT
Trop2 (Tumor-associated calcium signal AGGGGCTTGGATCTAGCAC

transducer 2) TTGCCCGACATTGGCAGAC
Vimentin ACCGGAGCTATGTGACCACG
CAAGGATTCCACTTTCCGTTCA
WT-1 (Wilms-Tumor-Protein 1) GAGAGCCAGCCTACCATCC
GGGTCCTCGTGTTTGAAGGAA
2.3.2 Plasmide
Tabelle 7: Plasmide
Plasmide Kurzbeschreibung Referenz
141pCAG-3SIP CMV, SV40, IRES, Puromyzinresistenz | Prof. Bornkamm
141pCAG:YFP YFP in 141pCAG-3SIP M. Hachmeister
141pCAG::mCherry mCherry in 141pCAG-3SIP S. Sarrach
141pCAG::GFP GFP in 141pCAG-3SIP S. Sarrach
141pCAG: :EpCAM-TF | EpCAM, Tev-Flag getagt, in 141pCAG- | M. Hachmeister
3SIP

141pCAG::Flag-ERas | ERas, Flag getagt, in 141pCAG-3SIP S. Sarrach
141pCAG::ERas-Flag | ERas, Flag getagt, in 141pCAG-3SIP S. Sarrach

141pCAG::myrAKT1 pAKT1 myristiliert in 141pCAG-3SIP Prof. Dieter Saur,
S. Sarrach

U6gRNA-Cas9-2A- CrispRCas9 1: Exon 2 mit der target site | Sigma Aldrich,

GFP 1 GTCCCCAGGCCCTCGCGTTCGG Munchen

U6gRNA-Cas9-2A- CrispRCas9 2: Exon 4 mit der target site

GFP 2 TTGTTCTGGATCGCCCCTTCGG

2.4 Inhibitoren

- LY294002 von Sigma Aldrich
- Rapamycin von Sigma Aldrich
- BKM 120 von ApexBIO

2.5 Bakterienstamm

E.coli DH10B (Plasmidamplifikation)

F-, endAl, recAl, galE1l5, galkKl16, nupG, r ps L, mpl ac X74, 0801 ac Z g\
p(ara, !l eu) 76HsdRMSmcrr AB,C Jyupl{ magGIbMON14272/ pMON7124
von der Firma Invitrogen bezogen
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2.6 Zelllinien

Tabelle 8: Verwendete Zelllinien

Zelllinie Bemerkungen

E14TG2U Wildtyp-Zelllinie murine ES-Zellen
E14TGRPICAGH Transfiziert mit Vektor 141pCAG-3SIP

E 14T GEpCAM-TF* Transfiziert mit Vektor 141pCAG::EpCAM-TF
El 4 T GER&s-Flag** Transfiziert mit Vektor 141pCAG::ERas-Flag

E 1 4 T GRlag-ERas** Transfiziert mit Vektor 141pCAG::Flag-ERas

El 4 T Gawg AKT1** Transfiziert mit Vektor 141pCAG::myrAKT1
E14T GXCE1-103 Transfiziert mit Vektor U6gRNA-Cas9-2A-GFP 1
E14T GXCE131-153 Transfiziert mit Vektor U6gRNA-Cas9-2A-GFP 2
El 4 T GE@#9 GFP Transfiziert mit Vektor 141pCAG::YFP

El 4 T GE@#9 mCherry Transfiziert mit Vektor 141pCAG::mCherry

El 4 T GE@#114 GFP Transfiziert mit Vektor 141pCAG::YFP

El 4 T GE2@#114 mCherry Transfiziert mit Vektor 141pCAG:mCherry
E14 T GRCE149 GFP Transfiziert mit Vektor 141pCAG::YFP

E 14 T GA&CU149 mCherry Transfiziert mit Vektor 141pCAG::mCherry

Die Wildtyp-Zelllinie E14TG2Uwurde von Dr. Markus Conrad zur Verfiigung gestellt. Alle anderen
Zelllinien wurden von Matthias Hachmeister (mit * gekennzeichnet) und Sannia Sarrach (mit **
gekennzeichnet) etabliert.

2.7 Medien und Puffer

2.7.1 Zellkultur

PBS: 8,0g NaCl; 0,2g KCI; 1,15g Na:HPO4; 0,29 KH2PO.in 11 H:O
Stempan E14 GMEM: 60000 U/mL ESGRO® LIF; FCS, L-Glutamin, 2,75g/| NaHCO:s
Einfriermedium E14: Stempan E14 GMEM; 10% DMSO

2.7.2 Bakterienkultur

LB-Medium: 1% Trypton; 0,5% Hefeextrakt; 1% NaCl; pH 7,2
Agar-Platten: 1,5% Agar/Liter LB Medium
Antibiotikakonzentrationen: Ampicillin 50pg/mL, Kandamycin 30 pg/mL

Herstellung kompetenter Bakterien nach Hannahah (1987)

TfB I-Puffer 100mM KCI; 50mM MnClz; 30mM KAc; 10mM CaClz, 15% Glycerin; pH =5,8
TfB II-Puffer 10mM MOPS; 10mM KCI; 75mM CaClz; 15% Glycerin; pH 7,0
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2.7.3 Proteinbiochemische Methoden

2.7.3.1 Western Blot

Lyse-Puffer: PBS; 1% DDM; Roche Proteinase Inhibitor Cocktail Complete
Sammelgel (4%): 30% Acrylamid; 2M Tris pH = 6,8; 0,5M EDTA
Trenngel (10-17%): 30% Acrylamid; 2M Tris pH = 8,9; 0,5M EDTA
Lauf-Puffer: 250mM Tris, 2M Glycin, 1% SDS

Lade-Puffer 140mM Tris-HCI pH = 7,0; 30% Glycerin; 4% SDS;
(LaemmLi): 16% b-Mercaptoethanol; 0,1% Bromphenolblau
10x Blotting-Puffer: 250mM Tris; 1,26M Glycerin
Wasch-Puffer: PBS; 0,2% Tween

Puffer zum Blocken: 5% Magermilchpulver in Waschpuffer
Losung prim. Antikorper: 3% BSA in Waschpuffer

Ldsung sek. Antikorper: 5% Magermilchpulver in Waschpuffer

2.7.3.2 Durchflusszytometrie

Puffer: PBS mit 5% FKS
Propidiumiodid (PI)-Farbelosung: PBS mit 5% FKS;1pg/mL Propidiumiodid
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3. Methoden

3.1 Mikrobiologische Methoden

3.1.1 Bakterienkultivierung und- konservierung

DH10f Bakterien wurden in Suspension in Luria Broth Medium (LB) unter
Antibiotikazugabe im Schittler (225 Upm) Uber Nacht bei 37°C kultiviert. Am nachsten
Tag wurde fir die Plasmidamplifikation 500 mL LB-Medium mit 1 mL der Uber Nacht
gewachsenen Bakterienkultur angeimpft. Nach erfolgter Transformation wurden die
Bakterien auf LB-Agar-Platten ausgestrichen. Die Kulturen in Suspension wurden zur

weiteren Konservierung mit 15% Glycerin vermischt und bei -80°C eingefroren.

3.1.2 Herstellung chemisch kompetenter Bakterien

Fur die Herstellung transformationskompetenter E.coli-Stamme wurde nach der Methode
von Hanahan (1983) 200mL LB-Medium mit 5 mL der Gber Nacht gewachsenen Kultur
angeimpft. Diese wurde circa 2 h bei 37°C geschittelt, bis die Kultur eine optische Dichte
(OD 600nm) von 0,3-0,6 erreicht hatte. Die Zellsuspension kuhlte man auf Eis, um diese
dann nacheinander in den Puffern TfBl und TfBIl zu resuspendieren. Nach der
Schockfrierung in flissigem Stickstoff wurden die Bakterien als 200 uL Aliquots bei -80°C

gelagert.

3.1.3 Transformation der Bakterien nach der Hitzeschockmethode

Zur Einschleusung von Fremd-DNA in die Bakterien wurden 50 pyL auf Eis aufgetaute
kompetente E.coli Bakterien mit 10 pL Ligationsansatz (8 pL Insert und 2 pL Vektor)
vermischt und fur 30min auf Eis gekuhlt. Der anschlie3ende Hitzeschock der E.coli wurde
fur 30s bei 42°C durchgefihrt und diese daraufhin wieder fur 2 min auf Eis gesetzt. Nach
der Aufnahme der Bakterien in 1 mL LB-Medium wurden sie fur 45 min bei 37°C
geschittelt (400rpm). In den letzten 2-3 Minuten wurden die Bakterien bei RT bei 2000-
3000 rpm zentrifugiert, der Uberstand abgekippt und im restlichen Medium resuspendiert.
Die E. coli Bakterien wurden auf LB-Agarplatten mit entsprechendem Selektions-

Antibiotikum ausplattiert und tiber Nacht bei 37°C inkubiert.
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3.2 Methoden der Zellkultur

Zellkulturarbeiten wurden unter einer Sterilwerkbank mit sterilen Ldsungen und
Verbrauchsmaterialien durchgefuhrt. Im Zellinkubator herrschte eine Temperatur von
37°C, ein CO2-Gehalt von 5% und 95% Luftfeuchtigkeit. Die Zentrifugationsschritte
erfolgten bei Raumtemperatur (RT) und 500 Umdrehungen pro Minute (revolutions per

minute; rpm) flr 5 min.

3.2.1 Kultivierung und Konservierung der Zellen

Die murinen embryonalen Stammzellen wurden auf gelatinierter Oberflache zur besseren
Haftung unter Zugabe des leukemia inhibitory factor (LIF) zur Aufrechterhaltung der
Pluripotenz kultiviert (Smith 1991; Williams 1988). Zur Passagierung wurden die Zellen
im subkonfluenten Stadium (ca. 80%) mit PBS gewaschen, um das verbliebene fetal calf
serum (FCS) zu entfernen und 6-8 Minuten mit Trypsin/EDTA L&sung inkubiert, um sie
von der Zellkulturflasche zu lésen. Die Reaktion wurde mit FCS-haltigem Medium
gestoppt, die Zellen wurden geerntet und die in 1:5-1:20 gesplittete verbliebene
Zellmenge pelletiert. Anschlie3end wurden die Zellen durch mehrmaliges Pipettieren in
frischem Medium vereinzelt und die Stammzellen in eine mit einer 0,1%iger
Gelatineldsung behandelte Zellkulturflasche tberfuhrt.

Zur Konservierung wurden die Zellen geerntet und bei Raumtemperatur fir 5 Minuten bei
500g pelletiert. Anschlielend wurden die Zellen in 1mL Einfriermedium in Kryogefalie
tberfuhrt und bei -80°C eingefroren. Um das DMSO nach dem zigigen Auftauen bei
37°C zu verdiunnen, wurden die Zellen im finffachen Volumen des Kulturmediums gelost
und pelletiert. Das Medium wurde nach 24 Stunden gewechselt, um nicht adherierte

Zellen zu entfernen.

3.2.2 Transfektion durch Nukleofektion

Um in die murinen ES-Zellen DNA in Form von Plasmiden einzufihren, wurden diese

mit dem Nukleofektionssystem von AMAXA transfiziert. Zur Bestimmung der Zellzahl
wurden die Zellen in Zellsuspension gebracht, in einem 1:1 Verhaltnis mit Trypanblau
gemischt und mittels einer Fuchs-Rosenthal-Kammer unter einem Mikroskop gezahlt.
Der tiefblaue Diazofarbstoff Trypanblau dringt in abgestorbene Zellen ein, welche bei der
Zellzahl nicht bertcksichtigt wurden. Anschliel3end wurde die Zellzahl nach Angaben des

Herstellers berechnet.
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4-12 h vor der Nukleofektion erfolgte ein Wechsel des Mediums. 2x 10 Zellen wurden
zentrifugiert, das Pellet in 100 ¢ | Nukl eof ekt i on smit@-a0gug Rlasmidy e | © st
DNA in die Nukleofektionskivette Gberfuhrt. Mit dem Programm A-24 des Nukleofector®
Gerates erfolgte die Transfektion. Die Zellsuspension wurde auf gelatinierte

Zellkulturschalen mit 10 mL Medium ausgesat und am darauffolgenden Tag selektioniert.

3.2.3 Cell Titer Blue Viability Assay zur indirekten Proliferationsmessung

Zur Bestimmung der Proliferation fand das Cell Titer Blue Viability Assay von Promega
Anwendung, um indirekt Gber diese flurometrische Methode eine Aussage Uber die
Proliferation der Zellen treffen zu kdnnen. Dabei wird der Indikator Resazurin verwendet,
um die metabolische Kapazitat der Zellen zu messen. Lebende Zellen besitzen die
Fahigkeit, Resazurin in Resorufin zu reduzieren, welches fluoreszierend ist. Wenn es zu
Resofurin reduziert wird, erscheint die Farbe pink und ist fluoreszierend (579Ex/584Em).
ES-Zellen wurden in 96-well-Platten ausplattiert, es wurde nach 24 h oder 48 h 20uL
CellTiter-Blue Reagent pro 100uL Kulturmedium in jedes Well gegeben und nach 3 h
Inkubation vermessen. Das Assay wurde nach Herstellerangaben durchgefihrt und
Messzeitpunkte waren 24 h und 48 h.

3.2.4 In vitro-Differenzierung durch die Generierung von Embryoid Bodies

Um murine Stammzellen kontrolliert differenzieren zu lassen, kam die hanging drop-

Methode zur Anwendung (Martin und Evans 1975, Wang und Yang 2008). Die
Generierung von Embryoid Bodies bewirkt eine Differenzierung in die drei Keimblatter

der frihen embryonalen Entwicklung (Itskovitz-Eldor et al. 2000) und stellt ein
dreidimensionales Modell zur Rekapitulierung der Embryogenese dar (Nishikawa et al.

2007).

Die Zellen wurden zweimal mit PBS gewaschen, um das LIF vollstandig zu entfernen und

nach der Zellzahlbestimmung zu einer Endkonzentration von 500-1 000 Zel I en pr o
verdinnt. Diese Einzelzellsuspension bestehend aus 2,5*10° Zellen/mL wurde in
Differenzierungsmedium gel6st. Eine 20 cm Zellkulturschale wurde mit PBS befillt,

sodass der Boden bedecktwar. Mi t ei ner Mul t i kan-arbpfengufediet e wu
Innenseite des Deckels der Schale pipettiert, anschliel3end wurde die Zellkulturschale mit

einer vorsichtigen Drehbewegung des Deckels verschlossen. In den freihAngenden

Tropfen lagerten sich die Stammzellen zu Zellaggregaten zusammen. Nach der 72h
Inkubation wurden die Tropfen in eine ultra-low- attachment-Multiwellplatte mit einer

Beschichtung, die Adh&sion an der Vertiefung vermeiden soll, mit frischem
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Differenzierungsmedium tberfuhrt und fir weitere 96 Stunden bei 37°C inkubiert. Je nach
weiterer Verwendungsweise verblieben die Embryoid Bodies entweder in den Platten
oder wurden in Gelatine-beschichtete 96-well-Platten Utbertragen. Bei Versuchen mit
langeren Differenzierungszeitraumen wurde das Differenzierungsmedium bei Bedarf
ausgetauscht.  Die lichtmikroskopische  Auswertung der kardiomyozytaren
Differenzierung erfolgte an Tag 10-11. Jede Einbuchtung (well) der 96-well-Platte wurde
nach kontrahierenden Arealen untersucht und entsprechend gekennzeichnet. Die Grol3e
der Areale und die Starke der Kontraktion wurden nicht mit in die Auswertung
einbezogen. Die Anzahl der Embryoid Bodies mit Kardiomyozyten im Verhaltnis zur
Anzahl vorhandener Embryoid Bodies stellte das Ergebnis einer 96-Well-Platte dar. Im
Folgenden wird diese Methode aus Simplifizierungsgriinden Differenzierungsassay
genannt. Dies ist eine Vereinfachung auf Kosten der Genauigkeit der Bezeichnung, da
die Generierung von embryoid boides im Vergleich zu urspriinglichen zweidimensionalen
Differenzierungsmethoden eine Verbesserung darstellt, die ein praziseres Modell der

embryonalen Entwicklung darstellt.

3.3 Molekularbiologische Methoden

3.3.1 Ribonukleinsaure (RNA) Isolation und komplementéare
Desoxyribonukleinsédure (cDNA) Synthese

Zur Isolation der RNA aus Zellen wurde das RNeasy Mini Kit der Firma Qiagen
verwendet, indem die Zellen zuerst homogenisiert, dann mit Ethanol vermischt Uber die
RNeasy Spin Saule aufgetrennt und nach mehreren Waschschritten die RNA eluiert

werden kann. Die gewonnene RNA wurde in 30 uL RNAse-freiem Wasser gelost, ihre

Konzentratio n mi t dem Spektrophotometer-Kivkte ne Qu a

bestimmt und 1 pg der RNA mit dem Kit QuantiTect Reverse Transcription in cDNA
umgeschrieben. Die Durchfihrung alle Schritte erfolgte auf Eis. Um sicherzugehen, dass
die Reste genomischer DNA vollstadndig verdaut wurden, wurde diese RNA bei der
folgenden gPCR als Template als RNA-Kontrolle eingesetzt.

Tabelle 9: Reaktionsansatz der quantitativen PCR.
Volumen Reagenz

5uL SYBR Green | Master
1L cDNA (Verdinnung 1:10)
1L Primer sense (10 uM)
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2 uL Primer antisense (10 uM)

Al1l0el

3.3.2 Real time guantitative Polymerase Ketten Reaktion (QPCR)

Die hergestellte cDNA wurde mittels gPCR im Plattencycler LightCycler® 480 mit dem
Mastermi x ALightCycl &aEtéBfA, S¥BR Ge &yanis-y¥ mme t
Farbstoff enthalt, analysiert (siehe Tabelle 9). Die Abkirzung SYBR kommt von 2-{2-[(3-
Dimethylamino-propyl)- propylamino]-1-phenyl- 1H-chinolin-4-ylidenmethyl}- 3-methyl-
benzothiazol-3-ium-Kation. SYBR Green | bindet doppelstrangige DNA. Der sich daraus

ergebende DNA-Fluoreszenzfarbstoft-K o mp | ex emi t t i er tax goRLlinme s L i
(Zipper et. al 2004). Durch die Schmelzkurvenanalyse konnte die Spezifitat der
gemessenen Signale Uberprift werden. Folgende Zusammensetzung diente als

Reaktionsansatz. Als Protokoll wurden folgende Temperaturen und Zeitdauern gewahilt.

Tabelle 10: Protokoll der quantitativen PCR

Temperatur  Zeit Ramp Zyklen Detektionsmod Reaktion
rate us

95°C 10 min 1 Vorinkubation

95°C 10s 4.4 45 single Amplifikation

65°C 10s 2,2

72°C 15s 4.4

95°C 5s 4,4 1 kontinuierlich Schmelzkurve

65°C 1min 2.2

97°C 11

40°C 30s Kihlung

3.4 Proteinbiochemische Methoden

3.4.1 Analyse von intra- und extrazellularen Proteinen mittels Western Blot

Herstellung des Zelllysats

Die Zellen wurden geerntet, abzentrifugiert und in 30-5 0 ¢ | Lysepuffer gel
Rotor wurde das Gemisch bei 4°C fur 10 Minuten inkubiert und hierauf bei 13200 rpm flr

10 Minuten abzentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues Eppendorfgefal uberfiihrt
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und auf Eis gelagert. Die Proteinkonzentration wurde mit dem BCA Protein Assay
Reagent Kit von Pierce nach Angaben des Herstellers und einem ELISA-Reader
gemessen.

Sodium dodecyl sulfate (SDS)-Gelelektrophorese und Immunoblotting

Zwischen 20 und 30 e g Pr ot ei n  wumLidPaffer bei t95°CL faresmmin im
Heizblock denaturiert. Die Auftrennung der Proteine nach ihrem Molekulargewicht

erfolgte mit vertikaler Plattenelektrophorese in 12 %-igen diskontinuierlichen SDS-
Polyacrylamidgelen. Zur Herstellung der Gele wurden 10 mL der Acrylamidlésung fur
Trenngele (Bestandteile siehe 3.6.3.1) mit 25 ¢ [Tetramethylethylendiamin (TEMED) und
7 5  Anhmoniumperoxodisulfat (APS) vermischt und zwischen zwei mit Ethanol
gereinigten Glasscheiben, die in einer Gelelektrophoresekammer eingespannt waren,
gegossen und mit Isopropanol Uberschichtet. Nach der vollstandigen Polymerisation
wurde das Isopropanol entfernt und ein gro3poriges Sammelgel (5 mL Acrylamidlésung
mit 30 ¢ | TEMED und abf(dascéeltenngklRg8geben. Durch das vorherige
Einsetzen eines Kamms wurden Taschen geschaffen. Im Anschluss erfolgten die Fullung
der Kammer mit Laufpuffer, die Entfernung des Kamms und die Befullung der
entstandenen Taschen mit der StandardgréRe des Proteinmarker V und den
vorbereiteten Proben. Die Fokussierung dauerte 15 Minuten bei 15 milliAmpere/Gel und
180 Volt, wohingegen die Auftrennung bei 30 mA/Gel und 180 V fiir circa 2 h erfolgte.
Nach der Auftrennung konnten die Proteine aufgrund ihrer negativen Ladung aus dem
Gel auf eine durch Methanol aktivierte Nitrocellulosemembran in eiskaltem Blottingpuffer
bei 100 V und 500 mA fir 50 Minuten Ubertragen werden. Zur Fixierung der Proteine
wurde die Membran erneut in Methanol getaucht und daraufhin zur Abséattigung
unspezifischer Proteinbindungsstellen in Blockpuffer 30 Minuten lang leicht geschwenkt.
Nach dreimaligem Waschen fir jeweils 10 Minuten in Waschpuffer wurden die Membrane
in primarer Antikérperlosung (zwischen 1:1000 und 1:5000) entweder 2 h bei
Raumtemperatur oder Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Nach erneutem Waschen wurde die
Membran in Peroxidase-gekoppelten sekundéaren Antikdrper (1:5.000) gegeben. Nach
der abgeschlossenen Antikérper-Inkubation erfolgte ein erneutes Waschen der
Membran. Durch die Peroxidasereaktion mit Immobilon Western Chemiluminescent HRP
Substrate (Millipore) konnten die Proteine in einem ChemiDoc-Gerat mittels CCD-
Kamera visualisiert werden. Die quantitative Auswertung der Proteinmenge wurde mit

der Image Lab Software (Biorad) durchgefuhrt.
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3.4.2 Analyse von Oberflachenproteinen mittels Durchflusszytometrie

Zur Darstellung der Expression von oberflachlichen Membranproteinen wurde eine
Einzelzellsuspension hergestellt, daraufhin wurden die Zellen mit PBS gewaschen,
abzentrifugiert und der Uberstand sorgféltig abpipettiert. Die erste Inkubation erfolgte mit
dem ersten Membranprotein-spezifischen Antikdrper in einer Verdinnung 1:50 fur 15-30
Minuten. Einem Waschschritt mit FACS-Puffer folgend wurden die Zellen mit einem
Fluorescein Isothiocyanat (FITC)-konjugierten Zweitantikorper in einer Verdiinnung 1:50
resuspendiert und wiederum 15-30 Minuten inkubiert. Nach der letzten Zentrifugation
wurden die Zellenin5 0 0 FACB-Pufferund 2  Brépidiumiodid, das zur Markierung der
toten Zellen an die dsDNA bindet (Sasaki et al. 1987), geltst. Als Kontrolle wurden Zellen
verwendet, die nur mit dem Zweitantikdrper inkubiert worden waren, um bei mehrmaliger
Messung eine Vergleichbarkeit zu erreichen und unspezifische Bindungen des primaren
Antikdrpers zu erkennen. Um die GroRRe der Zellen und ihre Granulitat zu erfassen,
wurden sie im Vorwarts (forward scatter)- und im Seitwartsstreulicht (side scatter) erfasst.
Die Darstellung der Pl-Intensitat hilft, die Fraktion lebender Zellen zu selektionieren, was
auch unter dem Begriff A G a t féllin Bie Auswertung erfolgte mitder ACe | | Quweées t E fi
AF | o Wdftwdre. Die Messdaten wurden mittels Division durch die Isotyp-Kontrolle

normalisiert.

3.5 Immunohistochemie

Zur weiteren Analyse des Zellmaterials wurden Teratome, Zellpellets und Embryoid
Bodies in Kryomolds mittig ausgerichtet und gleichméaRig mit dem Einbettmedium
ATi ssueTekin bedeckt . Nac hdem dStiekstof geyaochto | d s
wurden, konnten sie anschlieRend bei -20°C gelagert werden. Zur weiteren Verarbeitung
wurden die entstandenen Blocke in konsekutive Schnitte 4pm dick mit dem
Gefriermikrotom CM 1900 (Leica) geschnitten, auf Super Frost Objekttrager Gbertragen
und bei Raumtemperatur getrocknet. Eine Aufbewahrung erfolgte bei -20°C.

Zur Farbung der Préparate erfolgte eine Rehydrierung in PBS fur finf Minuten,
anschlielend eine 10-mindtige Lagerung in 0,3%iger Wasserstoffperoxidldsung, die die
endogene Peroxidaseaktivitdit hemmt. Die Schnitte wurden zweimal in PBS gewaschen
und zur Vermeidung von unspezifischen Bindungen des Primérantikdrpers fur 25 Minuten
mit Normalserum in PBS-Verdinnung von 1:20-1:200 bedeckt. Primarantikérperbindung
fand bei einer Stunde Raumtemperatur in einer fur jeden Antikorper individuell
ausgetesteten Verdiinnung zwischen 1:50 und 1:1000 in 200 pL tris Puffer statt. Als
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Negativkontrolle diente ein Schnitt, welcher nur mit PBS behandelt wurde. Nach einem
Waschen mit PBS und Brij Lésung (50% Brij in PBS) standen als Zweitantikdrper ein
Fluorochrom-konjugierter oder ein biotinylierter Briickenantikorper zur Verfligung, wobei
bei biotinylierter Briicke mit einem Avidin-Biotin-PO-Komplex fur 30 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert werden musste. Als Peroxidase Substrat diente 3-Amino-9-
ethylcarbazol, das eine rotliche Farbung der Antigen-Antikérper Reaktion hervorruft.
Zellkerne wurden mit der Mayer's Hamalaun Lésung angefarbt. Die Schnitte wurden mit

Kaisers Glyceringelatine tberschichtet und unter dem Mikroskop untersucht.

3.6 Immunfluoreszenz

Zur Untersuchung mit dem konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop wurden die Embryoid
Bodies am Tag 3 des Differenzierungsassays auf gelatinierten Glas-Objekttragern
ausplattiert, die in mit PBS gefullten rechteckigen quadriperm Zellkulturschalen gelegt
wurden. Am Tag 9 wurden die Objekttrager fur 5 min mit PBS gewaschen und in 3,5 %
Paraformaldehyd in Dunkelheit fir 10 min bei 4°C und anschlie3end fur 5 min bei RT
inkubiert. Nach ausgiebigem Spilen mit PBS wurden die Zellen mit kaltem Methanol
permeabilisiert und mit 2 0 0 Mormalserum in einer 1:200 Verdinnung mit TRIS Puffer
fur 20 min bei RT belassen, um unspezifische Bindungen der Antikdrper zu vermeiden.
Daraufhin wirkte der erste Antikdrper in spezieller Verdiinnung fir 1 h bei RT ein. Bevor
mit dem passenden ALEXA-gekoppelte Antikorper gefarbt werden konnte, wurde erneut
mit PBS gewaschen. Um die ideale Farbestarke zu erreichen, wurde die Farbung dabei
regelmaRig unter dem Fluoreszenzmikroskop kontrolliert. Um die Fluoreszenz zu
erhalten und die Zellkerne zu farben, wurden die Embryoid Bodies am Ende mit A/ecta
Shieldfi das DAPI enthélt, gefarbt. Die anschlieBende Analyse wurde mit dem Arrue
Confokal Scanner SP2ii(Auflosung: Messflache 1um x 1um bis 70um x 70um; Laterale
Auflésung 1um; Héhenauflésung >50nm) durchgefiihrt und der AAS AFfiSoftware von

Leica ausgewertet.

Die statistische Signifikanz aller Experimente wurde mit dem zweiseitigen t-Test
berechnet. Dies gilt auch fir die nachfolgenden Angaben von Signifikanzniveaus. Die
Signifikanzen wurden nach folgendem Schema kategorisiert:p O 0, 05 ** : pp 000
0,001 ***. Ergebnisse mit einem p-Wert von > 0,05 wurden als nicht signifikant gewertet.
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4. Ergebnisse

EpCAM und seine Funktion wahrend der Differenzierung von murinen ES-Zellen lassen
sich mithilfe der 3D-Differenzierung als Widerspiegelung der in vitro- Embryogenese
untersuchen. Daflr wurde die hanging drop Methode von Wang und Yang (2008)
modifiziert und verwendet (siehe 3.2.4). Die aus einer definierten Zellzahl entstehenden
Embryoid Bodies gewahrleisten durch ihre Dreidimensionalitat eine Interaktion zwischen
den Zellen und kdnnen fur einen langeren Differenzierungszeitraum von bis zu 21 Tagen
untersucht werden. E 1 4 T GEbCAM-TF und die dazugehdrige Kontrollzelllinie
E14TGBUCAG sowie alle im Folgenden genannten
Hachmeister und die E 1 4 T GERBbs-Flag, Flag-ERas und myrAKT1 von Sannia Sarrach

etabliert, validiert und freundlicherweise zur Verfigung gestelit.

4.1 Untersuchung der Interaktion von EpCAM und der GTPase ERas

4.1.1 AKT-Phosphorylierung in pluripotenten ES-Zellen

In einem stable isotope labeling with amino acids in cell culture (SILAC)-basierten
Interaktionsscreen wurde ERas als Interaktionspartner von EpCAM in murinen Teratoma-
Zellen (mF9-Zellen) identifiziert. Im Folgenden wurde deshalb Uberprift, ob eine
Uberexpression von EpCAM zu einer vermehrten Phosphorylierung des Proteins AKT in
E 1 4 T GESJZellen fihrt. Dabei konnte eine signifikante 1,8fache erhdhte AKT-
Phosphorylierung in der Zelllinie EpCAM Tev Flag im Gegensatz zur Kontrollzelllinie
aCAG, die nur mit dem Leervektor transfiziert wurde, nachgewiesen werden (Abbildung
2).
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Abbildung 2: Induktion der AKT-Phosphorylierung durch EpCAM Uberexpression.
Linke Seite: Ein exemplarischer Immunoblot der induzierten AKT-Phosphorylierung bei EpCAM
Il berexpression i 1ZellerE 1ReAN(@ 2 Seite: E Gezeigt sind die Mittelwerte und
Standardabweichungen der Akt-Phosphorylierung aus 5 unabhéngigen Experimenten (p-Wert 0.000071,
n=5). Die p-AKT Werte wurden auf die AKT Expression normiert.
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In einem weiteren Experiment wurden E 1 4 T G al$) Positivkontrolle der AKT-
Phosphorylierung 15 Minuten FCS-frei mit dem Wachstumsfaktor Insulin-like growth
factor (IGF) behandelt. Um sicherzugehen, dass die AKT-Phosphorylierung Uber den
P13-Kinase/AKT-Signalweg vermittelt wird, wurde aufRerdem 15 Minuten mit dem PI3-
Kinase Inhibitor LY294002 behandelt. Fur die Kontrolle wurde dem Medium
Dimethylsulfoxid (DMSQO) zugegeben. Zur Vermeidung einer Dephosyphorylierung wurde
dem Lysepuffer Phosphatasen-Inhibitoren hinzugefiigt. Die Behandlung mit IGF fuhrte in
der Kontrolllinie &pCAG zu ei ne,rndsreEpQGAB-ppl unc
Uberexpressionszelllinie zu einer 6fachen Steigerung. LY294002 als spezifischer PI3-
Kinase-Inhibitor hemmte die AKT-Phosphorylierung sowohl in der Kontrolllinie als auch

in der EpCAM-Uberexpressionszelllinie (Abbildung 3).

E14TG2a
P O f %
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IB: AKT
o - o o ¥ 55 = s B P-AKT
IB: EpCAM - -
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Abbildung 3: Induktion der AKT-Phosphorylierung durch EpCAM Uberexpression und IGF
Behandlung, Inhibition durch LY294002 Behandlung.

Linke Seite: Als Kontrolle fir die Spezifitat der Akt-Phosphorylierung wurden die EpCAM-TF-b z w. a&p CAG
Zelllinie mit IGF stimuliert, was zu einer 6fachen Phosphorylierung von AKT in E14TG2U- EpCAM-TF und

zu einer Verdopplung in E14TG2U- aep C Afthrte (n=3). Rechte Seite: Als Kontrolle fiir den Signalweg

uber die PI3-Kinase wurden die EpCAM-TF-b z w.  sepll@mxpressionszelllinien mit LY294002, einem
PI13-Kinase Inhibitor, behandelt. Fiir diesen Versuch wurde die embryonale Stammzelllinie E14TG2U
verwendet (n=3).

Da eine Regulation des ERas-downstream Molekils AKT durch EpCAM nachgewiesen
werden konnte, wurde als nachstes eine Uberexpressionszelllinie von ERas generiert,
um weitere Untersuchungen Uber diesen potentiellen Signalweg in ES-Zellen

durchzufihren.

4.1.2 Auswirkung einer ERas-Uberexpression auf die kardiomyozytare

Differenzierung von Embryoid Bodies

Da die Uberexpression von ungespaltenem EpCAM die kardiomyozytare Differenzierung
transient hemmte (Unv. Diss. Sarrach 2013), wurde mithilfe der hanging-drop Methode
auch das Differenzierungsverhalten der ERas Uberexpressionslinie untersucht. Die

Ver suche wurden sowohl mi t einer ZeTagvoni e E]
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ERas tragt und einer Zelllinie ERasFlag, die den Tag nach ERas tragt, durchgefuhrt, um
einen Einfluss des Tags auszuschliel3en.

Im 3D hanging-drop Modell ausplattierte ERas-Uberexpressionszellen zeigten eine
hochsignifikante Reduktion der kardiomyozytéarer Differenzierung auf 28 % (ERas Flag)
und auf 7% (Flag ERas) bezogen auf apCAG (Abbildung 4).
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Abbildung 4: Kontrahierende Embryoid Bodies bei exogener Expression von ERas.

Linke Seite: Immunoblot zum Nachweis der ERas Uberexpression in den Zelllinien ERas Flag und Flag

ERas. Rechte Seite: Pluripotente Zellen wurden wie in 3.2.4 erlautert in vitro differenziert. Nach
siebentagiger Differenzierung ohne Adhasion wurden die Embryoid Bodies auf Gelatine-beschichtete

Platten transferiert und an den folgenden Tagen auf kontrahierende Embryoid Bodies untersucht. Es ist

eine hochsignifikante Reduktion auf 27,9 % an kontrahierenden Embryoid Bodies in der Zelllinie ERas Flag

und auf 7% vonFlagERas i m Vergleich zu &pCAG zu verzeichnen, (
Molekdl in voller Lange exprimieren, unabhangig davon, wo sich der Flag-Tag in Beziehung zum ERas-

Molekul befindet (p-Werte 0,009 und 0,00013). WT Zellen kontrahierten zu 40 % (2,3 %) &p CAG Zel |
zu 38,7 % (+13,1%), ERas Flag zu 10,8 % (£6,3%) und Flag ERas zu 2,8 % (+ 1,9%). Gezeigt sind die

Mittelwerte und Standardabweichungen von drei unabhéangigen Experimenten (n=3).

4.1.3 Auswirkung einer hyperaktiven AKT Mutante auf die kardiomyozytare
Differenzierung von Embryoid Bodies

Da das Ras-Protein ERas im AKT-Signalweg aktiv ist, wurde eine Zelllinie generiert, die
eine Hyperphosphorylierung der AKT aufweist. Eine Hyperphophorylierung und somit
eine Uberaktivierung der AKT wird durch eine Myristilierung erreicht, wodurch das
Molekul permanent an der Zellmembran verankert ist und einer andauernden
Phosphorylierung ausgesetzt ist. Die Uberexpression der AKT wurde auf mRNA- und
Proteinebene Uberprift (Abbildung 5 A und B). Die hyperaktive AKT Kinase induzierte
eine partielle Inhibition der kardiomyozytéren Differenzierung auf 33, 4% bezogen auf die
Kontraktion der Kontrollzelllinie agCAG (Abbildung 5 C).
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Abbildung 5: Kontrahierende Embryoid Bodies bei permanenter Phosphorylierung der
AKT.

(A) AKT-mRNA Level in der Zelllinie E14 myrAKT1. (B) Immunoblot zum Nachweis der AKT
Hyperphosphorylierung in der Zelllinie E14 myrAKT1. (C) Pluripotente Zellen wurden wie in 3.2.4 erlautert
in vitro differenziert. Nach siebentégiger Differenzierung ohne Adhéasion wurden die Embryoid Bodies auf
Gelatine-beschichtete Platten transferiert und an den folgenden Tagen auf kontrahierende Embryoid
Bodies untersucht. Bei hyperphosphorylierter AKT ist eine hochsignifikante Reduktion der
kardiomyozytaren Differenzierung auf 33,4 % zu verzeichnen (p-Wert 0,0012). E14 WT Embryoid Bodies
kontrahiertenin57,8% (z1 4, 9 %) , a&p CAG Z et6,2%p und mytAKTL Em®yoidBodies zu 9,3
% (£5,1%). Gezeigt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von fiinf unabhéngigen Experimenten
(n=5).

4.1.4 Kardiomyozytare Differenzierung unter dem Einfluss von PI3-Kinase

Inhibitoren

Um den potentiellen Signalweg zwischen EpCAM, ERas und AKT spezifisch zu
inhibieren, wurden ES-Zellen in 2D Kultur zwei Tage lang mit PI3-Kinase Inhibitoren
behandelt, um anschlieRend mit den vorbehandelten Zellen ein Differenzierungsassay
durchzufihren. Wéahrend dem Assay wurde alle zwei Tage frische Inhibitoren zum
Medium hinzugegeben, angepasst an das jeweilige neue Well-Volumen, um die
Konzentration konstant zu halten. Als Kontrolle wurden Embryoid Bodies mit DMSO
behandelt. LY294002 wurde sowohl in der Konzentration 25uM als auch 50uM
angewendet. Beide Konzentrationen liesen die Embryoid Bodies unvollstandig
differenzieren und an Tag 8 fand eine Desintegration der Embryoid Bodies statt, die dazu
fuhrte, dass es in keiner der Zelllinien zu Kontraktionen kam. Eine

Proliferationsminderung wurde bei Paling et al. (2004) bei Konzentration von 10 und 25
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UM nach 4 Tagen beschrieben. Auch 10 nM Rapamycin (Abbildung 6) und 100nM BK120
wirkten toxisch auf differenzierende ES-Zellen. Es kdonnten durch die Anwesenheit von
Rapamycin und BK120 fur die Differenzierung essentielle Signalwege gehemmt werden,

sodass es unter LIF- Entzug zur Zellnekrose kommt.

EB WT Tag 10 DMSO Kontrolle EB WT Tag 10 Rapamycin

V) P

EB WT Tag 10 DMSO Kontrolle EB WT Tag 10 LY294002

Abbildung 6: Embryoid Bodies Tag 10 behandelt mit DMSO, Rapamycin und LY294002.
ES-Zellen wurden 48 h mit Inhibitoren behandelt. AnschlieRend wurde unter Zugabe der Inhibitoren ein
Differenzierungsassay durchgefuhrt. Dargestellt sind Fotographien der Embryoid Bodies an Tag 10, die
durch die Behandlung mit Rapamycin lytisch wurden und durch die Behandlung mit LY294002
desintegrierten und vermindert proliferierten. Als Kontrolle wurden die Zellen und Embryoid Bodies mit
DMSO behandelt (n=5).

4.2 Auswirkung eines zellularen EpCAM-Knockouts auf embryonale
Stammzellen

Um die Funktion und den Einfluss EpCAMs auf die kardiomyozytére Differenzierung
eingehend zu untersuchen, wurde ein zellularer EpCAM-Knockout in ES-Zellen generiert.

4.2.1 Generierung eines zellularen EpCAM-Knockouts mithilfe des CRISPR/Cas 9
Systems

Zur gezielten Ausschaltung des EpCAM-Gens in murinen ES-Zellen wurden von Sigma-
Aldrich zwei CRISPR Plasmide hergestellt, die Exon 2 mit der Zielsequenz
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GTCCCCAGGCCCTCGCGTTCGG (mCC1) und Exon 4 mit der Zielsequenz
TTGTTCTGGATCGCCCCTTCGG (mCC2) adressieren. Als Vektor diente das Plasmid
UB6gRNA-Cas9-2A-GFP (8,229 bp + 22 bp), welches zudem das grine

Fluoreszenzprotein GFP als Selektionsmarker kodiert.

Nach dem Protokoll von Ran et al. (2013) wurden an Tag 0 murine ES-Zellen mittels
Nucleofektion mit jeweils 20 pg Plasmid mCC1 oder mCC2 transfiziert. Nach 48 h wurden
die Zellen auf die hohe und niedrige Expression von GFP gesortet und anschlie3end in
96-well-Platten als Einzellzellen ausplattiert. Dabei wird die Zellzahl bestimmt und
anschlieRend so verdinnt, dass 0,5 Zellen in 100 pL enthalten sind (meist 60 Zellen pro
12 mL pro 96-well-Platte). Somit ist gewahrleistet, dass in mindestens 30 % der wells
hdchstens eine Zelle vorhanden ist. Ab Tag 5 wurden die 96-well-Platten nach
Einzellzellexpansion untersucht, es wurde also nach radialer Proliferation ausgehend von
einem Zellklon in den wells gesucht. Diese Einzelzellklone wurden markiert und
expandiert, in  24-well-Platten umplattiert und nach Proliferations- und
Differenzierungsverhalten untersucht. An Tag 15 wurden von den 153 entstandenen
Einzellzellklonen die Halfte der entstandenen Klone eingefroren und ausgesuchte Klone,
die eine klassische ES-Zellmorphologie aufwiesen, weiterkultiviert und im FACS nach

EpCAM Expression untersucht.

Klon 1-45: mCC1 Plasmid und niedrige GFP-Expression
Klon 46-103: mCC1 Plasmid und hohe GFP-Expression
Klon 104- 130: mCC2 Plasmid und niedrige GFP-Expression
Klon 131- 153: mCC2 Plasmid und hohe GFP-Expression
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Abbildung 7: Expression EpCAM im FACS zur Selektion ausgewaéhlter Klone.

Dargestellt ist der Prozentsatz an EpCAM-positiven Zellen in der Probe, die letzten beiden Proben waren
die negative Isotyp-Kontrolle (wt iso), die nur mit Zweitantikérper inkubiert wurde und positive Wildtyp-
Zellen (wt).
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Tabelle 11: Auffihrung der weiterverwendeten Klone nach erster FACS-Selektion.

Aufgefuhrt ist das verwendete Plasmid, die Starke der GFP Expression, die visuelle Beurteilung
der Kultur des 6-wells, die Dichte im 6-well und der Prozentsatz EpCAM-negativ und positiv im
ersten FACS-Durchgang.

Klonnummer|CRISPR Plasmid |Morphologie Dichte EpCAM-negativ (%) [EpCAM-positiv (%)
149 CC2 GFP high [(differenziert dicht 95.8 4.2
134 CC2 GFP high  |pluripotent sehr dicht [91.6 8.41
128 CC2 GFP low pluripotent sehr dicht [94.1 5.89
121 CC2 GFP low pluripotent sehr dicht [9.67 90.3
114 CC2 GFP low pluripotent sehr dicht |90 10
71 CC1 GFP high |pluripotent 93.4 6.59
63 CC1 GFP high |eher differenziert [sehr dicht [74.5 25.5
62 CC1 GFP high |pluripotent sehr dicht [90.8 9.18
58 CC1 GFP high  |pluripotent dicht 55.1 44.9
56 CC1 GFP high |pluripotent dicht 80.2 19.8
50 CC1 GFP high  (differenziert sehr dicht |72 28
49 CC1 GFP high |eher differenziert |sehr dicht [49.6 50.4
48 CC1 GFP high |eher differenziert sehr dicht (12.3 87.7
47 CC1 GFP high |eher differenziert |sehr dicht (83.6 16.4
46 CC1 GFP high |pluripotent sehr dicht |82.4 17.6
23 CC1 GFP low eher differenziert (dicht 85.1 14.9
18 CC1 GFP low eher differenziert (dicht 89.1 10.9
16 CC1 GFP low differenziert sehr dicht |19 81
9 CC1 GFP low eher differenziert |dicht 6.93 93.1
4 CC1 GFP low pluripotent sehr dicht 62.8 37.2
2 CC1 GFP low pluripotent dicht 15.4 84.6

Anschlie3end wurden negative und positive Klone zur weiteren Kultivierung ausgesucht.

Untersuchungen folgten der ersten FACS-Analyse, die Ergebnisse wurden mehrere Male

Uberpruft, um auszuschlieRen, dass ein Restanteil an EpCAM-positiven Zellen die

negativen aufgrund eines Proliferationsvorteils tberwachsen. Es wurde ein Immunoblot

auf die Proteinexpression von EpCAM angefertigt (Abbildung 8), dabei konnte in den
Klonen 56, 58, 62, 134, 149, 18, 46, 47, 23, 50, 63 und 71 keine Proteinexpression

nachgewiesen werden. Als Kontrolle diente der Nachweis in Wildtyp ES-Zellen und der

Nachweis von EpCAM in der Uberexpressionszelllinie EpCAM TF.
i KnockaiiteZallliniek 1rditielS 2 U
Durchflusszytometrie die Oberflachenexpression von EpCAM untersucht. Dazu wurden

Neben der

Mor phol ogi e

wur de

die Zellen mit spezifischen Antikdrpern gefarbt und unter Verwendung von Fluorescein-

markierten Zweitantikbrpern im FACS-Calibur analysiert. Kontrollfarbungen wurden

jeweils ohne die Behandlung mit dem ersten Antikdrper durchgefuhrt und sind als

hellgraue Kurven in den Histogrammen zu sehen. Sechs reprasentative Histogramme
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aus drei unabhangigen Experimenten sind in Abbildung 9 (A und B) visualisiert. Dabei
weist der Klon #49 EpCAM-positive und EpCAM-negative Zellen auf. Die Klone #114,
#134 und #149 weisen keine EpCAM Oberflachenexpression auf. Die statistische

Auswertung von drei unabhéngigen Experimenten ist in Abbildung 10 dargestellt.
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Abbildung 8: EpCAM Protein Expression ausgewahlter CrispR/Cas9 Klone.
WT-Kontrolle mit den Klonen #49-149 (A), WT- Kontrolle mit den Klonen #2-48 (B), WT-Kontrolle und

EpCAM Uberexpression und die Klone 23, 50, 63 und 71 (C).
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Abbildung 9: Ausgewahlte Durchflusszytometrie-Profile von CrispR/Cas9 EpCAM-
Knockout-Klone.
Hellgrau unterlegt erscheint die Isotyp Kontrolle, dunkelgrau die untersuchte Probe. (A) Als Referenz ist
die WT-Kontrolle zu 98,8 % EpCAM-positiv, dies entspricht der internen CrispR/Cas9 Kontrolle #9. Klon
#49 beinhaltet 41,7 % EpCAM-negative Zellen. (B) Mit den Klonen #114, #134 und #149 wurden die
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weiteren Versuche durchgefuhrt. Im FACS Profil #134 ist in hellgrau zusatzlich ein WT FACS Profil zum
Vergleich enthalten.

4 5 *kEk

40

35

30

25

20

15

EpCAM expression

10

Mean flourescence intensity Ratio

[5,]

0 —— L
#49 #114 #134 #149

Abbildung 10: Quantifizierung der EpCAM-Knockout-Klone mittels Durchflusszytometrie
aus 3 unabhangigen Experimenten.

Als Mean flourescence intensity Ratio sind die Ergebnisse durch die Isotypkontrolle dividiert worden.
Aufgefihrt ist die Wildtyp Kontrolle, der Klon #9 als positiver EpCAM Klon und die EpCAM-Expression
reduzierten Klone #49, #114 (signifikante Reduktion p-Wert 0,00082), #134(p-Wert 0,00534), und #149
(p-Wert 0,00378). Es wurden drei unabhéngige Experimente durchgefuhrt (n=3).

Um sicherzugehen, dass der EpCAM-Knockout nicht durch das Protein Trop2
kompensiert wird, wurde die mRNA von Trop 2 gemessen. Murines Trop2 ist ein
Retroposon von EpCAM und weist eine Homologie von ca. 50% in der

Aminosauresequenz auf (Okabe et al. 2009).
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Abbildung 11: Keine Auswirkungen des EpCAM-Knockouts auf die mRNA von Trop 2.
Pluripotente Zellen wurden geerntet, ihre RNA zu cDNA umgeschrieben (siehe 3.3.1) und die
Transkriptmenge mittels gPCR analysiert (siehe 3.3.2). Zur ubersichtlicheren Darstellung s i nd
Werte angegeben. Der ct-Wert von Gusb lag zwischen 26,47-27,95. Die ct-Werte von Trop2 waren
ausnahmslos tber 40. Die Expression von Trop2 weist keine Unterschiede in den Kontrollzelllinien und in
den Knockoutlinien auf. Die Mittelwerte und Standardabweichungen wurden aus drei unabhéangigen
Experimenten ermittelt (n=3).
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Aus den hohen @&ct Werten der TdasdPptein M@&2isa ung

E14T G2 Wzell@Ssehr schwach oder nicht exprimiert wird. Es ergab sich kein
relevanter Unterschied zwischen WT ES-Zellen und den CrispR Cas9 EpCAM-Knockout-
Klonen, so dass ein Knockout von EpCAM nicht zu einer de novo Expression von Trop2
fuhrt (Abbildung 11).

4.2.2 Einfluss des zellularen EpCAM-Knockouts auf die Pluripotenz, die Regulation
des Zellzyklus, die Proliferation von undifferenzierten embryonalen Stammzellen
und die AKT- Phosphorylierung

4.2.2.1 Pluripotenzmarker

Als erstes sollte analysiert werden, inwiefern der EpCAM-Knockout die Pluripotenz von
E14TG2a ES-Zellen beeinflusst. Dafir wurden die Pluripotenzmarker Oct4, Nanog,
Sox2, myc, KIf4 und die Expression von ERas untersucht. Im Vergleich von WT,
Kontrollklon #9, EpCAM-Knockout Klon #114, #134 und #149 konnten keine signifikanten
Unterschiede ausgemacht werden (Abbildung 12).
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Abbildung 12: Expression von Pluripotenzmarker Oct3/4, Nanog, Sox2, ERas, Klf4 und
myc in EpCAM Knockout E14TG2a ES-Zell-Klonen.

Zur¢bersichtlicheren Darstel | un dgin Vargleidh ddriZelllinisscmit déie r t e

Kontrollz el | 1 i ni eWT Ea d d GE @49 Zel@t2 dass die Expression der einzelnen Marker sich
nicht signifikant unterscheidet. Die Mittelwerte und Standardabweichungen wurden aus drei unabhangigen
Experimenten ermittelt (n=3).
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4.2.2.2 Proliferations- und Zellzyklusmarker

Ein Differenzierungsprozess geht meist mit einer Verringerung der Proliferation einher
und da EpCAM einen Einfluss auf die Proliferation und den Zellzyklus in Krebszellen hat
(Munz et al. 2004, Maaser and Borlak 2008, Chaves-Perez et al. 2013), wurden auch in
den EpCAM-Knockout-Zelllinien die transkriptionelle Expression des
Proliferationsmarkers Ki67 und von drei Zellzyklusmarkern, Cyclin D1, Cyclin E und p53,
Uberpruft (Abbildung 4.14 und 4.15). Dazu wurden die bereits fiur die Pluripotenzmarker-
Untersuchung verwendeten cDNAs mit speziellen Primern in der quantitativen PCR

vermessen.

E14 WT E14#9 E14#114 E14#134  E14#149

Abbildung 13: Kein Einfluss des EpCAM-Knockouts auf die Transkription von Ki67 und
p53 Gene.

E14 T G2 tZell@Svurden, wie in 3.3.1 und 3.3.2 beschrieben, geerntet, aus der RNA wurde cDNA
hergestellt und mittels quantitativer Polymerasekettenreaktion vermessen. Dabei konnte kein signifikanter
Unterschied zwischen EpCAM-positiven Zellen (WT und #9) und EpCAM-negativen Zellen (#114, #134,
#149) festgestellt werden. Dargestellt sind die gemittelten Werte und Standardabweichungen von drei
unabhangigen Experimenten.

Verglichen mit der Expression in EpCAM-positiven Zellen war bei der Expression der
MRNA von Ki67 und p53 in EpCAM-negativen Zellen kein signifikanter Unterschied zu
erkennen (Abbildung 14).

Bei der Untersuchung der Zellzyklusmarker Cyclin D1 und Cyclin E konnte bei Cyclin D1
ein verringerter Wert gemessen werden. Im Gegensatz zum gemittelten Wert von
E14TG2UzeldiT-2, 45 ( NO, 14) u-Zdalen R}U% (EGT)0Uvarénddie
Wertevon E14TG2 U # 1 1 4 Zalldn a#f 088(+0,83) und i 0,38 (+0,36) signifikant
verringert (p-Wert vs WT 0,013 (#114) und 0,001 (#149)). Im Gegensatz dazu
unterschied sich die Expression von Cyclin E nicht (Abbildung 15).
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Abbildung 14: Einfluss des EpCAM-Knockouts auf die Transkription von Cyclin D1 und
Cyclin E-Gene.

E14 T G2 Zel@Svurden, wie in 3.2.2 und 3.2.3 beschrieben, geerntet, aus der RNA wurde cDNA
hergestellt und mittels quantitativer Polymerasekettenreaktion vermessen. Dabei konnte ein signifikanter
Unterschied zwischen EpCAM-positiven Zellen (WT und #9) und EpCAM-negativen Zellen (#114, #149) in
Bezug auf das mRNA Level von Cyclin D1 festgestellt werden. EpCAM-negative Zellen exprimieren
weniger Cyclin D1 im pluripotenten Zustand. Fur Cyclin E trifft das nicht zu. Dargestellt sind die gemittelten
Werte und Standardabweichungen von drei unabhéngigen Experimenten (n=3).

4.2.2.3 Differenzierungsmarker

Desweiteren wurden die Knockout-Klone auf Differenzierungsmarker der drei Keimblatter
untersucht, um auszuschlie3en, dass die Knockout-Zellen durch den Verlust von EpCAM
beginnen, sich zu Zellen eines Keimblatts zu entwickeln. Als endodermale Marker wurden
Afp und Foxa2 vermessen, als ektodermale Marker Nestin und Pax6, sowie als
mesodermale Marker Collal und WTL1. Die in Abbildung 15 dargestellten Ergebnisse

zeigen im Ver gl ei ch mit den Ko ANMTr odn d ek 148 ke@d@ © n

signifikanten Unterschiede in der Genexpression von Keimzellmarkern des Endo-, Meso-

und Ektoderms.
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Abbildung 15: Keine Auswirkungen des EpCAM-Knockouts auf die Differenzierungs-

marker Afp, Foxa2 (endodermal), Nestin, Pax6 (ektodermal), Collal, Wtl (mesodermal).

DieZell i ni en BV 4nid 6RATG2 #9, #114, #134 wurden an Tag 0 geerntet und bis zur weiteren
Verwendung bei -20°C gelagert. Nach Isolierung der RNA und Synthese der cDNA wurde die Menge an

Transkript mittels gPCR analysiert (3.3.2). Zur ¢bersichtlicheren Darstellung
Als mesodermale Marker wurden Afp und Foxa2 betrachtet, als ektodermale Nestin und Pax6 sowie als
endodermale die Marker Collal und Wtl. Ein Vergleich der Zelllinien mit den Kontrollzelllinie n E14-T G2 U
WT und E ##0 Zeigt2daks die Expression der einzelnen Marker sich nicht signifikant unterscheidet.

Die Mittelwerte und Standardabweichungen wurden aus drei unabhéangigen Experimenten ermittelt (n=3).

4.2.2.4 Einfluss auf die Proliferation in An- und Abwesenheit von LIF

Humanes EpCAM ist in Krebszellen an der Proliferation durch die Regulation von Genen
wie c-Myc und Cyclin D1 beteiligt (Chaves-Perez et al. 2013; Maetzel et al. 2009). Hierfur
ist die Uberexpression von EpICD ausreichend. Im folgenden Abschnitt wurde der
Einfluss eines murinen EpCAM-Knockouts in ES-Zellen auf die Proliferation untersucht.
In Abbildung 16 A und B sind die Ergebnisse der konventionellen Zellzahlbestimmung
mittels Zahlen in Fuchs-Rosenthal-Zahlkammern nach 42 und 75 h aufgefihrt. Es ergab
sich kein Proliferationsunterschied in den Zelllinien #9, #114 und #149. AuRerdem wurde
das ACell Titer Blue Viability Assayii von Promega verwendet, um indirekt tiber diese
flurometrische Methode eine Aussage Uber die Viabilitdt der Zellen treffen zu kénnen.
Endpunkte der Messungen waren 24 h und 48 h. Weder unter pluripotenten Bedingungen
noch unter LIF Entzug wurde die Proliferation vom EpCAM-Knockout beeinflusst

(Abbildung 17 C und D). Beide Versuchsansatze zeigten Ubereinstimmende Ergebnisse.
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Abbildung 16: Bestimmung der Zellproliferation in E14TG2a wildtypischen Zellen und
EpCAM-Knockout Klonen #114 und #149.

E14TG2UES-Zellen und CRISPR-Cas9 Derivate wurden mit Hilfe einer Fuchs-Rosenthal-Kammer gezéhlt.
Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen aus drei unabhangigen Experimenten (A und
B). Mithilfe des Cell Titer Blue Assays wurde die Vitalitat der E14TG2U ES-Zellen indirekt untersucht. Es
konnten keine Unterschiede in der Proliferation ausgemacht werden. Dargestellt sind die Mittelwerte und
Standardabweichungen aus drei unabhangigen Experimenten (C und D).

4.2.2.5 Effekt auf die AKT-Phosphorylierung

Da gezeigt werden konnte, dass eine EpCAM-Uberexpression mit einer gesteigerten
AKT-Phosphorylierung einhergeht, wurde die AKT-Phosphorylierung auch fir die
EpCAM-Knockout-Zelllinien #1114 und #149 untersucht. Der EpCAM-Knockout
verringerte die AKT-Phosphorylierung im Zellklon #114 auf 27,5 % und im Zellklon #149
auf 26,5 % des Ausgangswertes der EpCAM-positiven Kontrolle #9 (Abbildung 18).
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Abbildung 17: AKT-Phosphorylierung in zellularen EpCAM-Knockout Zelllinien.
Linke Seite: Ein exemplarischer Immunoblot der verringerten AKT-Phosphorylierung bei EpCAM-

Knockout Zelllinien #114 und #149. Rechte Seite: Bei Zelllinie #114 ergab sich eine Reduktion der
Phosphorylierung auf 27,5 % (+0,03%) und bei der Zelllinie #149 auf 26,5 % (+0,02%). Die in drei
unterschiedlichen Experimenten gemessenen Werte (n=3) wurden gemittelt und mit den entsprechenden
Standardabweichungen dargestellt. Die p-AKT Werte wurden auf die AKT Expression normiert. Fir diesen
Versuch wurden die embryonale Stammzelllinien E14TG2U-#9, #114 und #149 verwendet.

4.2.3 Effekt des zellularen EpCAM-Knockouts auf die in vitro Differenzierung

Nachdem die EpCAM-Knockout-Zelllinien im pluripotenten Zustand untersucht worden
waren, wurden die ES-Zellen mithilfe der hanging drop-Methode in vitro differenziert, um
eine mogliche Auswirkung des EpCAM-Knockouts auf die Differenzierung von ESC in die
drei Keimblatter zu untersuchen. Dabei zog man sowohl die Kontraktion an Tag 10 als
ein Hinweis auf die mesodermale Differenzierung heran, als auch die transkriptionelle

und immunhistochemische Analyse der gebildeten Embryoid Bodies.

4.2.3.1 Auswirkung des Knockouts auf die Bildung von Kardiomyozyten

Im Folgenden wurden aus pluripotenten Zellen der Knockoutlinien #49, #114, #134, #149
Embryoid Bodies generiert (siehe 3.1.5) und zwischen Tag acht und zehn mikroskopisch
auf kontraktile Zellen untersucht . -#WWuldeht yp u |
stets am selben Tag wie die entsprechenden EpCAM-Knockout-Zelllinien Uberpruft.
Dabei konnte eine Reduktion der kardiomyozytéaren Differenzierung in den Knockout-
Zelllinien verzeichnet werden. Die WT-Kontrollzelllinie kontrahierte zu 57,8 % (+13,72%).
Die Klonnummer #9, den eine starke EpCAM-Oberflachenexpression auszeichnet, wies
eine Kontraktion von 34,0 % (£16,32%) auf, Klon #49 kontrahierte zu 26% (+27,58) und
die Knockout-Klone #114, #134 und #149 zu 0,4 (x0%), 0,0 (x0%) und 4,9 % (+4,28%)
(Abbildung 19).
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Abbildung 18: Bestimmung der Kontraktion von Embryoid Bodies in E14TG2a ESC und
EpCAM-Knockout-Zelllinien #114, #134, #149.

Pluripotente E14TG2U Zellen wurden wie in 3.2.4 erlautert in vitro differenziert. Nach siebentégiger
Differenzierung ohne Adhésion wurden die Embryoid Bodies auf Gelatine-beschichtete Platten transferiert
und an den Tagen d8-10 auf kontrahierende Embryoid Bodies untersucht. Dabei wurden die Kontrollen WT
und #9 mit EpCAM-Oberflachenexpression von ca. 98 % verwendet, der CRISPR-Klon #49 mit EpCAM-
Oberflachenexpression von 50 % und die Knockoutlinien #114, #134 und #149. In allen Knockoutlinien ist
eine Reduktion der Zahl an kontrahierenden Embryoid Bodies zu verzeichnen. Diese Reduktion ist
signifikant (p-Wert vs #9: #114/0,014; #134/0,004; #149/0,010). Gezeigt sind die Mittelwerte und
Standardabweichungen von mindestens 3 unabhangigen Experimenten.

4.2.3.2 Transkriptionelle Regulation von Pluripotenz- und Zellzyklusmarkern in
Abhangigkeit der Kontraktion und dem EpCAM-Status

Um zu Uberprifen, ob die ES-Zellen trotz EpCAM-Knockout vollstandig differenzieren,
wurde eine Transkript-Analyse an Differenzierungstag 10 durchgefuhrt. Die Embryoid
Bodies wurden an Tag 10 getrennt nach kontrahierend und nicht-kontrahierend geerntet.
Die Differenzierungsmarker wurden auf transkriptioneller Ebene mithilfe von gPCR
ermittelt. Um einen klaren Vergleich zwischen der am haufigsten eintreffenden
Differenzierungsform anstellen zu kénnen, sind in den Abbildungen 19 A und 20 A
EpCAM-positive kontrahierende Embryoid Bodies den EpCAM-negativen nicht-
kontrahierenden Embryoid Bodies gegenibergestellt. Um beurteilen zu kénnen, ob der
Unterschied in der Expression von bestimmten Markern nur an der Fahigkeit hangt, ob
die Embryoid Bodies kontrahieren oder nicht, wurden auch kontrahierende EpCAM-
positive und kontrahierende EpCAM-negative Embryoid Bodies verglichen (Abbildung 19
B und 20 B). Unter Abbildungspunkt C wird auf die nichtkontrahierenden Embryoid
Bodies eingegangen. Als interne Kontrolle einer korrekten Selektion nach
kontrahierenden und nicht kontrahierenden Embryoid Bodies wurde die mRNA-Menge
an UCAA, e iomyezgtareR &rotein, gemessen. Es wurde ein Unterschied
zwischen den EpCAM-positiven und -negativen Embryoid Bodies hinsichtlich Oct3/4 und
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ERas festgestellt. Dies war unabhangig davon, ob sie kontrahierten oder nicht (Abbildung
19 C, 20 C). EpCAM-negative Embryoid Bodies wiesen an Tag 10 der Differenzierung
eine im Gegensatz zu EpCAM-positiven Embryoid Bodies erhdhte mRNA Menge an den
Pluripotenzmarkern Oct3/4 und ERas auf. Normiert auf Wildtyp Embryoid Bodies war die
MRNA Menge von Oct3/4 in der Zelllinie #114 10 mal héher sowie in der Zelllinie #134
6,75 mal hoher exprimiert. Die mRNA Menge von ERas war in der Zelllinie #114 11mal
hoher und in der Zellinie #134 8 mal hoher haufiger vorhanden als im WT. Abbildung 20
A ist reprasentativ, da die meisten EpCAM-positiven Embryoid Bodies an Tag 10
kontrahieren und fast alle EpCAM-negativen Embryoid Bodies nicht kontrahieren. Der
Unterschied in der Oct3/4 mRNA Expression war bei einem p-Wert von 0,01 bei #114
Embryoid Bodies und 0,03 bei #134 Embryoid Bodies im Vergleich zu WT Embryoid
Bodies signifikant. Der Unterschied in der ERas mRNA Expression war bei einem p-Wert
von 0,02 bei #114 Embryoid Bodies und 0,03 bei #134 Embryoid Bodies im Vergleich zu
WT Embryoid Bodies signifikant (Abbildung 19 A). Desweiteren wurde die Expression
von Ki67 als Proliferationsmarker und von Cyclin D als Zellzyklusmarker bestimmt. Bei
einem Vergleich der am haufigsten vorkommenden Differenzierung, EpCAM-positive
Embryoid Bodies kontrahierend, EpCAM-negative Embryoid Bodies nicht kontrahierend,
proliferierten EpCAM-negative, nicht kontrahierende Embryoid Bodies mehr (Abbildung
20 A). Im Vergleich mit EpCAM positiven Wildtyp Embryoid Bodies wiesen die nicht-
kontrahierenden Embryoid Bodies der Zelllinie #114 die 2,2 fache Menge des
Proliferationsmarkers Ki67 und die der Zelllinie #134 die 2 fache Menge des Markers auf.
Im Vergleich konnte das Cyclin D mRNA Transkript in den Embryoid Bodies der Zelllinie
#114 4,5 fach erhéht und in den Embryoid Bodies der Zelllinie #134 2,6 fach erhdht
nachgewiesen werden. Die Menge an mRNA von Cyclin D war in den Embryoid Bodies
der Zelllinie #114 4,5 fach erhéht und in den Embryoid Bodies der Zelllinie #134 2,6 fach
erhoht. Der Unterschied in der Ki67 mRNA Expression war bei einem p-Wert von 0,03
bei #114 Embryoid Bodies und 0,05 bei #134 Embryoid Bodies im Vergleich zu WT
Embryoid Bodies signifikant. Der Unterschied in der Cyclin D mRNA Expression war bei
einem p-Wert von 0,002 bei #114 Embryoid Bodies und 0,01 bei #134 Embryoid Bodies
im Vergleich zu WT Embryoid Bodies signifikant (Abbildung 21 A). Kontrahierende,
EpCAM-negative Embryoid Bodies der Zelllinien #114 und #134 wiesen keine signifikant
erhohte Ki67 oder Cyclin D Expression auf (Abbildung 21 B). Bei dem Vergleich von nicht
kontrahierenden, EpCAM-positiven Embryoid Bodies (EB WT und EB #9) mit nicht
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kontrahierenden, EpCAM-negativen Embryoid Bodies (EB #114 und EB #134) liel3 sich
ein Unterschied der Ki67 und Cyclin D Expression nachweisen (Abbildung 21 C).
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Abbildung 19: Oct3/4 und ERas Expression in Embryoid Bodies an Tag 10 in Abhangigkeit vom
EpCAM Level.
(A) Es wurden kontrahierende EpCAM-positive Embryoid Bodies (EB WT und EB #9) mit nicht kontrahierenden,

EpCAM-negativen Embryoid Bodies (EB #114 und EB #134) verglichen. Nicht kontrahierende, EpCAM-negative
Embryoid Bodies wiesen signifikant mehr Oct3/4 und ERas auf (Oct3/4 p-Wert fur #114 vs WT 0,01; fir #134 vs
WT 0,03; ERas p-Wert #114 0,02; fur #134 vs WT 0,03). (B) Es wurden kontrahierende, EpCAM-positive Embryoid
Bodies (EB WT und EB #9) mit kontrahierenden, EpCAM-negativen Embryoid Bodies (EB #114 und EB #134)
verglichen. Da es bei den EpCAM-negativen Embryoid Bodies meist nur einen kontrahierenden Embryoid Body
und das nicht in allen drei Versuchen gab, sind die EpCAM-negativen Diagrammbalken ohne
Standardabweichung aufgetragen. Kontrahierende, EpCAM-negative Embryoid Bodies wiesen mehr Oct3/4 und
ERas auf. (C) Der Unterschied in der Expression von Oct3/4 und ERas besteht auch im Vergleich von nicht
kontrahierenden, EpCAM-positiven Embryoid Bodies (EB WT und EB #9) mit nicht kontrahierenden, EpCAM-
negativen Embryoid Bodies (EB #114 und EB #134). Gezeigt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von
3 unabhéngigen Experimenten (n=3).
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Abbildung 20: Unterschiede im Ki67 und Cyclin D Level in den Embryoid Bodies an Tag
10.

(A) Es wurden kontrahierende, EpCAM-positive Embryoid Bodies (EB WT und EB #9) mit nicht
kontrahierenden, EpCAM-negativen Embryoid Bodies (EB #114 und EB #134) verglichen. Die nicht
kontrahierenden, EpCAM-negativen Embryoid Bodies wiesen signifikant mehr Proliferationsmarker Ki67
und Zellzyklusmarker Cyclin D auf (Ki67 p-Wert fir #114 vs WT 0,03; fur #134 vs WT 0,05; Cyclin D p-Wert
#114 0,002; fur #134 vs WT 0,01). (B) Es wurden kontrahierende, EpCAM-positive Embryoid Bodies (EB
WT und EB #9) mit kontrahierenden, EpCAM-negativen Embryoid Bodies (EB #114 und EB #134)
verglichen. Ki67 und Cyclin D war dabei nicht signifikant verandert. (C) Bei dem Vergleich von nicht
kontrahierenden, EpCAM-positiven Embryoid Bodies (EB WT und EB #9) mit nicht kontrahierenden,
EpCAM-negativen Embryoid Bodies (EB #114 und EB #134) ergab sich ein Unterschied von Ki67 und
Cyclin D Expression. Gezeigt sind Mittelwerte und Standardabweichungen von 3 unabhéangigen
Experimenten (n=3).
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4.2.3.3 Transkriptionelle Regulation von Differenzierungsmarkern der
unterschiedlichen Keimblatter in Abhangigkeit der Kontraktion von Embryoid
Bodies

Um herauszufinden, ob durch den Knockout von EpCAM auch andere

Keimzelldifferenzierung neben der kardiomyozytaren Differenzierung inhibiert sind oder
ob der EpCAM-Knockout die embryonalen Stammzellen Richtung endodermale
Differenzierung lenkt, wurde das Transkript der Embryoid Bodies an Tag 10 auf die
Keimblattmarker AFP und Foxa2 (Abbildung 21 A), Nestin und Pax6 (Abbildung 21 B)
und auf die mesodermalen Marker Collal und Wtl (Abbildung 21 C) untersucht.
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Abbildung 21: Expressionsmuster von endo-, meso- und ektodermalen Markern in
Embryoid Bodies an Tag 10.

Die #114 und #134 Embryoid Bodies (im Diagramm EB #114 und EB #134) und deren Kontrollen #9 und
WT Embryoid Bodies (im Diagramm EB #9 und EB WT) wurden in hanging drops ausplattiert. Die
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entstandenen Embryoid Bodies wurden in ultra-low attachment- und spéater in Gelatine-beschichtete
Multiwellplatten transferiert und darin inkubiert (siehe 3.2.4). Die Embryoid Bodies wurden nach 10 Tagen
geerntet. Isolierte RNA wurde in cDNA umgeschrieben (siehe 3.3.1), welche fur die quantitative RealTime
PCR verwendet wurde (siehe 3.3.2). Es wurden Marker des endodermalen Keimblatts: Afp und Foxa2 (A),
des mesodermalen Keimblatts: Collal und Wtl (B) und ektodermalen Keimblatts: Nestin und Pax6 (C)
analysiert. Zur Validierung der Einteilung in kontrahierend und nicht kontrahierend wurde der
kardiomyozytare Mar ker kbahterkeine Untarschieglein dea gpEAM-podiisen
und negativen Embryoid Bodies ermittelt werden. Die gemittelten Ergebnisse dreier unabhangiger
Versuche wurden mit den entsprechenden Standardabweichungen aufgetragen.

Die Messungen ergaben keinen signifikanten Unterschied. Dies gilt auch fur den
Vergleich von kontrahierenden und nicht kontrahierenden Embryoid Bodies. Es konnte
daher kein Unterschied in der Differenzierung in Keimblatter in Abhangigkeit von der

Expression EpCAM beobachtet werden.

4.2.3.4 Immunhistochemische Untersuchung der EpCAM Expression der
Knockout- Embryoid Bodies

Murine embryonale Stammzellen weisen eine hohe EpCAM Expression auf. Diese
Expression verringert sich im Laufe der Differenzierung und beschrankt sich an Tag 21
auf Zellen an der Oberflache der Embryoid Bodies (Unv. Diss. Sarrach 2013).

Um den EpCAM-Knockout mit einer weiteren Methode zu bestatigen und die
Differenzierung von Embryoid Bodies in An- und Abwesenheit von EpCAM zu
bestimmen, wurden die Embryoid Bodies immunhistochemisch untersucht.

Ins Besondere mit der Fragestellung, ob sich durch den Verlust von EpCAM die Struktur
der Embryoid Bodies verandert, wurden Schnitte von differenzierenden Embryoid Bodies
an den Zeitpunkten Tag 0, 3, 7 und 21 angefertigt und immunhistochemisch auf EpCAM
gefarbt.

Die EpCAM-Knockout Zelllinien E14 #114, #134 und #149 wiesen zu keinem
Differenzierungszeitpunkt EpCAM Farbung auf, der EpCAM-Knockout konnte also
bestétigt werden. Es bildeten sich an Tag 3 Embryoid Bodies in WT &hnlicher Form und
Struktur, in der weiteren Entwicklung der Embryoid Bodies wiesen die EpCAM-negativen
Embryoid Bodies hinsichtlich Morphologie oder Struktur Im Vergleich zu den EpCAM-
positiven Embryoid Bodies eine aufgelockerte und weniger strukturierte Erscheinung auf
(Abbildung 23).
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Abbildung 22: Immunhistochemische Farbung des EpCAM Proteins in Embryoid Bodies
verschiedener Differenzierungsstadien.

E14TG2UWT Zellen und die EpCAM-Knockoutzelllinien #114, #134 und #149 wurden als Embryoid
Bodies schockgefroren, im Mikrotom geschnitten und mit EpCAM-spezifischen Antikdrpern gefarbt (siehe
3.5). Mit den pluripotenten Ausgangszellen wurde in gleicher Weise verfahren. Die gefarbten Praparate
wurden darauffolgend unter dem Mikroskop analysiert und digitale Bilder aufgenommen. Der Maf3stab ist
in der Abbildung angegeben (50-100 um). Im Differenzierungsverlauf der WT-Zellen kann man die starke
Abnahme der EpCAM-Expression sehen, von der an Tag 21 nur noch ein dul3erer Rand bestehen bleibt.
Die Kultur an Tag 0 der EpCAM-Knockout-Zelllinien ist EpCAM-negativ. Die Embryoid Bodies weisen
keinen offensichtlichen Unterschied zu den WT Embryoid Bodies auf. Es sind reprasentative Schnitte aus
mindestens n= 3 unabhéangigen Experimenten jeder Differenzierungsstufe dargestelit.

4.2.3.5 Immunhistochemische Untersuchung von Differenzierungsmarkern in
Embryoid Bodies

Um einen tieferen Einblick in die Differenzierung der EpCAM-Knockout Embryoid Bodies
zu erlangen, wurden unterschiedliche Keimblattmarker in den oben gezeigten Embryoid
Bodies in konsekutiven Schnitten gefarbt. Damit ist es auf3erdem mdglich, einen
Vergleich zur Differenzierung von EpCAM-positiven Embryoid Bodies zu ziehen.
Embryoid Bodies aller drei Knockoutzelllinien (E 1 4  T-&240 #134, #149) wurden
gefarbt, als Beispiel wird in der Abbildung 24 nur die Farbungen der Zelllinie #149 gezeigt,
die Expressionsstarke und -lokalisation war in den drei Zelllinien #114, #134 und #149
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vergleichbar. Da eine sich gegenseitig ausschliel3ende Expression von EpCAM und dem
mesodermalen Marker Vimentin nachgewiesen wurde, wurden die Knockout Embryoid
Bodies zunachst auf Vimentin gefarbt. Abbildung 23 stellt beispielhafte Embryoid Bodies
aus WT-Zellen und Knockoutzellen der Linie #149 dar, die an Tag O und an Tag 3
geerntet und gefarbt wurden. Konsekutive Serienschnitte der Embryoid Bodies (ca. 4um
Abstand) wurden mit EpCAM- (oberer Abschnitt der Abbildung 24) und Vimentin-
spezifischen Antikérpern (unterer Abschnitt der Abbildung 24) angefarbt. Bei einem
Vergleich der Farbungen von EpCAM und Vimentin in Serienschnitten eines Embryoid
Bodies konnte erneut eine sich gegenseitig ausschlieRende Expression beider Proteine

in den WT Embryoid Bodies festgestellt werden.

EpCAM Vimentin
Tag 0 e Tag 3
E14 WT E14 WT
E14 #149

E14 #149

Abbildung 23: Immunhistochemischer Nachweis von EpCAM und Vimentin in der Kultur
pluripotenter embryonaler Stammzellen und in Embryoid Bodies an Tag 3

Nach dem Schockfrieren und Schneiden der Sphéaroid-&hnlichen Strukturen wurden die Préparate mit
EpCAM- und Vimentin-spezifischen Antikérpern behandelt. Die Abbildung zeigt représentative Embryoid
Bodies, die jeweils mit den zwei Antikdrpern fur EpCAM und Vimentin behandelt wurden. Der MaR3stab
betragt 50 um (siehe Abbildung Embroyid Bodies unten rechts). Die Farbung der beiden Proteine ist
alternierend. An Tag O sind beinahe alle WT-Zellen EpCAM-positiv, es ist eine erhfhte Vimentin-
Expression in den Knockoutzelllinien zu erkennen, die sich aber an Tag 3 der Differenzierung der
Expression in den WT Zellen angeglichen hat. An Tag 3 bestehen WT Embryoid Bodies aus stark
vermischten EpCAM-positiven und EpCAM-negativen Zellen, #149 Embryoid Bodies sind durchzogen von
kleinen Vimentin-positiven Zellverbanden.

An Tag 7 gruppierten sich EpCAM-positive und Vimentin-positiven Zellen in
unterschiedlichen Arealen. Die Expression der beiden Marker schloss sich gegenseitig
aus. In den EpCAM-negativen Embryoid Bodies ist dies nur an stark Vimentin-positiven
Arealen sichtbar. Grof3e Teile des E14 #149 Embryoid Bodies sind Vimentin-negativ
(Abbildung 25).
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Abbildung 24: Immunhistochemischer Nachweis von EpCAM und Vimentin in Embryoid
Bodies an Tag 7 und 21 der Differenzierung.

An Tag 7 ist in den WT Embryoid Bodies eine Auftrennung in stark EpCAM-positive Zellen und grof3e
Areale an Vimentin-positiven Zellen zu erkennen. In den Knockout Embryoid Bodies tritt diese Separierung
durch die stark Vimentin-positiven Areale hervor. Die alternierende Farbung der beiden Proteine ist gut an
Tag 21 in den WT Embryoid Bodies zu erkennen. Der EpCAM-positive Saum ist Vimentin-negativ. Die
Knockout Embryoid Bodies erscheinen aufgelockert und wenig strukturiert (Maf3stab 100 pm).

An Tag 21 hat sich in den WT Embryoid Bodies ein EpCAM-positiver Rand gebildet,
dessen Abgrenzung in den EpCAM-Knockout Embryoid Bodies nicht zu erkennen ist.
Insgesamt ist in den EpCAM-negativen Embryoid Bodies eine Auflockerung der
Zellstruktur im Embryoid Body zu erkennen (Abbildung 25).

Da in der Literatur Zusammenhange zwischen EpCAM und der endodermalen
Entwicklung angegeben sind, wurde der endodermale Marker Foxa2
immunohistochemisch gefarbt.

EpCAM- und Foxa2-positive Zellen kongruieren in ihrer Expressionslokalisation in WT
Embryoid Bodies, doch auch die EpCAM-Knockout Embryoid Bodies exprimieren den
endodermalen Marker Foxa2 (Abbildung 26).
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Abbildung 25: Immunhistochemischer Nachweis von EpCAM und Foxa2 in Embryoid
Bodies an den Tagen 0, 3, 7 und 21 der Differenzierung.

In den WT Embryoid Bodies ist eine Uberlappung von EpCAM und Foxa 2 zu erkennen-
besonders ersichtlich an Tag 7. Auch an Tag 21 ist am Rand des Embryoid Bodies eine Foxa2
Expression ersichtlich, der den EpCAM-positiven Zellen entspricht. Obwohl in den Knockout
Embryoid Bodies kein EpCAM vorhanden ist, gibt es Zellareale, die Foxa2 positiv sind (siehe Tag
7 und 21).

Um einen Zusammenhang zwischen EpCAM-Expression und der ektodermalen
Differenzierung zu explorieren, wurde der ektodermale Marker Nestin verwendet. Die
leichte Expression von Nestin an Tag O in der pluripotenten Stammzellkultur
unterscheidet sich durch An- oder Abwesenheit von EpCAM nicht. Auch die weitere
Entwicklung der Expression im Lauf der Differenzierung ist nicht nachweisbar mit EpCAM
Expression verbunden (Abbildung 27).

58



EpCAM Nestin EpCAM Nestin

Tag 0 i Tag 3
st
E14 WT s E14 WT
E14 #149 E14 #149 \\
Nestin EpCAM Nestin
£ 7;*"”5’:}-'. " 4
Tag 7
E14 WT
E14 #149 E14 #149

08y

Abbildung 26: Immunhistochemischer Nachweis von EpCAM und Nestin in Embryoid
Bodies an den Tagen 0, 3, 7 und 21 der Differenzierung.

Die Nestin Expression unterscheidet sich in den WT Embryoid Bodies und EpCAM-Knockout Embryoid
Bodies nicht.

Als Zusammenfassung der immunhistochemischen Untersuchung von
Differenzierungsmarkern in Embryoid Bodies wird eine Ubersicht an Tag 21 der
Differenzierung in allen drei Knockoutlinien dargestellt (Abbildung 28). Die Vimentin
Expression ist im Vergleich zu WT Embryoid Bodies an Tag 21 erhéht, die Foxa 2
Expression unterscheidet sich nicht, Nestin betreffend kann aufgrund hoher Variabilitat

in EpCAM-Knockout Zelllinien Embryoid Bodies keine Aussage getroffen werden.
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Abbildung 27: Immunhistochemischer Nachweis von Differenzierungsmarkern in
Knockout Embryoid Bodies am Tag 21.

In EpCAM-Knockout Embryoid Bodies ist an Tag 21 eine intensivere Vimentin Farbung nachweisbar. Bei
einem zellularen Knockout von EpCAM unterscheidet sich die Foxa2 Expression an Tag 21 der
Differenzierung nicht. Die Nestin Expression ist in An- und Abwesenheit von EpCAM &ulierst variabel,
weswegen keine Aussage uber ektodermale Differenzierung gemacht werden kann.

4.2.3.6 Immunhistochemische Untersuchung von epithelialen Markern in Embryoid

Bodies

EpCAM ist ein epitheliales Transmembranprotein und wird als epithelialer
Oberflachenmarker verwendet. Ob sich bei einem EpCAM-Knockout ausgereifte
Epithelien entwickeln, wurde durch eine Farbung mit Zytokeratin 8 und 18 (CK8/18) im
Zeitverlauf nach Tag 3, 7 und 21 im Differenzierungsassay uberprift. CK 8 und 18, obligat
gemeinsam exprimiert, sind Marker fir viele einfache Epithelien (Karantza 2011). In
Abbildung 29 sind die Farbungen eines reprasentativen Embryoid Body der Zelllinie #114
im Vergleich zu gefarbten WT Embryoid Bodies dargestellt. Es wurde auf EpCAM und
auf CK8/18 gefarbt. Eine klar erkennbare CK8/18 Farbung liel3 sich erst ab Tag 21
nachweisen (Abbildung 29). Diese entspricht in den EpCAM-positiven WT-Zellen der
EpCAM-Expression. Da auch wenige Zellen in den Knockout Embryoid Bodies CK8/18
positiv waren, ist davon auszugehen, dass trotz fehlendem EpCAM ES-Zellen zu Epithel

differenzieren kbnnen.
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Abbildung 28: Immunhistochemischer Nachweis von EpCAM und CK8/18 in Embryoid
Bodies an den Tagen 0, 3, 7 und 21 der Differenzierung.

Erst an Tag 21 ist eine CK 8/18-Expression ersichtlich. In den WT Embryoid Bodies entspricht sie den
Zellen, die auch EpCAM-positiv sind. In den Embryoid Bodies der Zelllinie #114 ist das entstandene Epithel
weniger komplex.

In Abbildung 30 A ist die Expression von CK8/18 in EpCAM-positiven WT Embryoid
Bodies und in #9 Embryoid Bodies als Kontrolle dargestellt. Die Embryoid Bodies der
Zel Il ini eMl4Bdd4mB4kprivenso im direkten Vergleich zu EpCAM-positiven
Zellen gesehen werden. In der VergrofRerung bestimmter Epithelausschnitte (siehe
Abbildung 30 B) ist die Lokalisation der CK8/18 Expression gut ersichtlich. In den
EpCAM-positiven Embryoid Bodies ist das Epithel mehrreihig. In den Knockout Embryoid
Bodies ist die CK8/18 Expression weniger stark nachweisbar, das Epithel hat einen

flacheren, weniger komplexen Aufbau (Abbildung 30 B).
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Abbildung 29: Immunhistochemischer Nachweis von CK 8/18 in EpCAM positiven und
negativen Embryoid Bodies an Tag 21.

Abgebildet sind EpCAM-positive WT Embryoid Bodies, #9 Embryoid Bodies dienen als CRISPR Cas9
interne Kontrollen und Embryoid Bodiesd er Ze | | | i n#lBiund B34 gefarBt duf CK 8/18 (A).
In der VergréRerung bestimmter Epithelausschnitte aus den Bildern von (A) ist die Lokalisation der CK 8/18
Expression gut ersichtlich. In den EpCAM-positiven Embryoid Bodies ist das Epithel mehrreihig. In den
Knockout Embryoid Bodies ist sie nur sehr schwach nachweisbar, es bildet sich kein hochprismatisches
Epithel aus (B).

Die Epithelentstehung wurde zusétzlich mit einer Pan Zytokeratin (Pan CK) Féarbung
Uberpruft. In Abbildung 31 sind Embryoid Bodies der WT Zelllinie, der #9 Zelllinie und der
EpCAM-Knockout Zelllinien #114 und #134 auf EpCAM und PanCK gefarbt dargestellt.
Wie zu erwarten, kann in den Zelllinien #114 und #134 keine EpCAM Expression
nachgewiesen werden.
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Abbildung 30: Immunhistochemischer Nachweis von EpCAM und Pan-CK in EpCAM-
positiven und negativen Embryoid Bodies an Tag 21.

Die PanCK Expression uberlappt mit der EpCAM Expression. In den EpCAM-negativen Embryoid Bodies
der Zelllinien #114 und #134 lasst sich auch eine PanCK Expression nachweisen.

Die PanCK Expression konnte in den EpCAM-positiven Embryoid Bodies besonders gut
an Vakuolen nachgewiesen werden, die sich im Embryoid Body ausgebildet hatten (siehe
Abbildung 30). Diese Expression tUberlappt mit der EpCAM Expression. In den EpCAM-
negativen Embryoid Bodies konnten PanCK-positive Zellen bestéatigt werden, die
Strukturierung dieser Zellen erschien jedoch weniger geordnet. Dies lasst sich in der
VergrofRerung von Abbildung 31 B deutlicher erkennen.
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Abbildung 31: Immunhistochemischer Nachweis von PanCK in EpCAM-positiven und
negativen Embryoid Bodies an Tag 21.

(A) Abbgebildet sind EpCAM-positive WT Embryoid Bodies, #9 Embryoid Bodies als Kontrollen und
Embryoid Bodiesder Zel | | i nitsunE#MTEabauf PanCK. (B) In der VergroRerung
bestimmter Epithelausschnitte aus den Bildern von (A) ist die Lokalisation der PanCK Expression um
Vakuolen gut ersichtlich. Vor allem im #9 Embryoid Body erkennt man hochprismatisches, strukturiertes
Eptihel. Im Vergleich dazu ist das Epithel der Vakuole im #134 Embryoid Body weniger strukturiert
strukturiert. Gezeigt sind ausgewahlte reprasentative Embryoid Bodies.
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4.3 Rekonstitution einer vollstandigen Differenzierung von EpCAM-
Knockout ES-Zellen zu Kardiomyozyten unter dem Einfluss von
EpCAM-positiven ES-Zellen

Da sowohl eine exogene EpCAM Uberexpression als auch ein zellularer EpCAM-
Knockout mit der kardiomyozytaren Differenzierung interferiert, entwarfen wir ein Modell
des Zusammenhangs der EpCAM Expression und der kardiomyozytéaren Differenzierung.
Zellen, die zu mesodermalen Kardiomyozyten differenzieren, verringern ihre EpCAM
Expression innerhalb von wenigen Tagen und weisen schlussendlich ein komplettes
Fehlen von EpCAM auf. Diesen Ablauf stort sowohl die exogene Uberexpression von
EpCAM als auch das komplette Fehlen dieses Proteins durch den CRISPR Knockout
(siehe Abbildung 33). Erklarbar ware dies durch eine nétige Zellkommunikation auf
zellularer oder parakriner Ebene, bei der EpCAM-positive endodermale Zellen mit
EpCAM negativen mesodermalen Zellen kommunizieren, damit eine Differenzierung von
mesodermalen Zellen zu Kardiomyozyten mdglich ist. Diese Kommunikation wéare damit
fehlerhaft, wenn EpCAM-positiven Zellen in der Zellkultur fehlen. Um eine erste
Bestatigung dieser These zu bekommen, wurden Versuche durchgefiihrt, um
herauszufinden, ob es moglich ist, EpCAM-negative Zellen durch l6sliche Faktoren von

EpCAM-positiven Zellen zu stimulieren, Kardiomyozyten zu bilden.

Embryonale Stammzellen |

‘ pluripotent |
EpCAM EpCAM Uber-
Knockout expression
Spontane V
Differenzierung
EpCAM |

© ©

‘ Kardiomyozyten ‘
| )

Abbildung 32: Konzept der EpCAM Expressions-Balance wahrend der Differenzierung.
Wahrend der spontanen Differenzierung pluripotenter embryonaler Stammzellen wird EpCAM
herunterreguliert und es bilden sich kontrahierende Kardiomyozyten. Bei einer forcierten EpCAM
Uberexpression wird die kardiomyozytare Differenzierung partial gehemmt. Auch bei einem zellularen
EpCAM-Knockout ist die Bildung von kontrahierenden Kardiomyozyten gestort. Daraus wurde der Schluss
gezogen, dass eine balancierte Mischung EpCAM-negativer und -positiver Zellen im Verlauf der ESC
Differenzierung notwendig ist, um eine spontane Differenzierung zu gewéahrleisten.
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4.3.1 Rekonstitution mit loslichen Faktoren aus dem Uberstand von EpCAM-
positiver Kultur

Erster Ansatz war der Versuch der Rekonstitution durch losliche Faktoren, die als
Kommunikationsmittel zwischen EpCAM-positiven und EpCAM-negativen Zellen
ausgetauscht werden. Hierfir wurden die Kulturiiberstdnde von differenzierenden
EpCAM-positiven Zellen gesammelt und den Differenzierungsassays von EpCAM-
Knockout  Zellen  hinzugefugt.  Uberstande  der  Zellkulturen und  von
Differenzierungsassays von WT und Zelllinie #9 wurden gesammelt und weniger als 3
Tage gekuhlt aufbewahrt.

An Tag 3 wurde der Uberstand der hanging drops des Differenzierungsassays von
EpCAM-positiven Zellen gesammelt und die entstandenen Embryoid Bodies
abzentrifugiert. AnschlieBend wurden mit diesem im folgenden EpCAM-positiv
genannten Uberstand EpCAM-negative hanging drops aus den Kulturen #114 und #134
an Tag O ausplattiert. Diese EpCAM-negativen Embryoid Bodies wurden an Tag 3 in
ultra-low-adherent plates tibertragen, in dem sich wiederum EpCAM-positiver Uberstand
befand, also das Medium von EpCAM-positiven Embryoid Bodies am Zeitpunkt Tag 7.
Bei der folgenden Ubertragung in 96-well-Platten an Tag 7 wurde Medium verwendet, in
welchem kontrahierende und urspriinglich EpCAM-positive WT und #9 Embryoid Bodies
kultiviert waren und das an Tag 10 gesammelt wurde. Als Kontrolle wurden WT, #9, #114
und #134 Differenzierungsassays durchgefihrt, deren Ergebnisse in Abbildung 34 von
den ersten vier Balken reprasentiert werden. Um auszuschlie3en, dass die Methode
einen Einfluss auf die Kontraktion der Embryoid Bodies hat, wurde das Experiment auch
mit EpCAM-negativem Uberstand durchgefiihrt.

Weder mit dem Uberstand von EpCAM-positiven WT-Zellen noch dem von #9 konnte
eine Rekonstitution der kardiomyozytaren Differenzierung von EpCAM-Knockout

Embryoid Bodies erreicht werden.
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Abbildung 33: Kardiomyozytéare Differenzierung von EpCAM-negativen ESC Klonen nach
Kultivierung in konditionierten Kulturiiberstanden von EpCAM-positiven ESC Klonen.
Aufgetragen sind WT-Kontrolle, #9 Kontrolle und die nicht kontrahierenden EpCAM-negativen Kulturen von
#114 und #134. Interne Kontrolle des Versuchs ist das Differenzierungsassay mit #114 kultiviert mit
Uberstand aus differenzierenden #114-Zellen. AnschlieRend aufgetragen ist der Versuch der
Rekonstruktion der Kontraktion mit Uberstand aus differenzierenden #9-Zellen und WT-Zellen. Derselbe
Vorgang wurde mit der Zellinie #134 durchgefihrt. Gezeigt sind die Mittelwerte und
Standardabweichungen von drei unabhangigen Experimenten. Es konnte keine Rekonstitution der
Kontraktion von EpCAM-negativen Embryoid Bodies erreicht werden.

4.3.2 Rekonstitution durch Zell-Zell-Kontakt

Als zweiten Ansatz wurden Embryoid Bodies bestehend aus EpCAM-positiven und
EpCAM-negativen Zellen im Differenzierungsassay verwendet, um direkte Zell-Zell-
Kommunikation zu ermdglichen.

Um in den entstehenden Embryoid Bodies EpCAM-positive und EpCAM-negative Zellen
unterscheiden zu koénnen, wurden die Zelllinien #9, #114 und #149 mit den
fluoreszierenden Proteinen green fluorescent protein GFP und dem rot fluoreszierenden
monomeren Protein mCherry transfiziert, wodurch die Zelllinien #9 GFP, #9 mCherry,
#114 GFP, #114 mCherry, #149 GFP und # 149 mCherry entstanden.

Fur den ersten Teil des Versuchs wurden die Zelllinien #9 GFP, #114 mCherry und #149
mCherry verwendet.

Die EpCAM-positiven  #9-Zellen wurden fur die hanging drops des
Differenzierungsassays mit den EpCAM-negativen #114-Zellen und separat mit #149-

Zellen in den Verhéltnissen 1:1, 4:1 und 1:4 gemischt.
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Da die Kontrolle von #149 mCherry wider Erwarten zu 33,67 % (+14,01) kontrahierte,
sind die weiteren Ergebnisse dieser Zelllinie nicht aussagekraftig (n=3).
Interessanterweise waren die EpCAM- und GFP-positiven Zellen nach zehn Tagen der
Differenzierung nicht als Wall um die EpCAM-negativen, mCherry-positiven Zellen
angeordnet, sondern vermischt tberall im Embryoid Body aufzufinden.

Bei einem Mischverhéltnis von vier Teilen EpCAM-negativer Zelllinie #114 mCherry und
einem Teil EpCAM-positiver Zelllinie #9 GFP ergab sich eine Kontraktion von 27,67 %
(x21,13), bei einem 1:1 Verhéltnis eine Menge an kontrahierenden Embryoid Bodies von
32,67 % (x17,21) und bei vier Teilen #9 GFP und nur einem Teil 114 mCherry 65,00 %
(x12,77). Somit konnte durch die Mischung von einem relevant héheren Anteil von
EpCAM-negativen Zellen zu EpCAM-positiven Zellen eine Steigerung der

kardiomyozytaren Differenzierung erreicht werden.
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Abbildung 34: Embryoid Bodies aus EpCAM-positiven und EpCAM-negativen Zellen im
Verhaltnis 1:1, 4:1 und 1:4.

Als Kontrolle wurden die transfizierten Zelllinien #9 GFP und #114 mCherry und #149 mCherry ausplattiert.
Die Kontrolle #9 GFP generierte 68 % (+3%) kontrahierende Embryoid Bodies, die Zelllinie #114 mCherry
signifikant verringert 1 % (£1%) (p-Wert #114 vs #9 0,000003), doch Zelllinie #149 mCherry bildete 33,67
% (+14,01) kontrahierende Embryoid Bodies (p-Wert #149 vs #9 0,01), im Gegensatz zu vorhergehenden
Differenzierungsassays mit der Zelllinie #149 [4,9 % (+4,28%)]. Durch die Vermischung mit wenigen
EpCAM-positiven #9 GFP Zellen begannen 27,67 % (+21,13) der Embryoid Bodies bestehend aus einem
4:1 Verhdltnis #114 mCherry:#9 GFP zu kontrahieren (p-Wert fur 4:1 vs #114 K signifikant von 0,055; p-
Wert fur 1:1 vs #114 K 0,03). Gezeigt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von drei
unabhéngigen Experimenten (n=3).
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Dies veranlasste eine weitere Untersuchung der Embryoid Bodies unter dem
Fluoreszenzmikroskop, um herauszufinden, ob EpCAM-negative, mCherry positive #114
Zellen in den gemischten Embryoid Bodies kontrahieren, also um auf Einzelzelllevel
nachzuweisen, dass durch die Stimulation durch EpCAM-positive Zellen die EpCAM-

Knockout Zellen zu Kardiomyozyten differenziert sind.

Fur diesen zweiten Teil des Versuchs wurden die Zelllinien #9 mCherry, #114 GFP und
#149 GFP verwendet, da sich die Expression von mCherry in den Zelllinien #114 und
#149 zu schwach fur das Fluoreszenzmikroskop herausstellte. Als Bestatigung des oben
gezeigten Experiments wurde dieses auch fur die Zelllinien #9 mCherry, #114 GFP und

#149 GFP im Rahmen des Fluoreszenzmikroskopversuchs wiederholt.
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Abbildung 35: Embryoid Bodies aus EpCAM-positiven und EpCAM-negativen Zellen im
Verhaltnis 1:1 und 4:1.

Als Kontrolle wurden die Zelllinien #9 mCherry, #114 GFP und #149 GFP ausplattiert. #9 mCherry bildete
72,5 % (£2,12%) kontrahierende Embryoid Bodies, die Zelllinie #114 GFP 3 % (+1,41%) (p-Wert #114 vs
#9 0,000007) und die Zelllinie #149 GFP bildete 4,50 % (+2,12) kontrahierende Embryoid Bodies (p-Wert
#149 vs #9 0,000006). Durch die Vermischung mit wenigen EpCAM-negativen #9 mCherry Zellen
begannen 57,50 % (+12,02) der Embryoid Bodies bestehend aus einem 4:1 Verhdltnis #114 GFP:#9
mCherry zu kontrahieren und 58,50 % (+9,19) der Embryoid Bodies bestehend aus einem 4:1 Verhaltnis
#149 GFP:#9 mCherry (p-Wert fur #114 4:1 vs #114 K 0,0004; fur #114 1:1 vs #114 K 0,004; p-Wert fur
#149 4:1 vs #149 K 0,0002 fur #149 1:1 vs #149 K 0,00001). Gezeigt sind die Mittelwerte und
Standardabweichungen von zwei unabhéngigen Experimenten.

Im Rahmen dieses Versuchs wurde ein zweiter Ansatz Embryoid Bodies aus denselben
Zellen an Tag 7 von den ultra low adherent plates auf Objekttrager Ubertragen. Diese
wurden fixiert und gefarbt und anschlie3end im Fluoreszenzmikroskop analysiert.
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In Abbildung 36 sind die Kontrollen des Versuchs dargestellt. In Abbildung 36 (A) wurde
der Embryoid Body bestehend aus #9 mCherry Zellen auf mCherry und U C A @nalysiert.
Dieser kontrahierende Embryoid Body weist eine U C A-£&xpression auf. In Abbildung 36
(B) sieht man die Kontrolle #149 GFP, die nicht kontrahiert und kein U C A éxprimiert.

A Embryoid body #9 mCherry kontr B Embryoid body #149 GFP nicht kontr
mCherry aCAA GFP aCAA

DAPI 7 merged DAPI merged

Abbildung 36: Fluoreszenzmikroskopische Analyse der Kontroll Embryoid Bodies
kontrahierend #9 mCherry (A) und nicht kontrahierend #149 GFP (B) des Mischversuchs.
A) Dargestellt sind Aufnahmen des kontrahierenden Embryoid Body #9 mCherry, gefarbt mit dem
Erstantikérperg e g e n  Bl<kardiomyozytares Protein und dem Zweitantikrper A488. Angeregt wurde
die Aufnahme mit dem Laser He/Ne 594 (Intensitat 35%) fur mCherry in rot, dem Argon Laser 488
(Int ensi t 2t 2 6 %) gegen UCAA in gre¢n un@%) gegen DAPezur Laser
Darstellung der Zellkerne in blau. Man kann die kontrahierenden Areale durch die Uberlappung von
mCher ry u imdBildluaienAechts erkennen. (B) Als weitere Kontrolle ist ein nicht kontrahierender
Embryoid Body bestehend aus #149 GFP, gefarbt mit dem Erstantikérper gegen U C A And dem
Zweitantikorper A647, gezeigt. Dieser Embryoid Body wurde mit dem Argon Laser 488 gegen GFP, dem
Laser He/ Ne 633 @eundkder Les€rDiode (4¢56gdgen DAPI angeregt. Aufgrund der
verschiedenen Anregungsspektren von mCherry und GFP mussten unterschiedliche Zweitantikdrper
gegen den Erstantikérper von UCAA gew?2 hl t we rid reprasentitiser Wmbrydic Body von
drei analysierten ausgewahlt.

Es wurden interne Kontrollen der Einstellungen der Fluoreszenzmikroskopie
durchgeftihrt, um zum Beispiel auszuschlieBen, dass das Hintergrundsignal
falschlicherweise eine U C A Bxpression anzeigt oder dass das sichtbare U C A 8ignal
unspezifisch ist (Abbildung 37).
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A Embryoid body #9 mCherry kontr B Embryoid body WT kontr

mCherry aCAA GFP aCAA

DAPI merged DAPI merged

Abbildung 37: Fluoreszenzmikroskopische Einstellungskontrollen anhand des
kontrahierenden Embryoid Body #9 mCherry (A) und einem kontrahierender WT Embryoid

Body Tag 8 (B).

(A) Dargestellt sind Aufnahmen des kontrahierenden Embryoid Body #9 mCherry, nur mit dem
Zweitantikorper A488 gefarbt. Angeregt wurde die Aufnahme mit denselben Einstellungen wie die Kontroll-

Embryoid Bodies von Abbildung 37 und die Ergebnisse von Abbildung 39 und zwar mit dem Laser He/Ne

594 (Intensit2t 35%) f¢r mCherry in rot, dem Argon La
mit der Laser Diode 405 (Intensitét 10%) g egen DAPI zur Darstellung der Zell
Erstantikorper ist mit den verwendeten Einstellungen kein Signal oben rechts erkennbar. (B) Als Kontrolle

fur die Einstellung von Abbildung 37 B ist ein kontrahierender WT Embryoid Body Tag 8 verwendet worden,
gefarbt mit dem Erstantikorper gAS47egezeigtOieder Embdoidd e m Z we
Body wurde genauso wie der oben gezeigte mit dem Argon Laser 488 gegen GFP, dem Laser He/Ne 633

gegen UCAA (A647) und der L angezegt. Dirseo Embrydid Bodydse@&®n DAP I
negativ, zeigt also kein Signal obe n I i nks. Oben rechts i st nbari diee UCAA
Positivkontrolle fur U C A-Arstantikérper und den Zweitantikérper A647 ist korrekt.

In Abbildung 38 sind die Ergebnisse des Versuchs dargestellt. Detektiert wurden nur die
EpCAM-negativen Zellen, die in diesem Versuch GFP-positiv sind. In der
Uberlappungsaufnahme kann man auf Einzelzellniveau erkennen, dass EpCAM-
negative Zellen U C A éxprimieren (in rot). Auch GFP-negative Zellen exprimieren U C A A
(Abbildung 39 B). In Abbildung 39 C sieht man die Interaktion einer EpCAM-positiven
(GFP-negativen) und einer EpCAM-negativen (GFP-positiven) Zelle via Zell-Zell-Kontakt.

Beide exprimieren U C A, Aind also zu Kardiomyozyten differenziert.
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A Embryoid body 4:1 #149 GFP:#9 mCherry B
GFP aCAA GFP aCAA

DAPI merged

Abbildung 38: Fluoreszenzmikroskopische Analyse der gemischten Embryoid Bodies aus

#149 GFP und #9 mCherry.

Dargestellt sind Aufnahmen von Ausschnitten aus kontrahierenden Embryoid Bodies bestehend aus vier

Teilen #149 GFP und einem Teil #9 mCherry. Gefarbt wurden diese Préparate mit dem Erstantikdrper
gegen UCAA und dem Zwei t anmtrdek dig Zeken mitAderd Argon Kaseg 488 e g t
(Intensitét 26%) gegen GFP in griin, dem Laser He/Ne 594 (Intensi t 2t 7 %) gegen UCAA (Al e
und mit der Laser Diode 405 (Intensitat 10%) gegen DAPI in blau. Durch die GFP Markierung werden nur
EpCAM-negative Zellen dargestellt. Die EpCAM- und mCherry-positiven Zellen wurden nicht angereqgt,

sind also auf den Abbildungen schwarz. In (A) l&sst sich eine GFP-positive griine Zelle erkennen, die

zugl ei c-posity G ot ist. In (B) gibt es Areale, die GFP-negativ sind (also EpCAM-positiv waren)

und zugl e-positiv. ABcCChAb&n sich auch urspriinglich EpCAM-positive Zellen zu Kardiomyozyten
entwickelt. In (C) ist eine EpCAM-negative, GFP-positive Zelle gezeigt, die Zell-Zell-Kontakt zu einer GFP-
negativen Zelle hat (man kann davon ausgehen, dass diese Zelle mCherry-positiv ist und urspriinglich
EpCAM-positivwa r ) . Beide Zel |l en e EpwurdendresrepeasentatiGMidschpiiterfA),r ot ) .
(B) und (C) aus insgesamt 6 betrachteten Embryoid Bodies ausgewabhlt.
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Auch fur diese Einstellungen wurden Kontrollen angefertigt, um auszuschlieRen, dass
mCherry angeregt wird oder der Zweitantikdrper von U C A Ainspezifisch reagiert
(Abbildung 39).

A Embryoid body 4:1 #149 GFP:#9 mCherry B
mCherry aCAA GFP aCAA

DAPI | merged | DAPI merged

Abbildung 39: Fluoreszenzmikroskopische Einstellungskontrollen der gemischten
Embryoid Bodies #149 GFP und #9 mCherry: (A) und (B).

(A) Dargestellt ist eine Aufnahme eines gemischten Embryoid Body gefarbtmit UCAA und Zwei t ant
A594, angeregt mit denselben Lasereinstellungen wie in Abbildung 38. Die Anregung von A594 stellt nicht
mCherry dar, denn sonst mussten die GFP-negativen Zellen von Bild oben links (Darstellung von GFP),
deren Kerne man im DAPI Bild unten links identifizieren kann, auch rot sein. Es gibt keinen cross-talk
zwi schen den Laser n ,CAApositisetZelleitn Bill obeén rechts andh en GBP-Bild oben
links erkennbar. (B) Dieses Praparat mit gemischten Embryoid Bodies wurde nur mit dem Zweitantikérper
Al exa594 gef 2r -bBrstantikdiper est mid GeA Aerwendeten Einstellungen kein Signal oben
rechts erkennbar. AuRerdem ist kein mCherry Signal erkennbar, mCherry wird also mit den verwendeten
Einstellungen nicht angereqgt.

4.4 Teratom und Teratokarzinombildung in vivo

Pluripotente embryonale Stammzellen kénnen bei Implantation in immunsupprimierte
Mause Tumore bilden, sogenannte Teratome (Reya et al. 2001), bzw. Teratokarzinome.
Um den moglichen Einfluss von EpCAM und ERas auf Tumorigenitdt und die
Differenzierung in den Teratokarzinomen Zu messen, wurde ein
Teratom/Teratokarzinomassay durchgeftihrt. Dadurch lasst sich aul3erdem die
Pluripotenz der Stammzellen Uberprifen, da nur pluripotente Zellen Teratome bilden
(Zhang et al. 2012).

Das Teratom/Teratokarzinomassay wurde in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von

Roland Rad der Il. Medizinische Klinik und Poliklinik, Klinikum rechts der Isar, Technische
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Universitat Munchen, durchgefihrt. Pluripotente embryonale Stammzellen wurden im
Stadium von 70 % Konfluenz mit Trypsin geldst und geerntet, dreimal in PBS gewaschen
und in Medium ohne LIF gel6st. Diese Zellen wurden in einer 1:1 Suspension (0,5-1 x
108 Zellen in 100 pL Volumen) mit Matrigel immuninkompetenten NOD (Non-Obese
Diabetic)-SCID (Severe combined immunodeficient)-Gamma (NSG) Mausen mit
defektem angeborenem Immunsystem, ohne funktionelle T- oder B-Zellen und inhibierter
Differenzierung von natirlichen Killerzellen (Shultz et al. 2005) in die Flanken injiziert. Im
ersten Versuch waren die Mause zum Zeitpunkt der Injektion zwischen 18,4 und 26,1
Wochen alt, zwischen 19,6 g und 28,7 g schwer und weiblich. Es wurden 1 x 108 Zellen
injiziert, die Tumore mussten nach 15 Tagen enthommen werden. Dabei wurde sich an
das Vorgehen von Takahashi et al. (2003) gehalten. Da die Tumore mit einer Million
Zellen sehr grofl3 waren, wurde der Versuch mit verringerter Zellzahl wiederholt. Im
zweiten Experiment waren die Mause zum Zeitpunkt der Injektion zwischen 80,3 und 90,3
Wochen alt und zwischen 14,1 g und 33,3 g schwer. Es wurden 0,5 x 108 Zellen injiziert,
die gebildeten Tumore wurden nach 17 Tagen freundlicherweise von Roman Maresch
isoliert und zur Verfigung gestellt.

In Versuch Lwurdedi e Zel | | i s1KoetrollzeplicieAverwendet. Dabei fiel eine
hohe Variabilitat der Teratomgewichte in der Kontrol | gr up pe &eratén® dex u f .
Zelllinie EpCAM und ERas unterschieden sich in ihrer Gré3e nicht signifikant, die Tumore
der EpCAM-Knockout Zelllinien waren etwas gré3er im Vergleich zu EpCAM und ERas

Uberexpression Zelllinien, dies war jedoch statistisch nicht signifikant (Abbildung 41).
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Abbildung 40: Gewi c ht d e EpCéy, ERaS #114 und #149 Teratome dargestellt
im Punktdiagramm (Experiment 1).

Die Teratome der Ze | | | i n iwardesafs Badndllizelllinie verwendet. Das Gewicht der Teratome der
Kontrollgruppe apCAG befand sich zwischen 0,26 g i 2,33 g. Die Teratome der Uberexpressionszelllinien
EpCAM und ERas und der EpCAM-Knockout-Zelllinien #114 und #149 unterschieden sich im Gewicht nicht
signifikant. Eine Maus wurde an Tag 15 tot aufgefunden.
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Im 2. Experiment wurde die injizierte Zellzahl halbiert. Es wurde die Anzahl an
Kontrollzelllinien erhdht und durch Injektion von WT Zelllinie und #9 Zelllinie erganzt.
Deutlich lasst sich erkennen, dass sich durch EpCAM Uberexpression und durch
EpCAM-Knockout keine Veranderung am Gewicht der Tumore ergeben hat (Abbildung
42).
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Abbildung 41: Gewicht der Teratomege bi | det aus der Kontroll zelll
sowie den Uberexpressions-Zelllinien EpCAM und ERas und den Knockout Zelllinien #114

und #149 dargestellt im Punktdiagramm (Experiment 2).

In Versuch 2 waren die Tumore bei halbierter Zellzahl leichter als in Versuch 1. Es wurde die Varianz an
Kontrollzelllinien erhdéht und durch WT und #9 ergénzt. ERas Teratome waren im Schnitt etwas groRRer als

die restlichen Zelllinien, dies war jedoch nicht signifikant. Es konnten keine Unterschiede im
Teratomgewicht beobachtet werden.
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4.4.1 Einfluss einer Uberexpression von ERas und EpCAM auf die Teratom- oder
Teratokarzinombildung

Von Bedeutung zur Beurteilung der Tumorigenitat eines Proteins ist die Analyse der

Effizienz der Tumorbildung, wenn etwas an der Expression des Proteins verandert wird.

Die Zelllinie EpCAM TF bildete Teratome in funf von fiunf Mausen, die Zelllinie Flag ERas

in vier von funf Mausen im Experiment 1. In Abbildung 43 sind die auf Millimeterpapier
fotografierten Tumore dargestellt. ERas und EpCAM ES-Zellen wurden jeweils in
gegen¢berliegende Fl anken dersel ben Maus inji
in dieselben Mause injiziert wie die Knockout Zelllinien, zum makroskopischen Vergleich

sind diese jedoch auch in Abbildung 43 aufgenommen worden. ERas-
Uberexpressionstumore wiesen makroskopisch eine starke Vaskularisierung auf

(Abbildung 43).

ApCAG
(zum
Vergleich)

Flag ERas

EpCAM TF

Abbildung 42: Makroskopischer Aspekt der Teratome von Maus 3 bis 8 auf
Millimeterpapier (Experiment 1).

Die EpCAM Teratome waren im Mittel 0,96 g (£0,47 g) schwer, die ERas Teratome 0,85 g (0,30 Q).
EpCAM und ERas Tumore weisen keinen statistisch signifikanten GroéRenunterschied auf (p-Wert fur
EpCAM vs ERas 0,68). Die ERas-Tumore sind starker vaskularisiert.

Die Gewichte der gebildeten Tumore unterschieden sich nicht signifikant. EpCAM und
ERas Tumore waren vergleichbar schwer (Abbildung 44).
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Abbildung 43: Gemittelte Gewichte der Teratomed er Zel I I i ni en a&p CAG, EpC

FlagERas (Experiment 1).

Es ergaben sich keine statistisch signifikanten Unterschiede der Tumorgewichte bei EpCAM oder ERas
Uberexpression. Die hohe Standardabweichung der Kontrollgru p p e ap CA Grtainers ¢ h we
aussagekraftigen Vergleich.

Im zweiten Experiment entstanden 4/4 Tumore aus der Kontrollzelllinie apCAG, 2/2 aus
der Zelllinie EpCAM TF und 2/2 aus der Zelllinie, die konstitutiv aktives ERas exprimiert.
ERas Tumore waren wieder stark vaskularisiert. Die EpCAM Uberexpression hatte

keinen Einfluss auf die GroRe der Tumore (Abbildung 45).

Maus 1 Maus 2 Maus 9 Maus 10
ApCAG

1237

- v
it
e t

EpCAMTF FlagERas

Abbildung 44: Teratome von Maus 1,2, 9 und 10 auf Millimeterpapier (Experiment 2).
Tumore ent standen a Zalen &pdCgdBer BIS die Tumore, die sich aus EpCAM
Uberexprimierenden ES-Zellen entwickelt haben. Tumore, die aus ERas konstitutiv exprimierenden ES-
Zellen entstanden sind, sind deutlich stérker vaskularisiert und am gréR3ten.
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Auch das Gewicht der WT und EpCAM Tumore war vergleichbar, das Gewicht der ERas
Tumore war jedoch etwas héher (Abbildung 45).
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ApCAG EpCAM TF F]agERas
Abbildung 45: Gemlttelte GeW|chte der Teratomea u s &ep CAG, EpCA
ERas Zellen (Experiment 2).
WT Tumorewar en im Mittel 0,16 g (NO,06) schwer, @pCAG 0, 3
Flag ERas Tumore 0,46 g (x0,16). EpCAM und ERas Tumore wiesen keinen statistisch signifikanten
GroRenunterschied auf (p-Wert fir EpCAM vs ERas 0,11).
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4.4.2 Einfluss des zellularen EpCAM-Knockouts auf die Teratombildung

Im Experiment 1 gab es keinen Unterschied in der Effizienz der Tumorbildung, die
Zelllinie apCAG bildete 5/5 Tumore, die Zelllinie #114 2/2 und #149 3/3 Tumore. Die
Tumore der EpCAM-Knockout ES-Zellen waren auf Millimeterpapier gemessen nicht
kleiner (Abbildung 47).

Maus 1 Maus 2 Maus 10 Maus 11 Maus 12

#114 #149

Abbildung 46: TeratomgrofRe der EpCAM-Knockout Zelllinien auf Millimeterpapier
(Experiment 1).

Im ersten Experiment bildeten die EpCAM-Knockoutzelllinien #114 und #149 Teratome, die weder kleiner
noch schwéacher vaskularisiert waren.

Auch das Gewicht der Tumore unterschied sich nicht signifikant (Abbildung 48).
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Abbildung 47: Gemitteltes Teratomg ewi c ht v on g#HlOAEperiniehtlI}
Es ergab sich kein Unterschied im Tumorgewicht durch den EpCAM-Knockout (p-We rt f ¢r @&@p CAG v s
0,94, vs #149 0,36). Teratome von #114 und #149 wiesen ein aggressives infiltrierendes Wachstum auf,

sie wuchsen oftmals auch in die Bauchhéhle hinein.
Im Experiment 2 gab es erneut keinen Unterschied in der Effizienz der Teratombildung.
Auch in diesem zweiten Versuch waren EpCAM-Knockout Teratome ahnlich grol3 und

schwer wie die der Kontrollgruppen (Abbildungen 49 und 50).

Maus 3 Maus 4 Maus 5 Maus 6 Maus 7 Maus 8
#9 WT

#114 #149

Abbildung 48: TeratomgrofRe der EpCAM-Knockout Zelllinien auf Millimeterpapier

(Experiment 2).
Die EpCAM-Knockout Teratome aus ES-Zellen von #114 und #149 waren &hnlich grol3 wie die der
Kontrollgruppen-Tumore aus WT und #9. #149-Tumor aus Maus 7 setzte eine Tropfmetastase ab.
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Abbildung 49: Gemitteltes Gewicht der Teratome der Zelllinien WT, #9, #114 und #149
(Experiment 2).

WT Teratome waren im Mittel 0,16 g (x0,06) schwer, #9 Teratome 0,24 g (£0,11), #114 Teratome 0,20 g
(x0,07) und #149 Teratome 0,24 g (£0,13). Es ergaben sich keine statistisch signifikanten Unterschiede (p-
Wert fiir WT vs #114 0,51, WT vs #149 0,44, #9 vs #114 0,63, #9 vs #149 0,95).

4.4.3 Immunhistochemische Analyse der Teratome

Nachdem die Analyse der Grol3e und des Gewichts der Teratome keine Unterschiede
erbracht hatte, wurden die in Experiment 1 entstandenen Tumore auf murines EpCAM
und Vimentin, einen Marker des Mesoderms, immunhistochemisch gefarbt. Da EpCAM
die kardiomyozytare Differenzierung gehemmt hatte, war die Frage, ob bei einer
Uberexpression von EpCAM eine verringerte Anzahl von Zellen mesodermal
differenzieren. Als erstes fiel auf, dass Tumore, die aus der EpCAM Uberexpressions-
Stammzelllinie entstanden sind, eine erstaunlich geringe EpCAM Expression trotz des
starken pCAG Promotors aufwiesen (Abbildung 51). Die Vimentin Expression war in den
EpCAM TF Tumoren nicht reduziert. Die FlagERas Tumore hatten eine vergleichbar
starke EpCAM- und Vimentin Expression wie die EpCAM Uberexpressions- Tumore
(Abbildung51).
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Maus 3 Maus 4
EpCAM TF , FlagERas )

Vimentin

Maus 5 Maus 7
FlagERas FlagERas
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mEpCAM

Vimentin

EpCAM TF

Vimentin

Abbildung 50: Immunhistochemische Farbung der Teratome von FlagEras und EpCAM TF

auf mEpCAM und Vimentin (Experiment 1).

Die Tumore wurden in PBS gewaschen und gem2C 3.5 in ATiss!
Schnitte wurden mit EpCAM- und Vimentin spezifischen Antikorpern behandelt. Daflr wurden
aufeinanderfolgende Schnitte verwendet. In den Tumoren lasst sich weder eine erhthte EpCAM
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Expression in den Tumoren bestehend aus EpCAM TF-ES-Zellen oder Flag ERas-ES-Zellen noch eine
verminderte Vimentin Expression nachweisen. Es bildete sich Gewebe aus allen drei Keimblattern.

Die Teratome der Knockout-Zelllinien unterschieden sich unter dem Mikroskop in ihrer
Zusammensetzung aus den Geweben der drei Keimblatter nicht von den Tumoren der
Kontrollgruppe. In Abbildung 52, Maus 1 &p CAG Kontr oleing sichp p e
gegenseitig ausschlielende Expression von EpCAM und Vimentin gesehen werden.
Dies wird in der 10x und 20x fachen VergroRerung in Abbildung 53 und 55 noch
deutlicher. Dies war jedoch nicht in allen Schnitten der Fall. Wenn die Kontrollgruppen-
Tumore stark EpCAM-positiv waren, waren sie oftmals zugleich auch schwacher
Vimentin-positiv. Dies passt zu der starken Vimentin Expression von EpCAM-negativen
Tumoren der  Zellinien #114 und #149 (Abbildung 52 und 53).

Abbildung 51: Immunhistochemische Farbung der Teratome von a&p CAG un
MmEpCAM und Vimentin (Experiment 1, zweifache VergrtR3erung).

EpCAM-positive  sep CTAntore sind sehr heterogen, ihr EpCAM-Level reicht von 5-50 %. Die EpCAM-
Knockout Tumore aus #114 ES-Zellen sind stark Vimentin-positiv. Es wurden reprasentative Ausschnitte
aus dem Gesamttumor und beispielhafte Schnitte ausgewabhlt.
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