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1.Einleitung

1. Einleitung

1.1. Embryonalentwicklung von Maus und Mensch bis zur
Organogenese

Die Entwicklung von Wirbeltieren beginnt in den Gonaden der Eltern mit der Entstehung
der Keimzellen. In den Gonaden der Mutter, den Ovarien reifen die Oozyten heran, in
den Gonaden des Vaters, dem Hoden, die Spermatozyten. Bei der Befruchtung entsteht
durch die Fusion der haploiden Keimzellen die Zygote mit diploidem
Chromosomensatz. Nach Befruchtung und metabolischer Aktivierung der Eizelle
beginnt die embryologische Entwicklung (Schultz, 1993). Wenn das 2-Zellen-Stadium
erreicht ist, beginnen die Furchungsteilungen. Die entstehende Blastomere bildet bis
zur dritten Furchungsteilung nur einen lockeren Zellverband. Kennzeichen der
Furchungsteilungen ist das fehlende Zellwachstum zwischen den Zellteilungen,
dadurch entstehen zunehmend kleinere Tochterzellen. Nach etwa 3 Tagen ist das 16-
Zellen Stadium erreicht und die Blastomere verliert bis zum 4.Tag die Zona pellucida,
eine extrazellulare Matrix, die die Oozyte und das frihe Embryo umgibt und an der
Befruchtung der Oozyte beteiligt ist (Sinowatz, Topfer-Petersen, Kolle, & Palma, 2001).
Die Zygote hat sich durch diesen Prozess zur Morula entwickelt. Starke Zell-Zell
Verbindungen, Tight Junctions, zwischen den innenliegenden Zellen fihren zur Bildung
einer inneren Zellmasse (inner cell mass /| Embryoblast), welche von der auflieren
Zellmasse (outer cell mass | Trophoblast) zu unterscheiden ist. Flissigkeit aus den
Interzellularraumen konfluiert und bildet die Blastocystenhohle (Abbildung 1.1). Aus der
inneren Zellmasse, dem Embryoblasten kdnnen pluripotente Stammzellen gewonnen
und in vitro kultiviert werden. Aus dem Embryoblasten entsteht der eigentliche Embryo.
Die Zellen des Trophoblasten und des primitiven Entoderms bilden grofRtenteils
extraembryonale Gewebe wie die Plazenta. Inmitten der inneren Zellmasse entsteht die
Amnionhohle.

Vor Beginn der Gastrulation, also der Differenzierung von pluripotenten embryonalen
Stammzellen (ESC) in die drei Keimblatter Ekto-, Meso- und Endoderm, geht aus dem
Embryoblasten die zweiblattrige Keimscheibe hervor, die sich aus Epiblast und

Hypoblast zusammensetzt.
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Trophoblastzellen

Blastocystenhohle

Embryoblast

Abbildung 1. 1: Schema einer Blastocyste: Man unterscheidet den Embryoblasten
(orange) vom Trophoblasten (blau). Die Trophoblasten des embryonalen Pols heften sich
an die Uterusschleimhaut an.

Im Mauseembryo beginnt die Gastrulation an Tag 6.5 nach Befruchtung (E6.5). Zu
diesem Zeitpunkt ist der Epiblast umgeben von einer Schicht aus Viszeralem
Endoderm, aus dem der endodermale Teil des Dottersacks hervorgeht (Wells & Melton,
1999).

Gastrulation und Neurulation laufen in allen Vertebraten sehr ahnlich ab. Am Boden der
Amnionhohle liegt der Epiblast, auf dem zu Beginn der Gastrulation der zur Primitivrinne
eingesunkene Primitivstreifen entsteht. Dort verlieren Zellen, durch einen Prozess der
als epithelial-mesenchymale Transition (EMT) bezeichnet wird, ihre Polaritat und ihren
epithelialen Phanotyp und wandern als Mesendoderm zum Primitivstreifen. Ein Protein
das bereits in dieser frihen mesodermalen Zellpopulation exprimiert wird, die aus dem
Epiblasten entsteht, ist das neural cell adhesion molecule NCAM (Evseenko et al.,
2010). Die Expression von NCAM korreliert auch mit einer EMT in Tumorzellen, wie
zum Beispiel in Mammakarzinom-Zellen (Lehembre et al., 2008).

Die Entstehung eines Mesendoderms wurde in der murinen Embryogenese (Tada et
al., 2005), dem Fadenwurm Caenorhabditis elegans und in Zebrafischen etabliert
(Rodaway & Patient, 2001). Die Existenz eines Mesendoderms im Verlauf der humanen
Gastrulation ist umstritten (Evseenko et al., 2010).

Nachdem die Zellen des Embryoblasten in den Primitivstreifen eingewandert sind und
sich im Raum zwischen Epiblast und viszeralem Endoderm befinden, differenzieren sie
in ein Foxa2-positives Endoderm und ein Brachyury (T)-positives Mesoderm (Burtscher
& Lickert, 2009). Endodermale Zellen gewinnen wieder an Polaritat, flachen ab und
reihen sich in einen epithelialen Verband ein. Der essentielle Transkriptionsfaktor
FoxA2 ist an der Epithelialisierung endodermaler Zellen beteiligt und folglich kdnnen
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FoxA2-defiziente Zellen keinen epithelialen Zellverband bilden (Burtscher & Lickert,
2009). Die Transkriptionsfaktoren Nanog, Oct-4 und Sox2 werden als
Pluripotenzfaktoren bezeichnet, da ihre hohe Expression fur die Aufrechterhaltung des
pluripotenten Status von ESC notwendig ist (D. J. Rodda et al., 2005). Nanog, Oct4 und
Sox2 regulieren die Expression von Eomes (Eomesodermin), indem sie an die
Enhancer-Region von Eomes binden. Nanog kann dadurch die fruhe Expression von
Eomes induzieren, wahrend Sox2 und Oct-4 eine reprimierende Wirkung haben ,
Eomes induziert Uber den SMADZ2/3-Signalweg die Expression von endodermalen
Genen wie Sox17 (S. Brown etal., 2011; Teo et al., 2011). Im Verlauf der endodermalen
Differenzierung nimmt die Nanog Expression ab und es kommt zu einer Endoderm-
spezifischen Expression von Sox 17 (Niakan et al., 2010). Die zentrale Rolle von Sox17
in der endodermalen Differenzierung wurde in Sox17-defizienten Mausen
nachgewiesen und Knockout Tieren fehlt das Endoderm, aus dem der Darm entsteht
(Kanai-Azuma et al., 2002). Das Alpha-Fetoprotein (AFP) wiederum wird stark im
viszeralen Endoderm und dem daraus entstehenden Dottersack exprimiert, sowie in
fetalen Leberzellen und im Darmepithel (Kwon et al., 2006).

Mesodermale Zellen haben einen mesenchymalen Phanotyp mit schmalem Zellkorper
und langen Zellauslaufern und sind im Vergleich zu epithelialen Zellen mit erhdhter
Migrationsfahigkeit assoziiert (Kalluri & Weinberg, 2009). Der Transkriptionsfaktor
Brachyury ist ein friher Marker und Regulator der mesodermalen Differenzierung.
Durch die Bindung an SMAD1 kann er die Expression mesodermaler Gene induzieren
(Faial et al., 2015). Endodermale und mesodermale Progenitorzellen differenzieren

dann zu den verschiedenen Korperzellen (Abbildung 1.2 und 1.3).

Blut
Hamatoendothelialer 4 >
Endothel

Progenitor
Mesodermale Zelle Kardiovaskulérer Progenitor Kardiomyozyten
Glatte Muskulatur
Mesenchymale Progenitor

Fbroblasten, Knochen,
Knorpel, Fett

Abbildung 1. 2: Schema zur Differenzierung mesodermaler Zellen (angepasst von
Evseenko et al. 2010)
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Zellen, die nicht an der Wanderungsbewegung teilnehmen werden zum Ektoderm, so
dass letztendlich drei Keimblatter Endoderm, Mesoderm und Ektoderm entstehen
(Beddington & Robertson, 1999). Nachdem sich die Neuralfalten aufgestellt haben,
beginnen saugerspezifische Veranderungen. Vorne sto3t die Chorda auf die
Prachordalplatte, aus der die Rachenmembran und ein Teil der Kopfmuskulatur
hervorgehen. Nachdem sich die Neuralfalten zum Neuralrohr schlieRen, bleiben
Neuroporus anterior und posterior noch lange Zeit mit der Amnionhohle in Verbindung.
Der Neurulation folgt die Organogenese, eine Phase in der alle wesentlichen inneren
und aul3eren Organe gebildet werden.

u.a. Wirbelsaule,
Ektoderm E Paraxiales Mesoderm =—> Rumpfmuskulatur

Epiblast < Mesoderm
Blastocyste < Endoderm

Hypoblast = Extraembyronales Endoderm

Intermedidres mesoderm ——» u.a. Niere
Seitenplattenmesoderm =—> u.a. Herz

Abbildung 1. 3: Beispielhaft ist die Entstehung einiger mesodermaler Organe
gezeigt. (Bianchi, Wilkins-Haug, Enders, & Hay, 1993; Linask & Lash, 1993;
Sweetman, Wagstaff, Cooper, Weijer, & Munsterberg, 2008; Takasato & Little,
2015)

1.2. Die Entwicklung des Herzens:

Das Herz-Kreislauf-System ist das erste funktionsfahige Organsystem. Im Menschen
beginnt das Herz bereits am 21. Tag post conceptionem zu schlagen (Sissman, 1970).
Zu Beginn der Neurulation liegt die kardiogene Zone als verdickte Mesenchymplatte vor
und seitlich der Neuralplatte. Durch kraniokaudale Krimmung und laterale Abfaltung
kommt die Herzanlage unterhalb des Vorderdarmes zu liegen (Descensus des
Herzens), auRerdem vereinigen sich die paarigen Herzanlagen zu einem Herzschlauch.
In situ-Hybridisierung zeigen in der Maus an Tag 7/8 post conceptionem eine
Expression des Aktins a-CAA (alpha cardiac actin) im Herzschlauch (Sassoon, Garner,
& Buckingham, 1988). Dieser verlangert und krimmt sich zur Herzschleife. Die
Septierung des Herzens erfolgt mit der Entstehung des septum interventriculare und
des septum interatriale. Daraufhin findet die innere Untergliederung des Herzes und die
Septierung des Ausflusstraktes statt. Storungen der Entwicklung der Herzsepten und
andere Herzfehlbildungen sind bei Menschen mit einer Pravalenz von 1,08% (Lindinger,
Schwedler, & Hense, 2010) die haufigste angeborene Erkrankung. In Deutschland



1.Einleitung

werden 6000 Kinder pro Jahr mit einem Herzfehler geboren (Pathologie Bocker,
5.Auflage, Urban und Fischer, 2012).

Das Herz entsteht durch ein Zusammenspiel von herzinduzierenden Faktoren, die vom
Endoderm sezerniert werden (u.a. die Liganden bone morphogenic protein 2 BMP2 und
der fibroblast growth factor 8 FGF8) und herzinhibierenden Signalen aus Mesoderm
(Chordin, Noggin, WNT 1,3,8, Serrate) und Neuroektoderm (kanonische WNT-
Signalwege). Durch diese gegenseitige Regulation von Endo- und Mesoderm kommt
es zu einer Mesoderm-spezifischen Differenzierung, welche unter anderem
Kardiomyozyten generiert. In Mauseexperimenten konnte gezeigt werden, dass aus
explantiertem Herzmesoderm der Entwicklungsstufe E7.5 in der Gegenwart von
viszeralem Endoderm und Primitivstreifen, Herzmuskel entsteht (Arai, Yamamoto, &
Toyama, 1997). In vivo befindet sich das Herzmesoderm in unmittelbarer Nahe des
vorderen Endoderms, welches im Laufe der Entwicklung zu pharyngealem Endoderm
weiter differenziert.

Wahrend in Zebrafischen (Danio rerio) und den Krallenfroschen (Xenopus laevis) das
BMP2 eine herausragende Rolle als vom Endoderm sezernierter Induktor zukommt,
spielen in der Maus mehrere Mitglieder der BMP-Familie eine Rolle (Kishimoto, Lee,
Zon, Hammerschmidt, & Schulte-Merker, 1997; Shi, Katsev, Cai, & Evans, 2000). Fur
die WNT-Signalwege kann man im Allgemeinen feststellen, dass kanonischen
Signalwege (Signalweg Uber [-catenin) die Herzentwicklung hemmen, nicht-
kanonische hingegen, wie der WNT-11-Signalweg, die Entstehung von Herzmesoderm
begunstigen. Letzteres aktiviert die Protein Kinase C (PKC) und die Calmodulin Kinase
II (CamKIl) Uber G-Proteine (Kuhl, Sheldahl, Malbon, & Moon, 2000)). Ferner wirkt
WNT-11 mdglicherweise auch als Gegenspieler kanonischer WNT-Signalwege durch
eine Hemmung von [R-Catenin. Es lassen sich also drei grof3e Proteinfamilien
abgrenzen, die bei der Entwicklung von Herzmesoderm eine Rolle spielen: Die FGF-,
die BMP- (FGF-8 und BMP-2 spielen eine synergistische Rolle wahrend der
Kardiogenese) und die WNT-Familie. Unter den Transkriptionsfaktoren, die die
Herzentwicklung steuern, gibt es Homooboxgene wie NKX2.5 (Nirenberg und Kim
X2.5), dessen Promotor GATA-Sequenzen enthalt (Lien et al., 1999; Searcy, Vincent,
Liberatore, & Yutzey, 1998). Ein weiteres Beispiel sind Zinkfinger-
Transkriptionsfaktoren wie GATA4, ein Mitglied einer Familie an Transkriptionsfaktoren,
die an die DNA-Sequenz GATA binden.. In Wirbeltieren existieren drei GATA-Gene:
GATA4, 5, 6. GATA4-defiziente embryonale Stammzellen konnen zu kontraktilen

Kardiomyozyten differenzieren, allerdings zeigt sich in vivo eine cardia bifida
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(Entstehung separater Herzschlauche, was embryonal letal ist) und eine reduzierte Zahl
kontrahierender Herzmuskelzellen (Kuo et al., 1997; Molkentin & Olson, 1997).

Umgekehrt verstarkt eine Uberexpression von GATA 4 die Kardiogenese.

1.3. Stammazellen:

Der Begriff ,Stammzelle” wird erstmals von dem Zoologen August Weismann in seiner
Abhandlung Uber ,Die Entstehung der Sexualzellen bei Hydromedusen®
(Weismann,Leipzig 1883,Fischer) verwendet. Dieser beschreibt Stammzellen als
Jindifferenzierte Zellen® und Vorlaufer der Keimzellen. Definitionsgemaly besitzen
Stammzellen zwei Eigenschaften: Die Selbsterneuerung, d.h., dass aus jeder
Zellteilung mindestens eine Stammzelle hervorgeht, und die Potenz, das heil3t, die
Fahigkeit zu verschiedenen Zellen zu differenzieren. Pluripotente Zellen sind dabei in
der Lage zu Zellen aller drei Keimblatter zu differenzieren. Im Gegensatz hierzu sind
totipotente Zellen auch dazu in der Lage extraembryonales Gewebe zu bilden (Singh,
Saini, Kalsan, Kumar, & Chandra, 2016). In dieser Arbeit wurden pluripotente
embryonale Stammzellen verwendet. Aufgrund dieser Eigenschaften spielen
Stammzellen bei der Entstehung und dem Wachstum von Organen, sowie der
Regeneration von Geweben im Erwachsenen eine zentrale Rolle.

Der Einsatz von Stammzellen zu therapeutischen Zwecken, z.B. bei Verletzungen des
Ruckenmarks oder neurodegenerativen Erkrankungen (Kikuchi et al., 2017), ist daher
ein zentrales Forschungsgebiet. Ein wiederkehrendes Problem bei der medizinischen
Nutzung von Stammzellen liegt in der gerichteten und vollstandigen Differenzierung von
Stammzellen in die gewunschte Zellart. Eine Gefahr ist, dass embryonale Stammzellen
(ESC) nach Implantation embryonale Tumoren, sog. Teratome bilden. Teratome
enthalten Zellen aller drei Keimblatter in ungeordneter Weise. Tatsachlich gibt es eine
Reihe von Eigenschaften, die ESC mit Tumorzellen gemeinsam haben. Dazu gehort
v.a. das Wachstum, das ohne Kontaktinhibition, ohne Verankerung der Zellen und ohne
Seneszenz ablauft.

Im Vergleich zu EC (embryonic carcinoma) Zellen, die aus Teratokarzinomen isoliert
werden (G. R. Martin, 1981), zeigen ESC keine genetischen Mutationen in
Protoonkogenen oder Tumorsuppressorgenen oder chromosomale Anomalien, die
diese Eigenschaften erklaren konnten. Die Mechanismen die zu unkontrolliertem
Wachstum von ESC und zu einer Teratombildung fuhren sind also nicht offensichtlich

und mussen noch aufgeklart werden.
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Auf der Suche nach Genen, welche spezifisch in ESC exprimiert werden und die
Teratogene Kapazitat von ESC regulieren, entdeckten Takahashi et al. unter anderem
das ERas Gen (embryonic stem cell-expressed Ras), auf welches spater genauer
eingegangen wird (Takahashi, Murakami, & Yamanaka, 2005).

AuRerdem gibt es Gene, die fur Transkriptionsfaktoren kodieren, welche bei der
Aufrechterhaltung des Stammzellphanotyps eine besondere Bedeutung haben,
darunter Oct3/4, Kif4 und Sox2. Durch retrovirale Transfektion von vier Faktoren (Sox2,
Oct3/4, KIf4 und c-Myc) in differenzierte Zellen ist es gelungen sogenannte induzierte
pluripotente Stammzellen (iPS) herzustellen (Takahashi & Yamanaka, 2006). Oct 4
kann einen Komplex mit Sox2 bilden und als Kernkomplex uUber die Bindung an
spezifische Promotersequenzen die Expression von weiteren fur die Entwicklung
relevante Gene regulieren (Boyer et al., 2005). Homozygot Oct4-defiziente Embryonen
bilden in vitro eine Blastozyste, allerdings sind die Zellen der inneren Zellmal3e nicht
pluripotent und differenzieren zu Zellen des Trophoblasten (Nichols et al., 1998). Durch
retrovirale Transduktion von ES Zellen mit dem Transkriptionsfaktor Kif4 bleiben ES-
Zellen auch unter LIF-Entzug langer pluripotent, (Y. Li et al., 2005), was unter anderem
an einer erhohten Oct4-Expression gezeigt wurde. Klf-4 kann vermutlich die Expression
des Tumorsuppressors p53 supprimieren. P53 bindet wahrend der Differenzierung der
Zellen an den Promotor von Nanog und unterdruckt dessen Expression (T. Lin et al.,
2005). Auch Nanog ist an der Erhaltung der Pluripotenz von Zellen beteiligt, kann
allerdings die Pluripotenz der Zellen unter LIF-Entzug nicht aufrechthalten (Chambers
et al., 2003). Durch Expression einer stabilen, nicht degradierbaren Form von c-Myc
(mit phosphoryliertem Theronin 58) konnen ESC unabhangig von LIF-haltigem Medium
pluripotent bleiben (Cartwright et al., 2005). Auch Sox 2-defiziente Zellen differenzieren
wie Oct4-defiziente Zellen zu trophoblastaren Zellen (Avilion et al., 2003).

Die Expression dieser Gene wiederum kann durch membranstandige Rezeptoren, Uber
Signaltransduktionskaskaden aktiviert werden. Darunter gibt es G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren (Callihan, Mumaw, Machacek, Stice, & Hooks, 2011), aber auch
Zelladhasionsmolekule wie E-Cadherin (Redmer et al.,, 2011). Ein weiteres
Membranproteine ist EpCAM, welches die Migration und die Proliferation von Zellen
direkt beeinflussen kann (Munz et al., 2004). Das extrazellulare Spaltprodukt von
EpCAM, EpEX kann durch Aktivierung des STAT3 Signalweges die Selbsterneuerung
von Stammzellen steuern kann (Kuan et al., 2017). Es wurde au3erdem vermutet, dass

das intrazellulare Spaltprodukt von EpCAM, EPICD in den Nucleus translozieren kann
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und an die Promotoren von c-Myc, Oct-4, Nanog, Sox2 und KLf4 binden kann (T. Y. Lu
et al., 2010).

1.4. EpCAM

1.4.1. EpCAM-Gen:

Das EpCAM (epithelial cell adhesion molecule)-Gen liegt beim Menschen auf
Chromosom 2, bei der Maus auf Chromosom 17. Die DNA-Sequenzen zeigen eine
hohe Konservierung und eine Homologie von ca. 81% zwischen Mensch und Maus
(Dolle et al., 2015). Das Gen umfasst ca. 14kb und 9 Exons (Balzar, Winter, de Boer, &
Litvinov, 1999). Die Regulation der Expression des EpCAM Proteins erfolgt auf
mehreren Ebenen ab. Aus Tumorzellen und gesunden Epithelzellen ist bekannt, dass
unmethylierte CpG-Dinukleotide in der Promotorregion mit einer erhdhten EpCAM-
Expression einhergehen. Methylierung der CpG-Inseln dagegen reprimiert die EpCAM-
Expression. Eine Demethylierung fuhrte in diesen Fallen nicht zu einer Zunahme der
Expression, was auf zusatzliche Regulationsmechanismen hinweist (G. Yu et al., 2008).
Ein solcher Mechanismus ist die Trimethylierung des Lysin 4 im Histon 3, die zur
Aktivierung der Transkription durch die Polymerase Il fuhrt.

Eine Trimethylierung des Lysin 27 im Histon 3 dagegen reprimiert die Transkription
(Sarrach et al., 2018). Neuere Daten aus unserem Labor zeigen aullerdem eine
Veranderung der EpCAM-Expression bei der Differenzierung in Zelllinien, in denen die
EpCAM-cDNA von einem CMV-Promotor transkribiert wird. Das lasst auf eine
Regulation auf Protein-Ebene schlie3en.

1.4.2. EpCAM Protein:

Die erste Beschreibung von EpCAM in Kolonkarzinomen fallt auf das Jahr 1979 zurick
(Herlyn, Steplewski, Herlyn, & Koprowski, 1979). Das epitheliale Zelladhasionsmolekall,
auch bekannt als tumor-asscociated calcium signal transducer 1 (TACSTD1),
trophoblast cell-surface antigen 1 (TROP1), in Mausen auch CD326, ist ein Typ1
transmembranes Glykoprotein. EpCAM besitzt eine 265 Aminosauren lange
extrazellulare Domane (EpEX), eine 23 Aminosauren lange Transmembrandomane
und eine kurze, 26 Aminosauren lange intrazellulare Domane (EplCD). Diese besitzt
zwei alfa-Actinin-bindende  Domanen (Balzar et al.,, 1999). Drei N-
Glykosylierungsstellen in der extrazellularen Domane bestimmen die Stabilitat des

Proteins. In Kopf-Hals Plattenepithel-Karzinomen ist EpCAM meist hyperglykosyliert
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(Pauli et al., 2003). Dabei fuhrt die N-Glykosylierung des Asparagin 198 zu einer
langeren Halbwertszeit von EpCAM (Munz, Baeuerle, & Gires, 2009; Munz, Fellinger,
Hofmann, Schmitt, & Gires, 2008).

Die Aktivitat von EpCAM bei der Regulation von intra- und interzellularen Vorgangen
wird durch verschiedene molekulare Mechanismen bewerkstelligt. Ein solcher
Mechanismus ist die regulierte Intramembranproteolyse (RIP) (Maetzel et al., 2009), die
bereits als ein zentraler Prozess bei der Entstehung der Alzheimer-Plaques identifiziert
wurde. Hierbei wird nach einer Spaltung des Amyloid Precursor Proteins (APP) das AR
Fragment generiert, das sich mit anderen AR Fragmenten zu Plaques zusammenlagert
(Lichtenthaler, Haass, & Steiner, 2011). Die RIP ist stets ein zweistufiger Prozess (M.
S. Brown, Ye, Rawson, & Goldstein, 2000): Zunachst wird das Transmembranprotein
aulderhalb der Membran gespalten, wodurch es zur Freisetzung einer I6slichen
Ektodomane und zur Bildung eines C-terminalen Fragments (CTF) kommt. Dies ist die
Voraussetzung dafur, dass eine zweite Protease das CTF-Protein innerhalb der
Membran spalten kann. Der extrazellulare Teil EpCAMs wird durch eine
Metalloprotease der ADAM-Familie, TACE-1 (ADAM-17) gespalten. Die extrazellulare
Domane EpEX wird freigesetzt und Ubrig bleibt das EpCAM-CTF. In einem zweiten
Schritt spaltet die y-Sekretase den transmembranen Teil des EpCAM-CTF, wodurch ein
extrazellulares, I6sliches AR-like Fragment und EplCD, das intrazellular freigesetzt wird,
generiert werden. EpICD wird dann mit anderen Molekilen Teil eines
Proteinkomplexes, welcher neben EpICD, das an die vierte LIM Domane von FHL 2
(four and a half LIM domains) gebunden ist, 3-catenin und Lef-1, die an der zweiten und
dritten LIM-Domane von FHL2 gebunden sind (B. Martin et al., 2002), beinhaltet. Der
Komplex kann an die Promotoren verschiedener Gene binden, u.a. Nanog, Oct4, Klf4,
Sox2, Myc (Huang et al., 2011; T. Y. Luetal., 2010; T. Yu, Ma, & Wang, 2017). EpCAM
reguliert aulRerdem die Expression von Cyclin D1, welcher als Ko-Faktor von CDK4
(cyclin dependent kinase 4) und CDK6 (cyclin dependent kinase 6) den Ubertritt von
der G1 zur S-Phase des Zellzyklus ermdglicht und damit die Proliferation beeinflusst
(Chaves-Perez et al., 2013).

13



1.Einleitung
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Abbildung 1. 4: Struktur des humanen EpCAM Proteins (nach Schnell et al., 2013): Das
humane EpCAM-Protein besteht aus 314 Aminosauren. Die Aminosauresequenz des murinen
EpCAM ist der des Menschen zu 81% identisch (Bergsagel, Victor-Kobrin, Timblin, Trepel, &
Kuehl, 1992).

Alternativ kann EpCAM durch die Aspartylprotease BACE-1 (beta amyloid precursor
converting enzyme) oder 3-Sekretase gespalten werden (Tsaktanis et al., 2016). Nach
Endozytose kann das Enzym BACE-1 EpCAM in saurem Milieu spalten. Alternativ wird
das endozytierte EpCAM von sauren Hydrolasen in Lysosomen prozessiert.

In manchen Zellen existieren auch modifizierte EpCAM-Proteine. In Pankreastumoren
wurde eine Variante des EpCAM Proteins mit fehlender intrazellularer Domane
identifiziert, welches eine hohe Expression zeigte und mit schlechter Prognose
korrelierte (Fong et al., 2014).

1.4.3. EpCAM Funktionen

Zelladhasion

EpCAM wird in embryonalen Stammzellen und Epithelzellen (Plattenepithelien und
Drusenepithelien) exprimiert. Durch Transfektion von EpCAM-negativen L-Zellen
(murine Fibroblasten), die keine klassischen, E-Cadherin-vermittelten Zell-Zell-
Kontakte ausbilden, mit EpCAM, konnte gezeigt werden, dass EpCAM Zelladhasionen
ermoglicht (Litvinov, Velders, Bakker, Fleuren, & Warnaar, 1994). In gemischten
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EpCAM-positiven und —negativen L-Zell-Kulturen stellte sich EpCAM als
homotypisches Adhasionsmolekil heraus, welches eine Aggregatbildung und
Segregation von EpCAM-positiven Zellen vermittelt (Litvinov, Velders, et al., 1994).

Der Aufbau des EpCAM Proteins unterscheidet sich jedoch von anderen
Adhasionsproteinen wie den Cadherinen, Nektinen, NCAM (auf Nervenzellen), PeCAM
(CAM = cell adhesion molecule), Selektinen und Integrinen. Nur die EGF-like-repeats
der extrazellularen Doméane hat EpCAM mit Selektinen und Mitgliedern der
lin12/notch/GLP-1-Rezeptorfamilie gemeinsam (Balzar et al., 1999). EpCAM st in
epithelialen Zellverbanden weder in Tight Junctions, noch in Desmosomen, noch in
Hemidesmosomen zu finden, sondern an der basolateralen Membran mit E-Cadherin
kolokalisiert (Balzar et al., 1999; S. K. Wu & Yap, 2013). Im Vergleich zu E-Cadherin ist
EpCAM ein schwaches Adhasionsprotein (Litvinov, Bakker, Gourevitch, Velders, &
Warnaar, 1994; Litvinov et al., 1997). Es gibt jedoch Daten, die suggerieren, dass
EpCAM die Starke der E-Cadherin-vermittelten Bindung verringert (Litvinov et al.,
1997). Ist EpCAM mit E-Cadherin kolokalisiert, dann schwacht es die E-Cadherin-
vermittelte Zelladhasion, indem es die Bindung von E-Cadherin an das Zytoskelett stort
(Litvinov et al., 1997). Das konnte fur die Mobilitat von Zellen bei der Metastasierung

oder im Rahmen der embryonalen Entwicklung von Bedeutung sein.

Embryonale Entwicklung und Morphogenese

Mehrere Publikationen haben gezeigt, dass EpCAM fur die normale embryonale
Entwicklung der Maus notwendig ist. EpCAM-defiziente Mause (EpCAM -/-) sind nicht
lebensfahig und sterben in utero aufgrund plazentarer Anomalien (Nagao et al., 2009),
oder erkranken postnatal an CTE, der chronical tufting entheropathy (Guerra et al.,
2012; Lei et al., 2012; Sivagnanam et al., 2008). Diese seltene Erkrankung ist
charakterisiert durch wassrige Diarrh6 mit Storungen des Elektrolythaushaltes sowie
Gedeihstorungen. Sivagnanam et al. erkannten einen Einzelnukleotid-Polymorphismus
(single nucleotide polymorphism; SNP) an der Donor Splice Stelle des Exon4 von
EpCAM als ursachlich fur die CTE (Sivagnanam et al., 2008). Andere mdgliche
Ursachen einer verkurzten Aminosauresequenz und dadurch Proteinstruktur sind
Rasterschubmutationen durch Insertion eines Basenpaares und folgendem
frihzeitigem Stop-Codon (Al-Mayouf, Alswaied, Alkuraya, Almehaidib, & Faqgih, 2009).
Die verkurzten EpCAM-Proteine werden endozytiert und abgebaut oder werden nicht
an die Zellmembran transportiert (Schnell, Kuipers, & Giepmans, 2013). In den

Epithelzellen der Darmschleimhaut von EpCAM-Knockout-Mausen mit CTE zeigte sich,
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dass E-Cadherin und [3-catenin vermehrt im Zellinneren lokalisiert waren und nicht an
der Zellmembran. EpCAM spielt also auch fur die epitheliale Architektur eine wichtige
Rolle (Guerra et al., 2012).

Regeneration

In der Leber erfullt EpCAM die Funktion eines molekularen Schalters und ermdglicht
die Regeneration hepatischer Zellen (z.B. Hepatocyten, Cholangiocyten) aus den
hepatischen Stamm-/Progenitorzellen (HSPC) (Miyajima, Tanaka, & ltoh, 2014). Die
Progenitorzellen der Leber haben eine hohe EpCAM-Expression, wahrend diese in
differenzierten Zellen abnimmt (Gires, 2012; Schmelzer et al., 2007; Yoon et al., 2011).
Der Mechanismus, dem die Differenzierung der HSPC unterliegt ist bisher nicht
bekannt. Aus der embryonalen Entwicklung der Leber von Zebrafischen ist bekannt,
dass EpCAM die Differenzierung von Hepatozyten aus endodermalen Zellen
ermdglicht, indem es WNT-2bb Signale dereprimiert. Dabei bindet EpCAM an Kremen-
1 und verhindert die Interaktion von Kremen-1 und Dickkopf 2. Dadurch wird der WNT
(Wingless-related integration site) - Rezeptor Lrp6 (lipoprotein receptor-related protein)
an der Zellmembran stabilisiert und ermoglicht als Korezeptor des Wnt2bb-Signalweges
dessen Aktivierung (H. Lu, Ma, Yang, Shi, & Luo, 2013). Ein ahnlicher Mechanismus
wurde auch bei Regenerationsprozessen der Leber vorgeschlagen (H. Lu et al., 2013).
Wahrend der Phagozytose untergegangener Hepatozyten durch Makrophagen werden
WNT3a-Signalwege aktiviert, die die Differenzierung von hepatischen Progenitorzellen
zu Hepatozyten anstof3en (Boulter et al., 2012). EpCAM konnte auch hier als
Derepressor des WNT-Signalweges funktionieren (H. Lu et al., 2013).

Tumoren

In vielen Tumoren (u.a. Brustkrebs, Ovarialkarzinom, Gallenblasenkarzinom) korreliert
die EpCAM-Expression mit einer schlechten Prognose (Spizzo et al., 2011; Spizzo et
al., 2006; Spizzo et al., 2004). Das trifft aber nicht immer zu. In gastrointestinalen
Tumoren korreliert EpCAM mit guter Prognose (Akita et al., 2011), das gleiche gilt fur
Nierenzellkarzinome, Schilddrisenkarzinome und Plattenepithelkarzinome der Kopf-
Hals Region (Baumeister et al., 2018; Ralhan et al., 2010; Seligson et al., 2004).
Molekulare Mechanismen, welche diese Diskrepanz im prognostischen Wert von
EpCAM in Bezug auf den klinischen Verlauf erklaren, wurden bislang nicht identifiziert.
Da EpCAM in die Regulation der Zelladhasion involviert ist, kbnnte man vermuten, dass

dessen Expression bei der Induktion einer EMT und im Verlauf der Metastasierung,
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ahnlich wie E-Cadherin, abnimmt. Zwar findet man in Mikrometastasen eine
Herunterregulation von EpCAM und eine vergleichbar hohe Expression in
Primartumoren und overten Metastasen (Jojovic, Adam, Zangemeister-Wittke, &
Schumacher, 1998), jedoch kann eine Uberexpression von EpCAM auch mit einer
Induktion von EMT (epithelial-mesenchymal-transition) einhergehen, z.B. in
Nasopharynxkarzinomen (M. H. Wang et al., 2018). Die exakte molekulare Funktion
von EpCAM bei der Regulation der EMT und in der metastatischen Kaskade ist daher
bislang noch unzureichend erforscht.

Ein weiterer wichtiger Aspekt der Verwendung von EpCAM in der Onkologie ist dessen
Expression in systemischen Tumorzellen. EpCAM dient neben CD 40,24, 34, 44, 90,
117, 133, 166, ALDH als Ankermolekul bei der Isolierung zirkulierender Tumorzellen
(CTC) aus dem Blut von Tumorpatienten. Die Prasenz von > 5 EpCAM-positiven CTC
in metastatischen Mamma-Karzinompatienten und von > 1 EpCAM-positiver CTC in
nicht-metastatischen = Mamma-Karzinompatienten ist mit einer signifikant

verschlechterten Prognose verbunden (Cristofanilli et al., 2004; Janni et al., 2016).

1.5. ERas

1.5.1. ERas Gen

Das murine ERas (ES-cell expressed Ras)-Gen liegt auf dem X-Chromosom und hat
eine Gesamtlange von 4332 Basenpaaren. Es ist zwischen Maus und Mensch hoch
konserviert. Im menschlichen Genom ist die Gensequenz des murinen ERAS dem
menschlichen HRasp (Ha-Ras2) am ahnlichsten. Dieses kodiert fur ein Protein, das
dem murinen ERas zu 76% identisch ist, weshalb es als orthologes Gen im Menschen
betrachtet wird (Takahashi, Mitsui, & Yamanaka, 2003). Die fur das 233 Aminosauren
lange Protein kodierende ERas-Sequenz befindet sich auf dem zweiten von insgesamt
zwei Exons (Abbildung 1.5).

1.5.2. ERas Protein

Die Aminosaure-Sequenz von ERas stimmt zu etwa 40% mit der von HRas, KRas und
NRas Uberein (Takahashi et al., 2005). Die fur kleine G-Proteine typischen Domanen,
die GTP-bindende G-Domane und das terminale CAAX-Motiv, finden sich auch im
ERas Protein wieder (Nakhaei-Rad et al., 2016; Vetter & Wittinghofer, 2001). Damit
ERas den Akt-Signalweg aktivieren kann, muss ERas an der Membran lokalisiert sein
(Takahashi et al., 2005). Zu diesem Zweck ist ERas mit 3 modifizierten Cysteinen
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(Cys?® und Cys??? in der HVR, Cys?** im CAAX-Motiv) ausgestattet. Bei der
Proteinbiosynthese wird zuerst der Cysteinrest Cys??* farnesyliert. AnschlieRend wird

das Protein in das Endoplasmatische Retikulum transportiert, in dem die letzten drei
Aminosauren des CAAX-Motivs durch Endoproteasen abgespalten werden.
AnschlieBend wird das nun C-Terminal lokalisierte Prenylcystein (Cys??*) methyliert.
Hierdurch und durch die Palmytoilierung der anderen beiden Cysteinreste in der
Hypervariablen Region (HVR) wird die Hydrophobizitat des C-Terminus erhoht. Das
ermdglicht eine Anhaftung an die Plasmamembran und die sequenzielle Aktivierung
des PI3K/Akt-Signalwegs. In der Regel gehen Ras Proteine durch die Hydrolyse von
GTP in den inaktiven Zustand Uber. Das ERas Protein hat drei substituierte
Aminosauren an Positionen, die fur die GTPase Aktivitat entscheidend sind, und ist
folglich hyperaktiv (Takahashi et al., 2005).

1.5.3. ERas Funktionen

Embryonale Entwicklung

Im Gegensatz zu anderen Ras Proteinen bindet ERas nur die PI3K, nicht aber Raf-1
oder RalGDS (Ral guanine nucleotide dissociation stimulator). Bis vor kurzem wurde
ERas in Stammzellen nur eine Funktion in Proliferation und Teratombildung
zugeschrieben (Takahashi et al., 2005). Yu et al. (2013) zeigten aber, dass die
Uberexpression von ERas und Akt sowohl die Expression der
Reprogrammierungsfaktoren Oct-4, Sox-2, Klf4, c-Myc, als auch die Bildung von
induzierten Stammzellkolonien aus murinen embryonalen Fibroblasten (MEFs) deutlich
potenzieren konnte. Allerdings konnten ERas und Akt die Faktoren Oct4, Sox2 oder

Klf4 zur Generierung von iPSC nicht ersetzen.

Intron

4,33 kbp >
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Abbildung 1. 5: ERas wird auf dem X-Chromosom kodiert. Das Gen besteht aus 2 Exons,
die von einem Intron getrennt werden. Die Gesamtlange des Gens betragt 4332 Basenpaare.
Exon1 hat eine Lange von 139 bp, das Intron eine Lange von 3255 bp, Exon2 hat eine Lange
von 938 bp. Nach Spleiften der Pra-mRNA hat die mRNA nur noch eine Lange von 1077bp.

Ein bedeutendes Zielmolekll des Akt-Signalweges ist FoxO1 (forkhead transcription
factor1). Durch Phosphorylierung dieses Transkriptionsfaktors wird es aus dem Zellkern
entfernt und fuhrt zu einer Enthemmung zellreprogrammierender Signalwege durch
Zunahme der Transkription Zellzyklus- und Apoptose- regulierender Gene (wie Cdkn1a,
Bim1, Ccng2, Ddb1).

In vivo ist ERas im Vergleich zu EpCAM aber nicht notwendig fur die embryonale
Entwicklung des Organismus. ERas defiziente Mause entwickeln sich normal und sind
fruchtbar (Takahashi et al., 2003).

Wie oben erwahnt aktiviert ERas den AKT/PI3K/mTor-Signalweg. mTOR ist wichtig fur
die Proliferation von ES Zellen und die normale Entwicklung von Mausen (Murakami et
al., 2004). Eine weitere Funktion von PI3K ist neben Proliferation und Tumorigenitat die
Selbsterneuerung. Die Kinase GSK3R wird von PI3K gehemmt. GSK3 wiederum kann
einen Serinrest (Ser®'®) von p53 phosphorylieren (Qu & Koromilas, 2004). Lin et al.
(2005) zeigten, dass p53 Nanog herunterregulieren kann und dadurch die
Differenzierung von ES Zellen induziert (T. Lin et al., 2005). Diese Wirkung von p53 ist
aber abhangig vom Phosphorylierungszustand des Ser®'S. Folglich konnte die
Hemmung von GSK3R durch PI3K die Selbsterneuerung von Stammzellen unterstitzen
(Takahashi et al., 2005).

Es gibt auch dafur Hinweise, dass ERas an der frihen Differenzierung von Embryonen,
namlich bereits an der Bildung der dreiblattrigen Keimscheibe beteiligt ist (Z. A. Zhao et
al., 2015). ESC mit einer erhOhten oder verminderten ERas Expression bildeten, unter
dem Lichtmikroskop betrachtet, strukturell normale EBs. Quantitative PCR Analysen
von spezifischen Markern der verschiedenen Keimblatter zeigten eine viel hdhere ERas
Expression in Endoderm und Epiblast als im Mesoderm an Tag 7.5. Durch in-situ-
Hybridisierung konnte gezeigt werden, dass an Tag 7.5 die ERas Expression im
anterioren viszeralen Endoderm und im Epiblasten erhoht ist, wobei innerhalb des
Epiblasten die Expression im Neuroektoderm am hochsten war. Die dynamische
Expression von ERas wird in dieser Phase der Entwicklung wahrscheinlich von B3-
Catenin gesteuert, welches ERas inhibiert. Durch den Knockdown von ERas wurde
vermehrt Mesoderm (Foxf1, FIk1) und Primitivstreifen (T, MixI1) gebildet (Z. A. Zhao et
al., 2015).
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ERas-Funktion in der Rattenleber

Kurzlich berichteten Nakhaei-Rad et al. (2016) von der Rolle des ERas-Proteins in der
Leber von Ratten. Die Expression zeigte sich dabei als besonders hoch in quiescenten
hepatischen Sternzellen. Diese Zellen gelten als mesenchymale Stammzellen der
Leber, die Vitamin A speichern und immunmodulatorische Funktion haben. Damit
einhergehend war eine Aktivierung des Akt-Signalweges sowie des STAT3-, mTOR-
und Hippo-Signalweges und Hemmung von FoxO1 und YAP zu beobachten. Bei
Leberschaden sinkt die ERas Expression durch DNA-Methylierung des Promotors und
die Zellen proliferieren und differenzieren (Nakhaei-Rad et al., 2016).

Bedeutung von ERas im Menschen

Die Bedeutung von ERas im Menschen ist noch unklar (Kameda & Thomson, 2005).
Bisher galt das ERAS Gen im Menschen als Pseudogen. Die Bestimmung der Menge
an ERas messenger RNA (mRNA) mittels quantitativer real-time Polymerase-
Kettenreaktion (QRT-PCR) konnte keine ERas Expression in humanen Stammzellen
(H1 und H9) nachweisen. Nur ein Teil des nicht kodierenden Abschnittes des Gens wird
tatsachlich im Menschen transkribiert. Doch auch dieser Teil wird im Verlauf der
ontogenetischen Entwicklung reprimiert. Da die Expression von ERas in verschiedenen
Saugern wie Mausen, Hunden, Kihen, aber nicht in Schimpansen und Menschen zu
verzeichnen ist, vermuteten Kameda und Thomson (2005), dass die Inaktivierung des
Gens ein relativ kurz zurlckliegendes Ereignis der Saugerentwicklung ist. Daflr
machen sie unter anderem Polyadenylierungssignale im ERAS Gen vom Menschen
verantwortlich, die vor dem kodierenden Exon liegen. Zusatzlich enthalt das
menschliche ERAS Gen Insertionen von Alu-S Retrotransposons, die die Expression
in diesem Locus verandern kdnnen (Kameda & Thomson, 2005).

Tumoren

2009 zeigten Kaizaki et al., dass ERas teilweise in Magentumoren des Menschen
exprimiert wird (Kaizaki et al., 2009). Wenig spater stellte sich heraus, dass die ERas-
Expression in Magentumoren mit Leber- und Lymphknotenmetastasen assoziiert ist
(Kubota et al., 2010). In Bezug auf histologische Differenzierung der Magentumoren
konnte keine Korrelation zur ERas-Expression gefunden werden. Um die Bedeutung
von ERas in Magentumoren weiter zu untersuchen wurden MKN-28- und BGC-823-
Zellen mit ERas siRNAs transfiziert. Das fuhrte zu einer Verminderung der Proliferation,

Klonalitat und Metastasierungsfahigkeit der Tumorzellen (Y. Liu et al., 2013).
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2. Zielsetzung

Um kunftig EpCAM als einen Marker physiologischer (Entwicklung, Regeneration) und
pathologischer Prozesse (Tumorwachstum, Metastasierung) nutzen zu kdnnen, ist es
notwendig mehr Uber dessen Rolle in embryonalen Stammzellen in Erfahrung zu
bringen. In Gefrierschnitten von Mauseembryonen der Entwicklungsstufe E9.5 bleibt
nach Farbung mit EpCAM-Antikorpern das Herz ausgespart. Die dem Herzen
benachbarten Epithelzellen des Verdauungstraktes und des pharyngealen Epithels
weisen hingegen eine starke Expression von EpCAM auf. EpCAM ist also im Epithel
endodermalen Ursprungs vorhanden, welches uber Induktionsprozesse die
Entwicklung des Herzens steuert (Arai et al., 1997; Lewis & Tam, 2006). Die Rolle
EpCAMs in diesem Induktionsprozess ist jedoch noch unbekannt, genauso wie der
Stellenwert EpCAMs bei der frihen Entstehung von Endo-und Mesoderm im Rahmen
der Gastrulation noch unklar ist.
Vorarbeiten aus unserem Labor zeigten bei Uberexpression von EpCAM in ESC eine
verminderte mesodermale und kardiomyozytare Differenzierung, aber verstarkte
endodermale Differenzierung (Sarrach et al., 2018). Bei einem genetischen Knockout
von EpCAM dagegen zeigte sich ein gemischter Effekt auf die kardiomyozytare
Differenzierung. Ein Teil der Zelllinien wurde in der Bildung von Kardiomyozyten
gehemmt, ein Anderer war unbeeinflusst. Da die Uberexpression der Spaltprodukte von
EpCAM keinen Einfluss auf die kardiomyozytare Differenzierung hatte wurde nach
anderen Signalwegen und Interaktionspartnern von EpCAM gesucht. Dabei brachten
massenspektrometrische Untersuchungen das ERas-Protein als Interaktionspartner
von EpCAM hervor. Beide, EpCAM und ERas, setzen den AKT-Signalweg in ESC in
Gang. Eine Uberexpression von ERas oder membranstandigem/aktivem AKT flihrte zu
einer Hemmung der kardiomyozytaren Differenzierung, genauso wie die
Uberexpression EpCAMs (Sarrach et al., 2018).
Ziel der Arbeit war es daher die Funktion von EpCAM und ERas in Stammzellen
genauer zu untersuchen. Zu diesem Zweck sollten

« aus EpCAM-defizienten Zelllinien EpCAM/ERas Doppelknockouts (DKO)

hergestellt werden, mit der Frage, ob der Verlust von ERas zu einer weiteren
Inhibierung der kardiomyozytaren Differenzierung fuhrt.
« die Auswirkung von EpCAM KO bzw. EpCAM/ERas DKO auf die Proliferation

untersucht werden.
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2.Zielsetzung

die Auswirkung von EpCAM KO auf endo- und mesodermale Differenzierung
untersucht werden.

schlieldlich sollte auch die Bedeutung von EpCAM und ERas flr die Struktur von
Embryoid Bodies ermittelt werden.
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3.Material und Methoden

3.1.Material

3.1.1. verwendete Chemikalien

Tabelle 1: verwendete Chemikalien

Artikel

Hersteller

Produktnummer/Bestellnummer/
Katalognummer

Basen
Antikoérperverdiinnungspuffer

Ammoniumpersulfat (APS)
Aqua dest.
-Mercaptoethanol

Bovines Serumalbumin (BSA)
Brij-Losung

Bromphenolblau

CHIR 99021

Corning® Costar® Stripette
Cryomold Intermediate 4566
Cyclopamine
Dimethylsulfoxid (DMSO) EDTA
EGTA

Eosinlésung 0,5%

ESGRO® LIF

FACSFlow

FACSafe

FACSRinse

Fetales Kalberserum (FKS)
bFGF

Gelatine

Glycin

Glycerin

Handschuhe Peha-Soft Latex
3401

Kaisers Glyceringelatine
Kollagenase Typl

Mayer's Himalaun Losung
Natriumdodecylsulfat (SDS)
BPs4Rische Losungsmittel,
Alkohole

Paraformaldehyd

Merck KGaA, Darmstadt

Systeme GmbH & Co. KG,
Hamburg

BioRad, Kalifornien (USA)

Braun, Melsungen

Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen
Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen
Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen
Serva GmbH, Heidelberg
Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen
Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen
Sakura Finetek, Staufen
Selleckchem.com, Miinchen
Karlsruhe

AppliChem GmbH, Darmstadt
Apotheke Klinikum GrolRhadern
Millipore, Schwalbach

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

Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen
Thermo Fisher, Waltham (USA)
Serva GmbH, Heidelberg
Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen
Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen
Hartmann, Heidenheim

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt
Stemcell, Vancouver (CAN)
Millipore, Schwalbach

AppliChem GmbH, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt
Karlsruhe

Apotheke Klinikum GroRhadern

110784, 111615, 101960
HK156-5K

1610700

387875

M3148

A9418

B4184

15375.02

SML1046

CLS4100, CLS4250, CLS4050
SA62534-10, SA62534-15, SA62534
S1146

4720.1

A0878,0100

ESG1107
342003
340345
340346

F7524
PHG0367
22151.02
G8898
G2289
9421615
105175
109242
7902
109249
A2263,0500
492016
5054.1
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PBS Lésung

PBS-Tabletten

Pipetboy® Comfort

Probes Mastermix
Proteinase K
Propidiumiodid

Complete

Puromyzin

Retinsaure

Stempan E14 GMEM
Master

(Temed)

TissueTek® O.C.T Compound
aminomethan

Trypanblau

Trypsin/ EDTA

Tween

Vectamount®
Wasserstoffperoxid (H202)

3.1.2. verwendete Kits

Apotheke Klinikum GroRhadern
Invitrogen, Karlsruhe

Integra Biosciences, Fernwald
Roche, Mannheim

Roche, Mannheim
invivogen, Toulouse France

PAN Biotech GmbH, Aidenbach
Roche, Mannheim

BioRad, Kalifornien (USA)
Sakura Finetek (USA)

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

PAN Biotech GmbH, Aidenbach
Serva GmbH, Heidelberg
Linaris, Bettingen am Main
Merck KGaA, Darmstadt

Tabelle 2: verwendete Kits

Kit

Hersteller

Thermo Fisher, Waltham (USA)
Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen

Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen

18912014
14222-180
4707494001
EO0491
P4864
11836170001
ant-pr-1
R2625
P08-50600
4707516001
1610800
4583
108382
111732
P10-024100
37470.02
H-5000
107209

Produktnummer/Bestellnummer/
Katalognummer

AmaxaTM Mouse ES Cell
NucleofectorTM Kit

BCA Protein assay
DNeasy Mini Kit

NucleoSpin Gel and PCR Clean up

RNeasy Mini Kit
QiaShredder

QuantiTect Reverse Transcription Kit

Lonza Ltd, Basel

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden

3.1.3. verwendete Verbrauchsmaterialien

Tabelle 3: verwendete Verbrauchsmaterialien

Artikel

Hersteller

Pierce, Rockford (USA)

Macherey-Nagel, Diiren

VPH-1001

23225
69504
740609.50
74104
79654
205311

Produktnummer/Bestellnummer/
Katalognummer

Einmalpipetten

FACS-R6hrchen
Kryordéhrchen

Costar, New York (USA)

Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg

CORN4487, CORN448s,
CORN4489

352006

43012
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Objekttrager ,,Super Frost”

Parafilm

Pipettenspitzen

Safe Seal Tips Professional

Reagenzreservoir

Skalpelle
Spritzen
Sterilfilter

Zellkulturflaschen und

Nunc, Wiesbaden

CLS Medizintechnik und
Vertrieb,Krebeck-Renshausen

American National Can, Menasha
(USA)

Starlab, Hamburg

Biozym Scientific GmbH,Hessisch
Oldendorf

Feather/PFM, KoéIn

Feather/ PFM, Koln

Braun, Melsungen

Sarstedt AG & Co., Numbrecht

J1800AMNZ

701611

732008, 732112, 732202, 732206

5$1111-3810, S1111-0816, S1180-
1810, S1180-1840

LCO011, LCOO31

200130010

LPEOS, LPE10

4099206

83.3910.302, 833911.302,

schalen

3.1.4. verwendete Gerate

Tabelle 4: verwendete Gerate

Gerat

83.3912.302

Hersteller

Gel und Western Blot Dokumentation
Branson Sonifier W-250 D
Durchflusszytometer ,,FACS-Calibur”
Einkanalpipette , Transferpette”

Gefrierschrank (-20°C, -80°C)
Glaswaren

Inkubator fir Zellkultur, CO2-begast
Kryostat Modell CM 1900
Kuhlschrank (4°C)

Magnetriihrer mit Heizblock
Microplate Reader ,,MRX"

Mikroliter Pipetten

Mikrowelle

pH-Meter

Schittelinkubatoren 2Certomat
Sicherheitswerkbank HLB 2448 GS
Spektrophotometer ,, GeneQuantPro”
Stickstoff-Kihllagereinrichtung
Thermocycler Comfort
Transfektionssystem , Nucleofector”
Vortex

Waage CP 4202 S

Zentrifuge 5415 R

Zentrifuge Rotanta 46 R

BioRad, Kalifornien (USA)

G. Heinemann Ultraschall- und Labortechnik,
Schwabisch Gmind

Becton Dickinson, Heidelberg

Eppendorf AG, Hamburg

Liebherr, Ochsenhausen

Schott AG, Jena

Heraeus Holding GmbH, Hanau
Leica, Bensheim

Liebherr, Ochsenhausen

Janke & Kunkel, Staufen

Dynatech Laboratories, Bad Nauheim

Gilson Inc., Middleton (USA)

Sharp Electronics GmbH, Hamburg
WTW, Weilheim

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, Géttingen

Eppendorf AG, Hamburg

Sorvall, Bad Homberg
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3.1.5. verwendete Primarantikorper

Tabelle 5: verwendete Primarantikorper

Produktnummer/Bestellnummer/

Antikorper Spezies Hersteller
Katalognummer
Anti-alpha CAA Maus 1gG1 Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen |A7811
Anti-EpCAM Ratte IgG2a Becton Dickinson, Heidelberg 552370
. . Santa Cruz Biotechnology, Dallas
Anti-EpCAM Meerschweinchen sc-25308
(USA)
Santa Cruz Biotechnology, Dall
Anti-ERas Maus IgG1 anta Lruz Biotechnology, batlas sc-393268
(UsSA)
Anti-Vimentin Kaninchen IgG1 Abcam, Cambridge (USA) ab92547
Anti-FoxA2 Kaninchen IgG1 Novus Biologicals, Centennial (USA) | NBP1-30966
Thermo Fisher Scientific, Waltha
Anti-GATA4 Ratte IgG2a ermo Fisher saentitic ™ |14-9980-82

(USA)

3.1.6. verwendete Sekundarantikorper

Tabelle 6: verwendete Sekundarantikorper

Antikorper

Hersteller

Produktnummer/Bestellnummer/
Katalognummer

ABC-Kit Vectastain® Elite® PK6100
Biotinylated Kaninchen Ratte IgG
(H&L)

Biotinylated Pferd-anti- Maus IgG
(H&L)

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

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

Isotyp Kontrolle -Ratte IgG

PO Kaninchen-anti-Meerschweinchen
1gG
PO Kaninchen-anti-Ziege IgG

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

PO Ziege-anti- Maus IgG

Vector Laboratories, Burlingame (USA)

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)

Dako Deutschland GmbH, Hamburg

PK-6100

BA-4001-.5

BA-2000-1.5

BA-1000-1.5
sc-516140
F1-4000-1.5
sc-2026
A5545
P0449
AB_2313567

P0447
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3.1.7. verwendete Primer

Tabelle 7: verwendete Primer

Primer Sequenz (5" —> 3) Hersteller
FW aCAA CTGGATTCTGGCGATGGTGTA

BW aCAA CGGACAATTTCACGTTCAGCA

FW Afp CTTCCCTCATCCTCCTGCTAC

BW Afp ACAAACTGGGTAAAGGTGATGG

FW Brachyury GCTTCAAGGAGCTAACTAACGAG

BW Brachyury CCAGCAAGAAAGAGTACATGGC

FW Eomes GCGCATGTTTCCTTTCTTGAG

BW Eomes GGTCGGCCAGAACCACTTC

BW EpCAM CTAGGCATTAAGCTCTCTGTGGATCTCACC
FW EpCAM CAGTGTACTTCCTATGGTACACAGAATACT
FW ERas TGCCTACAAAGTCTAGCATCTTG

BW ERas CTTTTACCAACACCACTTGCAC

FW FoxA2 CCCTACGCCAACATGAACTCG

BW FoxA2 GTTCTGCCGGTAGAAAGGGA

FW GATA4 CCCTACCCAGCCTACATGG

BW GATA4 ACATATCGAGATTGGGGTGTCT Metabion International
FW_Gusb CAACCTCTGGTGGCCTTACC AD (Planegg)
BW_Gusb GGGTGTAGTAGTCAGTCACAGAC

FW Nanog TCTTCCTGGTCCCCACAGTTT

BW Nanog GCAAGAATAGTTCTCGGGATGAA

FW NCAM ACCACCGTCACCACTAACTCT

BW NCAM TGGGGCAATACTGGAGGTCA

FW Oct3/4 ATCGGACCAGGCTCAGAGGTATTG

BW Oct3/4 GTTCTCATTGTTGTCGGCTTCC

FW Pax6 ACGTATCCAACGGTTGTGTGA

BW Pax6 GGAGCCAGTCTCGTAATACCT

FW Sox2 GACAGCTACGCGCACATGA

BW Sox2 GGTGCATCGGTTGCATCTG

FW Sox17 GATGCGGGATACGCCAGTG

BW Sox17 CCACCACCTCGCCTTTCAC

FWVimentin ACCGGAGCTATGTGACCACG

BW Vimentin CAAGGATTCCACTTTCCGTTCA
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3.1.8. verwendete Plasmide

Tabelle 8: verwendete Plasmide

Artikel

target site

Hersteller

ERas CRISPR-Cas-9 Plasmid1l
ERas CRISPR-Cas-9 Plasmid2
mCHerry pCAG

YFP pCAG

GAGGAAAGTCACGAGGCTTGGG
GTAGGAATCTTGGATAGTGGGG

3.1.9. verwendete Zelllinien

Tabelle 9: verwendete Zelllinien

Sigma Aldrich, Miinchen
Sigma Aldrich, Miinchen
M.Hachmeister
M.Hachmeister

Zelllinie Beschreibung

E14TG2afla Wildtyp von Dr. Markus Conrad zur Verfligung gestellt

4T1 Wildtyp von Dr. Sebastian Kobold zur Verfligung gestellt
4T1-CTC Wildtyp CTC aus dem Blut von 4T1 injizierten Balb/c Mausen
E14TG2 -YFP Transfiziert mit Vektor 141pCAG-YFP

E14TG2 -mCherry

Transfiziert mit Vektor 141pCAG-mCherry

3.1.10. verwendete Dienstleistungen

Tabelle 10: verwendete Dienstleistungen

Dienstleistung

I Dienstleister

DNA-Sequenzierung

| GATC, KoIn
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3.2.Methoden
3.2.1. Zellkultur

Embryonale Stammzellen der Linie E14TG2a wurden in einer Sicherheitswerkbank
passagiert. Fur die Zellkultur wurden sterile Pipettenspitzen, Gefalle und Losungen
verwendet. Die Kultivierung der Zellen erfolgte in einem Inkubator bei einer Temperatur
von 37°C, 5% CO2 Gehalt und 95% Luftfeuchtigkeit.

Auf die gleiche Weise wurden die murine Mamma-Karzinomlinie 4T1 und die
4T1CTC#1 Linie kultiviert.

3.2.2. Einfrieren und Auftauen von Zellen

Um adharente E14TG2a, 4T1 und 4T1-CTC#1 Zellen aus der Kulturflasche zu ernten,
wurden diese zuerst mit Kalzium- und Magnesium-freiem PBS gewaschen.
AnschlieRend wurde der Monolayer aus Zellen mit 0,5% Trypsin uberschichtet, um
adharente Zellen von der Zellkulturschale zu I6sen. Das Ablosen der Zellen von der
Zellkulturschale und voneinander wurde mikroskopisch kontrolliert und die Zellen
anschlieend fur 5 min bei 300g durch Zentrifugation pelletiert. Im Anschluss wurden
die Zellen in 1 ml kaltem Einfriermedium gelost (Gemisch aus 0,1 ml DMSO und 0,9 ml
—LIF-Medium), in Kryogefal3e Uberfuhrt und langsam bei einer Umgebungstemperatur
von -80°C eingefroren. Zur langeren Lagerung wurden die Gefalke in flissigem
Stickstoff gelagert. Aufgetaut wurden die Zellen im Wasserbad bei 37°C. Durch
sofortige Zugabe des funffachen Volumens Kulturmedium wurde das im Einfriermedium
enthaltene DMSO (Dimethylsulfoxid) verdinnt. Die Suspension wurde dann
zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Zellpellet in frischem Medium
aufgenommen. Nach 12h Inkubation wurden tote Zellen durch Erneuerung des

Mediums entfernt.
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3.2.3. Kultivierung muriner embryonaler Stammzellen

Tabelle 11: Stammlosungen fur die Zellkultur

Bezeichnung Zusammensetzung

FKS

L-Glutamin

2,75g/1 NaHCO3

60000 U/ml| ESGRO® LIF
8,0 g NaCl

0,2g KCl

1,15 g Na2HPO4

0,2 g KH2HPO4 in 11 H20

Stempan E14 GMEM

PBS

Um E14TG2a Zellen in einem pluripotenten Zustand zu erhalten, wurde das Medium
mit LIF/leukemia inhibitory factor, einem Zytokin der IL-6 Familie (Nicola & Babon,
2015), versetzt. LIF bindet an den LIF-Rezeptor auf Stammzellen, was zur Aktivierung
der JAK/Stat und MAPK Kaskade fuhrt. /n vivo wird LIF von den Zellen des
Trophoektoderms gebildet und bindet an den LIF-Rezeptor auf den Zellen des
Embryoblasten.

Wenn eine 70-80%ige Konfluenz der Zellen erreicht war, wurden die Zellen mit
Phosphatpuffer gewaschen (PBS) und anschlieRend mit 0,5% Trypsinlosung inkubiert
(5 min bei 37°C). Die Aktivitdt des Enzyms Trypsin wurde mit FKS (fetales
Kalberserum)-haltigem Medium gestoppt. Nach Zentrifugation (5 min, 300 g) wurden
die Zellen in Kulturmedium resuspendiert und in neue Zellkulturflaschen ausgesat.

3.2.4. Bestimmung der Zellzahl

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte mikroskopisch mithilfe einer Fuchs-Rosenthal-
Kammer. Zur Gewinnung der Zellen wurden diese nach Trypsineinwirkung geerntet und
20 pl der Zellsuspension in einer separaten Kammer mit Trypanblau im Verhaltnis 1:1
gemischt. Trypanblau kann nicht von Zellen mit intakter Membran aufgenommen
werden, weshalb sich nur tote/apoptotische Zellen blau anfarben. Die Zellzahl wurde
nach folgender Formel berechnet: Zellzahl/uyl = ausgezahlte Zellen in 5

Gruppenquadraten / (5 x 0,2mm?3Kammervolumen)
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3.2.5. Hanging Drops zur Generierung von Embryoid Bodies

Die verwendete Methode wurde von Wang und Yang (2008) beschrieben und dient der
Generierung dreidimensionaler Zellaggregate (Embryoid Bodies; EBs), die die frihe
embryonale Entwicklung nachahmen (X. Wang & Yang, 2008) .Dazu wurden Zellen
geerntet und danach mit Differenzierungsmedium in Einzelzellsuspension gebracht.
Ohne Zugabe von LIF differenzieren ES spontan und bilden dreidimensionale
mehrzellige Aggregate. Nach Anfarbung mit Trypanblau und Zellzahlung mit der Fuchs-
Rosenthal-Kammer wurde durch Verdiinnung eine Konzentration von 500 Zellen pro 20
Ml hergestellt. Auf den Deckel einer Zellkulturschale wurden mit einer Multikanalpipette
Zellkultur-Tropfen mit einem Volumen von 20 pl pipettiert. Dann wurde der Deckel
vorsichtig gedreht, sodass die Tropfen Uber dem mit PBS benetzten Boden der
Zellkulturschale hingen. Drei Tage lang wurden die Zellen bei 37°C inkubiert, um dann
in Lultra-low Attachement® Multiwellplatten in frisches Differenzierungsmedium
transferiert zu werden. Dort wurden sie fur mindestens 96 h inkubiert. Je nach
Experiment wurden die so gebildeten EBs entweder in den Platten belassen oder in
Gelatine-beschichtete Multiwellplatten Ubertragen, um an Tag 10 der Differenzierung
die Zahl kontrahierender EBs, als Mal} fur die Bildung von Kardiomyozyten, zu

quantifizieren.

3.2.6. Herstellung von Tumorspharoiden

Zur Herstellung von Tumorspharoiden wurden 4T1 Zellen und 4T1-CTC#1 Zellen
trypsiniert und geerntet. Nach Zellzahlung in einer Fuchs-Rosenthal-Kammer, wurde
die gewunschte Zellzahl zentrifugiert und in DMEM mit 10 % FCS resuspendiert. Vor
Beginn der Trypsinierung wurden flache 96well plates mit 100pl 1%-iger Agarose
beschichtet. 100 pl Zellsuspension wurden anschlieRend mit der Multikanalpipette in
jedes well pipettiert (Ertongur et al., 2004). Die verwendete Zellkonzentration variierte
je nach Verwendungszweck zwischen 500 und 25.000 Zellen/well. Tumorspharoide, die
fur die Immunohistochemie (IHC) hergestellt wurden, wurden mit der Hanging Drop

Methode generiert.
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Schwerkraft und E-Cadherin vermittelte Zelladh&sion

> Zeit

Abbildung 3. 1: Hanging drop (HD) Methode: Innerhalb von drei Tagen bilden embryonale
Stammzellen ein dichtes Zellaggregat und durchlaufen die frihembryonalen Phasen, die in der
Embryogenese der Maus der Praimplantationsphase entsprechen.

3.2.7. Zweidimensionale mesodermale Differenzierung

Zur forcierten mesodermalen Differenzierung in zweidimensionaler Zellkultur wurde
ein an Kanke et al. (2014) orientiertes Protokoll verwendet . Zur Vorbereitung wurden
200.000 E14TG2a Zellen unter +LIF-Bedingungen ausplattiert. Am Folgetag (Tag 0)
des Experiments wurde das +LIF-Medium entfernt, die Zellen mit PBS gewaschen
und die Zellen anschlie®end mit -LIF-Medium bedeckt, das CHIR 99021 in der
Konzentration 30uM und Cyclopamine in der Konzentration 5uM enthielt. Nach 5

Tagen wurden die Zellen geerntet und deren RNA extrahiert.

3.2.8. Zweidimensionale endodermale Differenzierung

Durch Zugabe von all-trans Retinsaure und bFGF (basic fibroblast growth factor)
konnen ESC zu endodermalen Zellen differenziert werden. Es wurde ein an Kim et al.
(2010) angelehntes Protokoll verwendet (Kim et al., 2010).

Zur forcierten endodermalen Differenzierung wurden ESC unter +LIF-Bedingungen
kultiviert. Wenn eine 70-80% Konfluenz der Zellen erreicht war, wurden sie nach oben
beschriebenem Vorgehen mit Trypsin geerntet. Nach Zellzahlung wurden 200.000 ES
Zellen in einem Nahrmedium ohne LIF, mit 107 M all-trans-Retinsaure und 25ng/ml
bFGF ausplattiert. Nach 3 Tagen wurde das Medium erneuert, wobei nur bFGF in
einer Konzentration von 25ng/ml hinzugefugt wurde. Zur Untersuchung der

Genexpression wurden Zellen an Tag0, 5 und 12 des Experiments geerntet.
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3.2.9. Fixierung fur Elektronenmikroskopie

EBs zur weiteren Analyse mittels Elektronenmikroskopie wurden an Tag 5 isoliert. Die
Fixierung erfolgte in einer Losung mit 2,5 % Glutaraldehyd und 2 % Paraformaldehyd.
Als Puffer wurde 0,15 M Natriumkakodylat bei pH 7,4 verwendet. In dieser
Fixationslosung verblieben die Praparate fur den Transport nach San Diego (USA), wo

die Elektronenemikroskopie erfolgte.

3.2.10. Transfektion von Stammzellen durch Nukleofektion

Im Allgemeinen stehen zur Transfektion chemische, biologische und physikalische
Verfahren zur Auswahl. Ein physikalisches Verfahren ist die Elektroporation.

Ein Vorteil der Elektroporation ist, dass keine moglicherweise toxischen Substanzen
verwendet werden. Daher ist diese Methode fur eine Vielzahl von Zelltypen geeignet
(Neumann, Schaefer-Ridder, Wang, & Hofschneider, 1982). Fur die Transfektion
wurden E14TG2a Zellen mit niedriger Passagenzahl verwendet. Die Zellen wurden
geerntet, gezahlt und die bendtigte Zahl (2-5x108) zentrifugiert. Die
Nukleofektionslosung wurde auf Raumtemperatur vorgewarmt.

FUr jede einzelne Transfektion wurden die Zellen in 100 pl Nukleofektionsldsung
resuspendiert (Amaxa Cell Line Nucleofector Kit).

AnschlieRend wurden 2 ug Plasmid DNA und zur Positivkontrolle Expressionsplasmid
fur das grune Fluorescenzprotein GFP hinzugefugt. Die Suspension wurde
anschlieBend in Amaxa Kuvetten Ubertragen, die in der Seitenwand Elektroden
besitzen. Dadurch wurde im Elektroporator (Amaxa Nucleofector) eine kurze Spannung
angelegt. Diese fuhrt Uber eine Konformationsanderung von Membranproteinen zur
Porenbildung in der Zellmembran (Neumann et al., 1982) und erlaubt somit ein
Eindringen der DNA in den Zellkern. Anschlie3end wurden die transfizierten Zellen mit
Nahrmedium resuspendiert.

Die erfolgte Transfektion konnte anschlieRend uber die Expression von GFP in der
Durchflusszytometrie Uberpruft werden.

3.2.11.Untersuchung der Oberflachenproteine in der Durchflusszytometrie
Tabelle12: Puffer und Farbeldsung

Bezeichnung Zusammensetzung
FACS-Puffer PBS mit 5% FKS
PBS mit 5% FKS
1ug/ml Propidiumiodid

Propidiumiodid (PI)-Farbeldsung
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Die Durchflusszytometrie (fluorescence-activated cell sorting; FACS) zur Analyse von
Proteinexpressionen beruht auf der Emission von optischen Signalen von Zellen, wenn
diese einen Laserstrahl passieren (1968 erfunden von Dittrich und Gohde). Durch
Anfarbung von Oberflachenproteinen mit Fluoreszin-markierten Antikérpern konnen
bestimmte Zelltypen bei passieren eines Laserstrahls detektiert werden und quantitative
Aussagen uber verschiedene Zellpopulationen gemacht werden. Vor Beginn der
Durchflusszytometrie wurden die gewunschten Zellen gezahlt, in PBS gewaschen und
aliquotiert, so dass etwa 300.000-500.000 Zellen pro Probe vorlagen. Die Inkubation
mit dem Antigen-spezifischen EpCAM-Primarantikorper (1:50 in 50 uyl FACS-Puffer)
erfolgte fur 15 min bei Raumtemperatur. Nach erneuter Zentrifugation und Verwerfen
des Uberstandes wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen und jeweils
zentrifugiert. AnschlieBend erfolgte die Inkubation mit dem mit FITC (Fluorescin
Isothiocyanat) - konjugierten Sekundarantikorper (1:50 in 50 pl FACS-Puffer) far 15 min
bei Raumtemperatur. Der Sekundarantikorper bindet an den Fc-Teil des
Primarantikorpers. Nach erneutem dreimaligem Waschen mit PBS wurden die Zellen
mit Propidiumiodid inkubiert (50 ul Pl in 500pl FACS-Puffer), um die Zellviabilitat zu
bestimmen. Pl kann nur die Membran zugrunde gegangener Zellen Uberwinden und
interkaliert in deren DNA. Zum Nachweis unspezifischer Bindungen des
Sekundarantikorpers wurden Zellen ohne vorherige Inkubation mit dem
Primarantikorper direkt mit dem Sekundarantikorper inkubiert. Die Auswertung der
Proben erfolgte mit dem ,Cell Quest™*“ Programm, das neben der Fluoreszenz auch
Aussagen uber Granularitat (SSC=Side Scatter) und Volumen der Zellen
(FSC=Forward Scatter) ermoglicht.

3.2.12. CRSIPR-Cas9

CRISPR (clustered regularly interspaced short palindromic repeats) sind 23-47bp
lange, palindromische, wiederkehrende Sequenzen, die von Spacern mit 21-72bp
Lange getrennt werden und Teil des Abwehrsystems von Bakterien und Archaa gegen
fremde DNA sind (Jinek et al., 2012). Durch Transkription entsteht zunachst eine
precursor cr (CRISPR)RNA und durch Spaltung die crRNA. crRNA-repeat Sequenzen
bilden durch Selbsthybridisierung eine Sekundarstruktur, binden eine tracrRNA (trans-
acting CRISPR RNA) und dann die Cas9 Endonuklease. Die crRNA-spacer Sequenz
sind komplementar zur Ziel-DNA Sequenz im Genom und fungieren als Lotse fur die
Endonuklease. Alternativ gibt es auch single guide RNAs, die diese Funktionen
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verbinden, indem sie teilweise selbsthybridisierend sind und zur Ziel-DNA
komplementare Sequenzen enthalten (Karvelis et al., 2013). Damit die fremde DNA
geschnitten werden kann, muss eine dreibasige (NGG) PAM (protospacer adjacent
motiv) -Sequenz neben der Zielsequenz liegen (Sternberg, Redding, Jinek, Greene, &
Doudna, 2014). Durch die Cas9 Endonuklease werden Doppelstrangbriche induziert,
die durch homologe oder nicht homologe Mechanismen repariert werden (Pardo,
Gomez-Gonzalez, & Aguilera, 2009).

Durch die CRSIPR/Cas9-Methode ist es moglich gezielt DNA-Mutationen hervorzurufen
(Jinek et al., 2012).

Dazu wurden nach der oben beschriebenen Transfektionsmethode embryonale
Stammzellen mit Plasmiden (Sigma-Aldrich) transfiziert. Diese Plasmide enthalten
neben den Gen-spezifischen CRISPR Sequenzen, die Cas9 Endonuklease mit den
Proteindomanen HNH (Homing-Endonuclease mit der typischen Aminosauresequenz
HNH und RuvC (eine Endonukleasedomane, die in E.coli an DNA Reparatur beteiligt
ist). Die Nuklease HNH schneidet den an der sgRNA gebundenen DNA-Strang, die
RuvC schneidet den gegenuberliegenden Strang (Jinek et al., 2014). Neben Cas9
befindet sich zwischen 2 Sequenzen fur das Restriktionsenzym Hpal die 2A-GFP-
Sequenz. Durch die gleichzeitige Expression von GFP konnen mit dem Plasmid
erfolgreich transfizierte Zellen im FACS detektiert werden. Zum Knockout des ERas
Gens wurden zwei verschiedene guide RNAs gegen das Exon 2 von ERas verwendet
(siehe Abbildung 3.2.).
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Abbildung 3.2: Das verwendete CRISPR-Cas9 Plasmid von SigmaAldrich GmbH
Die Target sites hatten folgende Sequenzen in 5°-3"Orientierung:

GAGGAAAGTCACGAGGCTTGGG und GTAGGAATCTTGGATAGTGGGG.
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(http://www.sigmaaldrich.com/technical-documents/articles/biology/tips-for-cell-engineering-

crispr-cas9.html)

3.2.13. CFSE-Farbung

Carboxyfluorescin Diacetat Succimidylester ist aufgrund der Diacetatgruppen ein
hydrophobes Molekul, welches passiv die Plasmamembran von Zellen passieren kann.
In der Zelle werden die Diacetat-Gruppen von Esterasen abgespalten und
Carboxyfluorescin kann Uber Succimidylester an quartare Aminogruppen intrazellularer
Proteine binden. Ohne die Diacetat-Gruppen ist der Farbstoff in der Zelle gefangen und
fluoresziert. Da er theoretisch homogen im Zytoplasma verteilt ist, enthalten die
Tochterzellen nach jeder Zellteilung die Halfte des in der Mutterzelle gespeicherten
Farbstoffes. Anhand des Fluorescenzverlustes ist es moglich die Proliferation von
Zellen zu verfolgen (Parish, 1999; Weston & Parish, 1990). Um die richtige
Farbstoffkonzentration zu ermitteln wurde eine Verdunnungsreihe vorbereitet mit 0,5,
1, 2, 3 und 4 pyM CFSE. SchlieBlich wurde eine 3 yuM Konzentration fur die
Proliferationsexperimente verwendet. Nach Ernte der Zellen und Trypanblau-Farbung
wurden nur vitale Zellen mit der Neubauer Zahlkammer gezahlt und auf 1 x 108 Zellen
pro Zelllinie verdunnt. Dann wurden die Zellen in PBS mit 0,1 % FCS und 3 uM CFSE
inkubiert. Nach ,Abloschen“ des CFSE durch eiskaltes serumfreies Medium und
mehreren Waschschritten mit PBS, wurden die Zellen in 6-Well Platten gesat. Die
Kontrollgruppe wurde der gleichen Behandlung unterzogen, nur ohne Farbung mit
CFSE. Nach Vorbereitung der Zellen wurden diese zu 30.000 pro Well ausplattiert und
taglich gemessen. Am ersten Tag der Messung wurden die Einstellungen festgelegt,
die fur alle Messungen eines Versuchs beibehalten wurden.

36



3.Material und Methoden

3.2.14. Western Blot
Tabelle 13: Reagenzien fiir Western Blot

Name Zusammensetzung
1% Triton X100 in 50mI PBS

Lysepuffer Roche Protease inhibitor
140 mM Tris pH6,8
4% SDS

Laemmlipuffer 30% Glycerin

16% R-mercaptoethanol
0,1% Bromophenolblau
13,3ml 30% Acrylamid
16,6ml 2M Tris pH 6,8
0,663ml 0,5M EDTA
69,44ml bidestilliertes H20
50ml 30% Acrylamid
16,6ml 2M Tris pH 8,9
0,663ml 0,5M EDTA
32,74ml bidestilliertes H20
250mM Tris
Laufpuffer 2M Glycin
1%SDS
250 mM Tris,
1,26M Glycerin in bidestilliertem H20
8 Tabletten PBS
Waschpuffer 4ml Tween-20
in 41 bidestilliertem H20
LAsung fur Primarantikorper 3% BSA in Waschpuffer
LOsung fur Sekundarantikorper 5% Milchpulver in Waschpuffer

4% Sammelgel

15% Trenngel

Blotting-Puffer

Nach Ernte der Zellen wurde durch Zentrifugation ein Zellpellet aus 5-6x108 Zellen
hergestellt (s.o0.), das anschlielend in 30-50ul Lysepuffer resuspendiert wurde. Auf
einem Rotor wurde das Gemisch bei 4°C fur 10min inkubiert. Nach erneutem
Zentrifugieren (16,1 rcf, 10 min, 4°C) wurde der Uberstand in ein neues Eppendorfgefan
Ubertragen und auf Eis gelagert. Die Konzentration der im Uberstand befindlichen
Proteine wurde mit dem BCA (Bicinchoninsaure) — Test gemessen. Hierbei bilden die
Proteine in alkalischer Losung Komplexe mit Kupferionen (Biuret-Reaktion). Die
Kupfer(2+)-lonen werden zu Kupfer(+)lonen reduziert und bilden mit Bicinchoninsaure
einen violetten Farbkomplex. Bei einer Wellenlange von 562 nm kann die Absorption
der violetten Losung gemessen werden. Dadurch kann man auf die
Proteinkonzentration schlieBen. Durch entsprechende Verdinnungen mit PBS wurde

eine Proteinkonzentration von 1 ug/pl erreicht. Schlielich wurde zur Denaturierung der
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Proteine das Proteinlysat-PBS-Gemisch (enthielt zwischen 20 und 30ug Protein) mit
Lammli-Puffer im 1:1 Verhaltnis versetzt und diese bei 95°C fur 5 min inkubiert. Das
anionische Detergens SDS (Natriumdodecylsulfat) bindet an die Proteine. Da sich die
negativen Ladungen abstof3en, kommt es zu einer Entfaltung der Proteine und zu einer
negativen Ladung aller Proteine, sodass sie spater bevorzugt nach ihrer Grole
aufgetrennt werden. Langere Proteine wandern langsamer durch das Gel als Kirzere.
Durch Erhitzen der Proteine auf 95°C werden auch Sekundar-und Tertiarstruktur
aufgelost.

Vor dem Blotten wurde das Proteingemisch mittels Gelelektrophorese aufgetrennt. Fur
das Trenngel gilt, dass mit zunehmender Grol3e der aufzutrennenden Proteine, die
Konzentration des Gels abnehmen sollte. Da EpCAM ein Molekulargewicht von ca. 34,5
kDa hat, wurde ein Gel mit einer Acrylamidkonzentration von 12-15% hergestellt. Nach
Polymerisation des Trenngels wurde das Sammelgel aufgetragen (siehe Tabelle 13).
Zur Polymerisation der Gele wurden der Radikalstarter APS (Ammoniumpersulfat, 10
ul 10 % APS fur 10 ml Gel), dann der Katalysator TEMED (Tetramethylethylendiamin,
5 yl fur 10 ml Gel) hinzugegeben. Zu Beginn der Polymerisation des Sammelgels wird
ein Kamm zur Bildung von Geltaschen eingesetzt. In diese Taschen werden die Proben
aufgeladen. Nach Vorbereitung der Kammer wurden die Proben in separate Taschen
des Sammelgels aufgeladen. Die ersten 15 min wurde eine Spannung von 180 V und
eine Stromstarke von 15 mA gewahlt, damit sich die Proben in den Taschen sammelin.
Dann wurde die Stromstarke auf 30 mA erhoht, so dass die Proben je nach
Molekulgrofde ca. 2 h zum Durchlaufen des Trenngels bendtigen. Wenn die Proteine
das Ende des Gels erreicht haben, werden sie auf eine PVDF-Membran Ubertragen
(Blotting), die in Methanol aktiviert wurde. Dazu wurde eine zur Membran senkrechte
Spannung angelegt (100 V, 500 mA, 50 min), so dass die negativ geladenen Proteine
in Richtung der Anode wandern. Durch Blockpuffer (5% Milchpulver in Waschpuffer)
wurde die Membran blockiert (30min, RT). Dadurch konnten keine weiteren Proteine an
der Membran binden und die Antikorperfarbung verfalschen. Nach Inkubation mit dem
Erstantikorper (Verdinnung 1:1000-5000, 1 h bei RT oder uber Nacht bei 4°C) und
dreimaligem Waschen in Waschpuffer fur jeweils 10 min erfolgte die Inkubation mit dem
Zweitantikorper (Verdunnung 1:1000-5000, 1 h bei RT). Der Zweitantikorper ist mit
Merretichperoxidase verknupft. Das ermoglicht die Sichtbarmachung durch
Chemilumineszenz. Durch Zugabe von Luminolreagenz und Peroxidaselésung wurde

das Luminol in Anwesenheit der Peroxidase oxidiert. Nach benetzen mit ECL-Reagenz
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konnte die Membran im Chemidoc XRS+ Imaging System (BioRad) ausgewertet
werden (Renart, Reiser, & Stark, 1979).

3.2.15.Immunhistochemie

In dieser Arbeit wurde die Immunhistochemie zur Identifizierung bestimmter Zelltypen
innerhalb von EBs durch die Anfarbungen Zelltyp-spezifischer Antigene verwendet.
EBs wurden wie oben beschrieben hergestellt, in Cryomolds® ubertragen und mit
Tissue-Tek® bedeckt. AnschlieRend wurden die Cryomolds® in flissigem Stickstoff
schockgefroren. In einem Kryostat wurden 5 pm dicke Schnitte angefertigt.
Anschlielliend wurden die Schnitte aufgetaut und nach Inkubation fur 10min in Aceton
luftgetrocknet. Aceton fuhrt ahnlich wie die Lufttrocknung zu einer Stabilisierung des
Gewebes, weil es das Wasser entzieht, was zu einer Denaturierung der Proteine fuhrt.
Das Gewebe haftet dann auRerdem an der Glasunterlage.

Daraufhin wurden die Praparate zwei Waschschritten in PBS fur 5 min unterzogen, um
sie dann fur 25 min in Normalserum (1:20-1:200 in PBS) zu inkubieren. Normalserum
ist Nicht-Immunserum, das aus dem Blut derjenigen Spezies gewonnen wurde, in dem
auch der Sekundarantikorper produziert wurde. Dadurch wurde eine unspezifische
Bindung Antigen-spezifischer Primarantikorper verhindert. Die Inkubation der
Primarantikorper erfolgte entweder Uber Nacht bei 4°C oder eine Stunde bei
Raumtemperatur in einer fur jeden Antikorper ausgetesteten Verdunnung (1:50-
1:1000). Die Negativkontrolle wurde nicht mit Primarantikdrper, sondern nur mit PBS
behandelt. Als Zweitantikorper (fur 1-2 Stunden) wurde ein biotinylierter
Bruckenantikorper (Inkubation fir 1 Stunde bei Raumtemperatur (RT)) verwendet.
Dabei handelt es sich um einen biotinmarkierten Sekundarantikdrper, an dessen
Biotinteil das Avidin (im Huhnereiweiss enthalten) binden kann. Davor und danach
wurden die Objekttrager jeweils erst mit reinem PBS, dann mit einer 50%-igen Brij-
Losung (in PBS) gewaschen. AnschlieRend wurden die Praparate in der Avidin-Biotin-
PO-Komplex Losung erneut fir 30 min bei RT inkubiert. Als Substrat fur die Reaktion
wurde das Chromogen 3-Amino-9-Ethylcarbazol eingesetzt. Die Kerne wurden mit
Mayer’s Hamalaun Losung angefarbt. Abschlieend wurden die angefarbten Schnitte
mit Kaisers Glyceringelatine bedeckt und eingedeckelt.

3.2.16.Semi-quantitative Auswertung immunhistochemischer Farbungen
Zur Auswertung von immunhistochemischen Farbungen wurde der semiquantitative

Quick Score (Q) eingesetzt. Dazu wurde die Anzahl der gefarbten Zellen in Prozent (P)
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mit der Intensitat der Farbung (l) multipliziert. Q = P x I. | kann die Werte 0 (keine
Expression), 1 (schwache Farbung), 2 (moderate) oder 3 (starke Farbung) annehmen,
P einen Wert zwischen 0 und 100%. Ein Vorteil dieser Methode ist, dass das gesamte
Praparat beurteilt wird (Detre, Saclani Jotti, & Dowsett, 1995). Der Quick Score Q nimmt
Werte lineare Werte zwischen 0 und 300 an.

3.2.17.Praparation genomischer DNA

Zur Extraktion genomischer DNA wurde das DNeasy Blood & Tissue Kit von QIAGEN
verwendet. Als Anleitung wurde das entsprechende Handbuch (DNeasy Blood & Tissue
Handbook) verwendet. 10° Zellen wurden mit PBS gewaschen, durch Zentrifugation (5
min, 300 g) pelletiert. Das Zellpellet wurde mit 200ul PBS resuspendiert und dann 20l
der Serinprotease Proteinase K (40mAU/mg Protein) hinzugefugt, die zur Freisetzung
der DNA fuhrt. Zur Spaltung von in der Probe enthaltener RNA wurden 4pl der RNase
A hinzugefigt und nach Durchmischung auf einem Vortex fur 2 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Anschliel3end wurde mit 200pl des
guanidinhydrochloridhaltigen AL-Puffers resuspendiert und 10 min bei 56°C inkubiert.
Um die DNA zu prazipitieren wurden 200ul Ethanol hinzugegeben und die Losung auf
dem Vortex durchmischt. Alle folgenden Schritte wurden auf Eis durchgefuhrt. Die
Suspension wurde auf eine lonenaustauschersaule (DNeasy Mini spin column)
aufgetragen und die DNA in mehreren Schritten aus der Losung separiert. Die DNA
bleibt aufgrund des negativ geladenen Ruckgrates an dem Filter gebunden. Im letzten
Schritt wird durch den Elutionspuffer (AE Puffer) die DNA aus der Saule gewaschen.
Tabelle 14: Puffer und Zentrifugationsschritte zur DNA-Extraktion

Puffer Drehzahl Dauer

200ul AL Puffer 8000 1min
500 pl AW1 Puffer 8000 Imin
500ul AW?2 Puffer 14000 3min
200ul AE Puffer 8000 1min

3.2.18.RNA-Isolierung

Zur RNA-Extraktion wurde das ,RNeasy Mini Kit“ von Qiagen verwendet sowie das
entsprechende Handbuch (RNeasy Mini Handbook, Qiagen).

108 Zellen wurden mit PBS gewaschen und pelletiert. R-Mercaptoethanol wurde im
Verhaltnis 1:100 zum RLT Puffer hinzugegeben. Das Zellpellt wurde mit 600ul des

Puffers resuspendiert bis sich ein homogenes Gemisch ergibt. Nach Lysierung der
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Zellen wurden die RNAsen durch R-Mercaptoethanol deaktiviert. Die Nukleinsauren
wurden mit Ethanol gefallt. Daraufhin wurde die Suspension auf eine Saule des
,RNeasy Mini Kit* von Qiagen aufgeladen, in der die RNA gebunden wurde. Nach
mehreren Waschschritten wurde die RNA mit zweimal 500ul Elutionspuffer (RPE
Puffer) herausgelost.

Tabelle 15: Puffer und Zentrifugationsschritte zur RNA-Extraktion

Puffer Drehzahl Dauer

600 pl RLT Puffer 13000 2min
600ul Ethanol 13000 15sec
700ul RW1 Puffer 13000 15sec
500ul RPE Puffer 13000 15sec
500ul RPE Puffer 12000 2min
kein 13000 1min
RNAse freies H20 13000 1min

3.2.19.Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Bei 260 nm konnte im Spektrophotometer (Gene Quant Pro) die Konzentration von
Nukleinsauren bestimmt werden. Da Proteine bei 280 nm absorbieren gibt der Quotient
der Absorption bei 260 nm/280 nm eine Aussage Uber die Reinheit der Nukleinsaure.
Eine DNA-L6sung wurde bei einem Quotienten von 1,8 als ,rein®, eine RNA-LOsung bei
2,0 als ,rein“ betrachtet.

3.2.20. Reverse Transkription von mRNA

Nach Isolierung der RNA und Eliminierung genomischer DNA konnte durch Zugabe
eines Primer-Mixes, Puffer und Reverser Transkriptase aus dem Kit ,QuantiTect
Reverse Transcription® (invitrogen), die mRNA bei 42°C in cDNA umgeschrieben
werden. Standardmafig wurde 1 pg mRNA zur Konversion eingesetzt. Nach 30

Minuten wurde die Reverse Transkriptase bei 95°C fur 3 min inaktiviert.

3.2.21. PCR, Polymerase Ketten Reaktion

Zur Vorbereitung der PCR Reaktion werden Puffer, dNTPs, passende Oligonukleotid-
Primer, DNA-Template und thermostabile Polymerase bendtigt. Zur Amplifikation des
gewunschten Gens wurde das Gerat LIFE ECO® (Biozym) verwendet. Bei der PCR

besteht jeder Zyklus aus einem Denaturierungsschritt, einem Annealingschritt und
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einem Elongationsschritt. Im ersten Schritt wird die Temperatur auf 94°C angehoben,
sodass die DNA-Strange voneinander getrennt werden. Durch Absenken der
Temperatur auf ca. 55° kénnen die im Uberschuss vorliegenden synthetischen
Oligonukleotidprimer an die DNA-Einzelstrange binden. Im letzten Schritt eines Zyklus
wird die Temperatur wieder auf 72°C angehoben, da dort das Temperaturoptimum der
Taqg-Polymerase liegt. Dadurch wird anschlieRend die 5°- 3" DNA-Synthese katalysiert
und der DNA-Einzelstrang zum Doppelstrang komplementiert. Die Wiederholung dieser
Zyklen fuhrt zu einer exponentiellen Zunahme der DNA. Am Ende des Programms
wurden die Proben auf 4°C heruntergekuhilt.

Tabelle 16: Reagenzien fiir PCR

Reagenz Volumen
Taq Polymerase (1U/pl) 1ul
Taq Puffer 2ul
MgCl2 (25mM) 2ul
dNTPs (2mM) 2ul
forward primer 1l
reverse primer 1l
DNA ul
H20 10pl

Tabelle 17: PCR-Protokoll

PCR Schritt Zyklen Temperatur Dauer
Denaturierung 1 94°C 5min
Denaturierung 94°C 30sec

Annealing 25-40 55°C 30sec

Elongation 72°C 30sec

Elongation 1 72°C 10min

Kihlung 1 4°C oo

3.2.22. Nested PCR (verschachtelte PCR)

Um Fehlhybridisierungen bei hohen Zykluszahlen zu vermeiden wurde die nested PCR
durchgefuhrt. Dabei wurde das PCR Produkt einer ersten Amplifikationsrunde als
Template fur eine zweite Amplifikationsrunde verwendet. Die Primer der zweiten Runde
binden innerhalb der in der ersten PCR Runde amplifizierten Sequenz. Die

Wahrscheinlichkeit von Fehlhybridisierung ist dadurch vermindert.

Tabelle 18: Nested PCR-Protokoll
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1.Amplifikationsrunde Zyklen Temperatur Dauer
Denaturierung 1 94°C 5min
Denaturierung 94°C 30sec
Annealing 20 55°C 30sec
Elongation 72°C 30sec
Elongation 1 72°C 10min
Kihlung 1 4°C oo
2.Amplifikationsrunde Zyklen Temperatur Dauer
Denaturierung 1 94°C 5min
Denaturierung 94°C 30sec
Annealing 35 55°C 30sec
Elongation 72°C 30sec
Elongation 1 72°C 10min
Kihlung 1 4°C oo
1.Runde T b
2.Runde M Lid

Abbildung 3. 2: Schema der nested PCR

3.2.23. Agarosegelelektrophorese fiir PCR - Produkte

1 pl des PCR-Produktes wurde mit 10 yl DNA Ladepuffer gemischt und je nach
erwarteter Molekulgrof3e in die Taschen eines 1,5-5% Agarosegels aufgetragen. Nach
40-60 min Laufzeit bei einer Spannung von 100 V waren die PCR Produkte aufgetrennt.
Durch Zugabe des Fluorescenzfarbstoffes Ethidiumbromid in das Agarosegel (finale
Konzentration 5ug/ml) konnten die PCR Produkte unter UV-Licht visualisiert werden.

3.2.24. Quantitative Real Time PCR

Die Quantifizierung spezifischer mRNA Transkripte bei der quantitativen RT-PCR
beruht auf Fluoreszenzmessungen wahrend der Amplifizierung der cDNA. Als
Fluoreszenzfarbstoff wurde der doppelstrangspezifische Mastermix ,Light Cycler® 480
SYBR Green | Master® (Roche) verwendet. SYBR Green | ist ein Cyaninfarbstoff,
welcher in doppelstrangige DNA interkaliert (Zipper, Brunner, Bernhagen, & Vitzthum,
2004). Der entstehende Komplex emittiert grines Licht. Das Fluoreszenzsignal ist

damit proportional zur vorhandenen cDNA Menge.
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Tabelle 19: Reagenzien fur qPCR

Reagenz Volumen
SYBR Green | Master Mix Sul
forward primer 1ul
reverse primer 1l
cDNA 1ul
H20 2ul

Tabelle 20: qPCR-Protokoll

PCR-Schritt Zyklen Temperatur Ramp rate (°C/s) Dauer Detektionsmodus

Vorinkubation 1 95°C 4,4 10min --
95°C 4,4 10sec --
Amplifikation 45 65°C 2,2 10sec --
72°C 4,4 15sec single
95°C 4,4 5sec --
Schmelzkurve 1 65°C 2,2 Imin --
97°C 0,11 kontinuierlich
Kihlung 1 40°C 30sec --

Der Zyklus, in dem die Fluoreszenz der Probe erstmals Uber die Hintergrund-
Fluoreszenz steigt, entspricht dem Ct (cycle threshold) -Wert oder Cp (crossing point) -
Wert. Dadurch lasst sich auf die initiale Konzentration der cDNA (und dadurch der
MRNA) schliel3en, denn je fruher der Ct-Wert Uberschritten wird, desto groRer muss die
initiale cDNA Menge gewesen sein. Zur Standardisierung unterschiedlicher Proben
wurde eine relative Quantifizierung mit einem internen Standard durchgefuhrt. Als
Standard wurde das Haushaltsgen GAPDH gemessen und zur Normalisierung der
gemessenen Proben verwendet (Apostolakos, Schuermann, Frampton, Utell, & Willey,
1993; Z. Zhao, Francis, Welch, Loscalzo, & Ravid, 1997). Fur alle Experimente wurde
der Plattencycler LightCycler® 480 verwendet. Die Auswertung erfolgte mit der
Software Light Cycler® 480 SW 1.5 (Roche).

3.2.25. Berechnung der statistischen Signifikanz

Die statistische Signifikanz der Experimente wurde mit dem Programm GraphPad Prism
Version 8.4.2 der GraphPad Software, Inc. berechnet.

Die statistische Signifikanz bei zwei Proben wurde mit dem zweiseitigen t-test
berechnet. Bei mehr als zwei Proben wurde eine Einweg-Varianzanalyse (,one way*

Anova) angewendet. Da in diesen Fallen immer auf eine Referenzgruppe bezogen
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wurde, erfolgte als post-hoc-Test zur Korrektur des a—Fehlers der Dunnett’s Test. Die
Signifikanzniveaus wurden wie folgt abgebildet:

* p=<0,05, **p=<0,01, ***p=<0,001. Ergebnisse wurden bei p>0,05 als nicht signifikant
gewertet.

45



4.Ergebnisse

4_.Ergebnisse

4.1. Effekte des EpCAM Verlusts auf die endodermale
Differenzierung

Untersuchungen unseres Labors haben sich mit der Fahigkeit EpCAM-defizienter
embryonaler Stammzellen (ESC) kontrahierende Kardiomyozyten zu bilden beschaftigt.
Zu diesem Zweck wurden ESC 10 Tage spontan in 3D differenziert und die
kontrahierenden EBs in 96-well Platten gezahlt. Die Bildung von Kardiomyozyten war
in 4 von 6 Zelllinien eingeschrankt: CC-#56, CC-#62, CC-#114, CC-#138 (Sarrach et
al., 2018).

Folgende Erklarungen fur diese unterschiedlichen Phanotypen sind moglich:

« Der Knockout von EpCAM konnte einen allgemeinen Verlust der
Differenzierungskapazitat von ESC bedingen und somit auch die Bildung von
Kardiomyozyten einschranken.

« Alternativ kdnnten nur vereinzelte Differenzierungswege durch den Verlust von
EpCAM beeinflusst sein, welche letztlich fur die Bildung von Kardiomyozyten
notwendig sind. Besonders die endodermale Differenzierung konnte betroffen
sein, da EpCAM in endodermalen Zellen selektiv exprimiert wird. Aber auch die
frihe mesodermale Differenzierung konnte eingeschrankt sein, was in einem
spateren Kapitel behandelt wird. Die Entstehung ektodermaler Zellen wurde
bisher nicht untersucht.

2010 wurde von Kim et al. ein Protokoll erstellt, mit dem es mdglich ist aus ESC
endokrine pankreatische Vorlauferzellen herzustellen (Kim et al., 2010). Da der
epitheliale Anteil der Pankreasanlage aus dem definitiven Endoderm entsteht, kann das
Protokoll auch dazu genutzt werden mithilfe von Retinsaure und FGF2 definitives
Endoderm aus ESC herzustellen.

4.1.1. Verminderte endodermale Differenzierung von EpCAM KO Klonen nach

direkter endodermaler Differenzierung

In zweidimensionaler Zellkultur wurden ESC unter Zugabe von FGF 2 und Retinsaure
kultiviert. An Tag 0, 5 und 12 des Differenzierungsexperiments wurden die Zellen
geerntet und die Genexpression ausgewahlter Marker analysiert. Um Sicherzustellen,
dass wahrend des Experiments tatsachlich endodermale Zellen entstehen, wurden als
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Marker des Ektoderms Pax 6 (Poh et al., 2014) und als Marker des fruhen Mesoderms
NCAM herangezogen (Evseenko et al., 2010). Zur Bestatigung der endodermalen
Differenzierung wurden die Marker Eomes, AFP, Foxa2, GATA4, Sox17 und EpCAM
verwendet (Burtscher & Lickert, 2009; Kuo et al., 1997; Kwon et al., 2006; Niakan et al.,
2010; Sarrach et al., 2018; Teo et al., 2011). Der Transkriptionsfaktor Pax 6 ist an der
embryonalen Entwicklung des zentralen Nervensystems beteiligt und im Mausembryo
erstmals an E8.0 exprimiert (Curto et al., 2014). Bezogen auf die Genexpression zu
Beginn des Experiments an Tag 0 in pluripotenten ESC zeigten die Zellen nach 12
Tagen eine 21,3-fache Abnahme der Pax 6—Expression und eine 4,8-fache Abnahme
der NCAM-Expression. Die ERas Expression zeigt in diesem Zeitintervall eine 7,1-fache
Abnahme der Expression. Die Expression der endodermalen Marker nahm hingegen
zu. In 12 Tagen nahm die Eomes-Expression um das durchschnittlich 71,8-fache, die
Expression von AFP um das durchschnittlich 45,8-fache, die FoxA2-Expression um das
durchschnittlich 54,5-fache, die Gata4-Expression um das durchschnittlich 12,2-fache,
die Sox17-Expression um das durchschnittlich 4-fache zu. EpCAM, welches in
pluripotenten ESC hoch exprimiert wird, zeigt zunachst eine Abnahme der Expression
um das 12,4-fache bis Tag5, um dann wieder um das 12,2-fache auf den Ursprungswert
anzusteigen (Abbildung 4.1).
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Abbildung 4. 1: Kultivierung unter FGF2 und Retinsdure steuert die endodermale
Differenzierung von ES Zellen. In zweidimensionaler Zellkultur wurden ESC unter Zugabe
von FGF 2 und Retinsaure kultiviert. An den angegebenen Tagen (0, 5, 12) wurden die Zellen
geerntet und die Genexpression analysiert: (A) Pax 6, (B) NCAM, (C) ERas, (D) Eomes, AFP,
FoxA2, (E) GATA4, Sox17 und (F) EpCAM. Dargestellt sind die Mittelwerte und
Standardabweichungen aus drei unabhangigen Experimenten. Es wurde die Signifikanz der
Veranderung der Genexpression des jeweiligen Markers an Tag 5 bzw. 12 gegen Tag 0
berechnet. Die Berechnung der statistischen Signifikanz erfolgte mit ,one way“ ANOVA und
Dunnett’s test.

* p<0,05, **p<0,01, ***p=<0,001

Im Verlauf des Differenzierungsprotokolls zeigte sich auch eine morphologische
Veranderung der Zellen (Abbildung 4.2).
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Abbildung 4. 2: Morphologie von E14TG2a ESC nach endodermaler in vitro
Differenzierung.

Die Aufnahmen zeigen: (A) Stammzellen unter Pluripotenzbedingungen, 100-fach. (B)
Endodermale Zellen mit epithelialem Phanotyp, 100-fach (C) Endodermale Zellen bei geringer
Konfluenz. (=) Filopodien

ESC zeigen sich in Kultur typischerweise als grofe runde Zellen, die wiederum runde,
kuppelférmige Kolonien bilden. Endodermale Zellen hingegen bilden zahlreiche
Fortsatze (Protrusionen), die Adhasion an Oberflachen erméglichen und ein Hinweis
auf Migrationsfahigkeit sind.

Nun stellte sich die Frage, ob EpCAM fur die Entstehung des Endoderms in
pluripotenten Zellen exprimiert werden muss. Dazu wurden die oben beschriebenen
EpCAM-defizienten E14TG2a ESC unter denselben Bedingungen Kkultiviert, wie
wildtypischen Zellen. Nach 12 Tagen Kultivierung in Anwesenheit von Retinsaure und
FGF 2 wurden die Zellen geerntet und nach RNA-Isolierung die Genexpression
derselben Markergene mittels Real-Time gRT-PCR analysiert.

EpCAM-defiziente E14TG2a ESC exprimierten signifikant weniger endodermale
Marker als die wildtypische Zelllinie (Abbildung 4.3).
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Abbildung 4. 3: EpCAM KO, die keine Kardiomyozyten bilden, weisen eine geringere
endodermale Differenzierung auf. Die Diagramme zeigen die Expression von vier
endodermalen Markern fiir jede Zelllinie zu zwei Zeitpunkten des Experiments, Tag 0 und Tag
12. Dabei wurden alle Werte auf die Expression des Gens an Tag 0 im WT bezogen. (A)
Eomesodermin, (B) AFP, (C) Foxa2, (D) GATA4. Dargestellt sind die Mittelwerte und
Standardabweichungen aus drei unabhangigen Experimenten. Es wurde die Signifikanz der
Veranderung der Expression der Markergene in den verschiedenen Zelllinien an Tag 0 und 12
gegen WT an Tag 0 und 12 berechnet. Die Berechnung der statistischen Signifikanz erfolgte
mit ,one way“ ANOVA und Dunnett’s test.

* p<0,05, **p<0,01, ***p=<0,001

An den Saulendiagrammen der Abbildung 4.3 ist zu sehen, dass die Expression von
Eomes in allen sechs EpCAM-KO-Klonen vermindert ist. Der Anstieg der Expression in
den EpCAM-KOs ist maximal die Halfte des Anstiegs der Expression in den
wildtypischen Zellen. Um einen besseren Vergleich der absoluten Werte zu erlangen
wurden alle RT-PCR-Ergebnisse auf einen Basalwert bezogen. Dazu diente die
Expression des jeweiligen Markers an Tag 0 in wildtypischen Zellen. Bezogen auf die
Eomes-Expression an Tag 0 in wildtypischen Zellen stieg die Expression im WT um das
durchschnittlich 71,83 fache, in CC-#56 um das durchschnittlich 17,7-fache, in CC-#58
um das durchschnittlich 34,2-fache in CC-#62 um das durchschnittlich 17,6-fache, in
CC-#114 um das durchschnittlich 10,3-fache, in CC-#118 um das durchschnittlich
20,05-fache, in CC-#138 um das durchschnittlich 14,5 fache nach 12 Tagen an. Die
Expression von FoxA2 stieg im WT um das durchschnittlich 54,5-fache, in CC-#56 um
das durchschnittlich 21,5-fache , in CC-#58 um das durchschnittlich 124,6 fache, in CC-
#62 um das durchschnittlich 17-fache , in CC-#114 um das durchschnittlich 18,7-fache,
in CC-#118 um das durchschnittlich 21,4-fache und in CC-#138 um das durchschnittlich
16,4-fache. Die AFP-Expression stieg innerhalb von 12 Tagen in WT um das
durchschnittlich 45,8-fache, in CC-#56 um das durchschnittlich 5,9-fache, in CC-#58
um das durchschnittlich 62,6-fache, in CC-#62 um das durchschnittlich 16,3-fache, in
CC-#114 um das durchschnittlich 5,4-fache, in CC-#118 um das durchschnittlich 17,6-
fache, in CC-#138 um das durchschnittlich 17,5-fache. Weniger stark ausgepragt
waren die Unterschiede bei der Expression von GATA 4. Die Expression stieg im WT
um das durchschnittlich 12,2-fache, in CC-#56 um das durchschnittlich 8,5-fache, in
CC-#58 um das durchschnittlich 25,3-fache, in CC-#62 um das durchschnittlich 3,5-
fache, in CC-#114 um das durchschnittlich 6,9-fache, in CC-#118 um das
durchschnittlich  10,5-fache, in CC-#138 um das durchschnittlich 7,6-fache.
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4.1.2. Immunhistochemischer Nachweis endodermaler Marker bei spontaner

dreidimensionaler Differenzierung

Um sich dem in vivo Zustand anzunahern, wurde eine spontane endodermale
Differenzierung in 3D durchgefuhrt. An Tag 5 der 3D-Differenzierung in vitro, was dem
Ende der Gastrulation in etwa entspricht, wurden EBs isoliert und immunhistochemisch
untersucht. In Abbildung 4.4 sind exemplarisch drei konsekutive Schnitte eines EBs
gezeigt, die mit Antikdrpern gegen EpCAM, FoxA2 und GATA4 gefarbt wurden. Im
Vergleich sieht man, dass EpCAM als Transmembranprotein nur im Bereich der
Zellmembran durch die Antikérper gefarbt wird, wahrend GATA4 und FoxA2 als

Transkriptionsfaktoren im Zellkern lokalisiert sind.
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Abbildung 4. 4: EpCAM, FoxA 2 und GATA 4 weisen eine Kolokalisation in differenzierten
EBs auf. An Tag 5 der spontanen Differenzierung wurden EBs isoliert und in flissigem
Stickstoff gefroren. Anschliel’end wurden die Spharoide in 5um dicke Serienschnitte bearbeitet
und mit den verschiedenen Antikorpern gefarbt. Dargestellt sind sequenzielle Schnitte
desselben Spharoids. Farbungen mit Primarantikdrpern gegen (A) EpCAM, (B) FoxA 2 und (C)
GATA4.

Nach Farbung mit einem FoxA2-spezifischen Primarantikorper wurde zur statistischen
Auswertung der gefarbten Spharoide der Quick Score herangezogen (Detre et al.,
1995; Varghese, Bukhari, Malhotra, & De, 2014). Hierfir wurde der Anteil gefarbter
Zellen (0-100) mit der Intensitatsstufe (0-3) multipliziert. Der theoretische Hochstwert
wurde damit 300 betragen. Wie in Abbildung 4.5. zu sehen ist, zeigen wildtypische EBs
FoxA2-positive Zellbereiche. Die Ergebnisse zeigen eine tendenziell verminderte
FoxA2 Expression in EpCAM KOs verglichen mit Wildtypen. Die geringste
durchschnittliche FoxA2-Expression zeigten CC-#56 und CC-#114, mit einer Reduktion
des Quick Score Wertes im Vergleich zu WT um das 5,18- bzw. 9,5-fache. CC-#58, CC-
#62, CC-#118 und CC-#138 zeigten eine nur gering verminderte Expression von
FoxA2. Es ergaben sich keine statistisch signifikanten Unterschiede, eine Tendenz ist
aber erkennbar. Die mit ,one way“ ANOVA und Dunnett’s test adjustierten p-Werte
betragen fiur CC-#56 p=0,1253, fir CC-#58 p= 0,9177, fur CC-#62 p= 0,3799, fur CC-
#114 p= 0,0856, fur CC-#118 p= 0,9502, fur CC-#138 p= 0,9502.
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Abbildung 4. 5: 5 von 6 EpCAM KOs zeigen eine geringere FoxA2 Expression als
wildtypische EBs. An Tag 5 der EB Differenzierung wurden die EBs isoliert und in fliissigem
Stickstoff gefroren. Nach Anfertigung von Serienschnitten wurden die EBs mit Antikdrpern
gegen FoxA2 gefarbt. Von jeder Zelllinie ist beispielhaft ein EB gezeigt: (A) WT, (B) CC-#56,
(C) CC-#58, (D) CC-#62, (E) CC-#114, (F) CC-#118, (G) CC-#138. (H) Eine Quantifizierung
wurde mit dem Quick-Score vorgenommen. Es wurden pro Zelllinie 4-5 EBs aus 2
unabhangigen Versuchen analysiert (n=2). Es wurde der quick score der einzelnen EpCAM-
defizienten Zelllinien mit dem quick score von WT verglichen. Die Berechnung der statistischen
Signifikanz erfolgte mit ,one way“ ANOVA und Dunnett’s test.

* p<0,05, **p=<0,01, ***p<0,001
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e

Abbildung 4. 6: 4 von 6 EpCAM KOs zeigen eine tendenziell geringere GATA 4
Expression: Nach 5 Tagen spontaner Differenzierung wurden EBs isoliert und in flissigem
Stickstoff gefroren. Nach Anfertigung von Serienschnitten wurden die Praparate mit Antikérpern
gegen GATA-4 gefarbt. Von jeder Zelllinie ist beispielhaft ein EB gezeigt: (A) WT, (B) CC-#56,
(C) CC-#58, (D) CC-#62, (E) CC-#114, (F) CC-#118, (G) CC-#138. (H) Wie oben erfolgte die
Auswertung mit dem Quick-Score. Es wurden pro Zelllinie 4-5 EBs aus 2 unabhangigen
Versuchen analysiert (n=2). Es wurde der quick score der einzelnen EpCAM-defizienten
Zelllinien mit dem quick score von WT verglichen. Die Berechnung der statistischen Signifikanz
erfolgte mit ,one way“ ANOVA und Dunnett's test.

* p<0,05, **p=<0,01, ***p<0,001

Beim Vergleich der Quick-Scores der GATA-4 Expression in EBs zeigte sich die
starkste Reduktion bei CC-#138 mit einer 7-fachen Verminderung, allerdings auch hier
ohne statistisch signifikante Unterschiede im Vergleich zum Quick score in
wildtypischen Zellen, sodass nur eine Tendenz erkennbar ist. Die mit ,one way“ ANOVA
und Dunnett’s test adjustierten p-Werte betragen fir CC-#56 p= 0,9957, flir CC-#58 p=
0,2865, fir CC-#62 p= 0,9535, fur CC-#114 p= 0,9582, fir CC-#118 p= 0,6794, fur CC-
#138 p= 0,8500.
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Im Uberblick der Experimente zeigte sich also eine verminderte Expression
endodermaler Gene bei EpCAM-KO E14TG2a ESC Zelllinien, die bei spontaner
Differenzierung weniger Kardiomyozyten bildeten. Diese Hemmung endodermaler
Differenzierung konnte sowohl bei forcierter Differenzierung in vitro, als auch bei

spontaner Differenzierung in den EBs gezeigt werden. Bei letzterer ohne Signifikanz.

4.1.3. Mesodermale Differenzierung in Ko-Kulturen von wildtypischen und
EpCAM KO-Zelllinien

Nachdem sich in einem Grol3teil der EpCAM-defizienten E14TG2a ESC Zelllinien eine
Storung der endodermalen Differenzierung gezeigt hatte, stellte sich nun die Frage ob
es moglich ist durch Mischkulturen aus WT und EpCAM-KO E14TG2a ESC Zelllinien
diese Differenzierungsstorung zu kompensieren. Die bisherigen Ergebnisse zeigen
eine Inhibierung der endodermalen Differenzierung in den EpCAM-KOs auf, wahrend
in der Entstehung der anderen beiden Keimblatter, Mesoderm und Ektoderm, anhand
der Messung spezifischer Marker keine Differenzierungsstorung nachgewiesen wurde.
Eine direkte Auswirkung der fehlenden EpCAM Expression nach Knockout in ESC, die
eine mesodermale Differenzierung durchlaufen, ist nicht wahrscheinlich, da in diesen
Zellen ein kompletter Verlust von EpCAM unter Differenzierungsbedingungen
beobachtet wurde (Sarrach et al. 2018). AuRerdem konnten Vorarbeiten unseres
Labors zeigen, dass bei einer Uberexpression von EpCAM die Expression der
mesodermalen Marker Col1a1 und Wt1 im Vergleich zu Kontrollzellen reduziert war und
EpCAM folglich eine inhibitorische Wirkung auf die Bildung von Mesoderm hat. Die
reduzierte kardiomyozytare Differenzierung in EpCAM-defizienten Zellen koénnte
deshalb aus der verminderten Prasenz endodemaler Zellen resultieren, welche fur die
induktiven Signalen an mesodermal differenzierende Zellen notwendig sind. Bereits
Mummery et al. (2003) konnten zeigen, dass die Ko-Kultivierung von Stammzellen mit
endodermalen Zellen die kardiomyozytare Differenzierung unterstutzt. Unter der
Annahme, dass die wildtypischen Zellen zu endodermalen Zellen differenzieren, sollten
diese dann in der Lage sein in den benachbarten EpCAM-KOs die kardiomyozytare

Differenzierung anzustol3en.
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Abbildung 4. 7: Stabile YFP und mCherry Expression in ESC Klonen. (A)
Histogramme der EpCAM Expression von WT und CC-#114 ESC Klonen nach
Durchflusszytometrie. (B) Immunblotnachweis der mCherry und YFP Expression in WT
und CC-#114 ESC Klonen. Gezeigt sind jeweils reprasentative Ergebnisse aus n = 3

unabhangigen Experimenten.
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Abbildung 4. 8: Schematische Darstellung des Versuchsablaufs zur Ko-Kultur
wildtypischer und EpCAM-KO ESC Klonen: Ko-Kulturen wildtypischer und EpCAM-
defizienter Zellen werden zur Bildung von EBs verwendet. Nach 10 Tagen spontaner
Differenzierung werden wildtypische und EpCAM-defiziente Zellen anhand von
Fluoreszenzproteinen mit FACS wieder aufgetrennt und deren Genexpression separat
untersucht.

Fir diese Experimentreihe wurden wildtypische embryonale E14TG2a ESC und der
EpCAM-defiziente Klon CC-#114. Die EpCAM-Expression wurde mittels
Durchflusszytometrie mit EpCAM-spezifischen Antikdrpern nachgewiesen (Abb. 4.7).
Wildtypische und EpCAM-KO E14TG2a ESC Linien wurden mit pCAG Plasmiden
transfiziert, die sowohl ein Fluoreszenzgen, als auch ein Resistenzgen fir Puromycin
enthielten. Nach Transfektion der Zellen durch Elektroporation wurden diese unter
Zugabe von Puromycin-haltigem Medium kultiviert und stabile Zelllinien generiert. Die
Expression des jeweiligen Fluoreszenzproteins YFP oder mCherry wurde in einem
Immunoblot verifiziert (Abbildung 4.7).
Zu Beginn des Experiments wurden fur die Herstellung jedes EBs 500 Zellen
verwendet. Dabei bestand die eine Halfte (250 Zellen) aus YFP-markierten
wildtypischen ESCs. Die anderen 250 Zellen waren mCherry-markierte CC-#114
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EpCAM-KO ESCs. Nach 10 Tagen der Differenzierung wurden die EBs mithilfe von
Kollagenase Typ1 disaggregiert und die Zellen basierend auf der Expression des
Fluoreszenzproteins YFP oder mCherry mittels FACS sortiert. Danach konnte aus
wildtypischen Zellen und EpCAM-KOs separat RNA isoliert werden und die

Genexpression analysiert werden (Abbildung 4.8).

Zelllinien aus gemischten EBs
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Abbildung 4. 9: Expression des kardiomyozytaren Markers a-CAA in wildtypischen und
EpCAM-KO ESCs nach Ko-Kultur in Embryoid Bodies. Wildtypische und EpCAM-KO ESC
Klone wurden in Ko-Kulturen als EBs differenziert. Nach 10 Tagen spontaner Differenzierung
wurden Wildtyp-Zellen und CRISPR-KOs aufgrund ihrer Fluoreszenzproteine YFP bzw.
mCherry mittels FACS sortiert. Daraufhin wurde die RNA isoliert und in cDNA umgeschrieben.
Mittels gPCR konnte die Konzentration der a-CAA mRNA quantifiziert werden. Von links nach
rechts handelt es sich um die a-CAA Expression von WT-YFP-Zellen aus rein wildtypischen
EBs, von CC-#114 mCherry Zellen in rein EpCAM-defizienten EBs, in gemischten EBs und in
WT-YFP und CC-#114mCherry Zellen aus gemischten EBs nach Wiederauftrennung der Zellen
anhand der unterschiedlichen Fluoreszenzproteine. Das Diagramm zeigt die Ergebnisse eines
Experiments.

Als Marker der kardiomyozytaren Differenzierung wurde a-CAA verwendet, welches die
Z-Scheiben zwischen den Sarkomeren der Myofibrillen bildet und ein friher Marker der
murinen Kardiogenese ist (Sassoon et al., 1988). Aus Abbildung 4.9 geht hervor, dass
alle Versuchsgruppen im Vergleich zu den rein wildtypischen EBs den
kardiomyozytaren Marker o-CAA deutlich weniger exprimieren: WT-YFP aus
gemischten EBs exprimiert nur das 0,0012-fache, CC-#114-mCherry das 0,00038-
fache von reinen WT-YFP EBs. Selbst die WT-Zellen aus den gemischten EBs
exprimierten damit weniger o-CAA als erwartet. Wenn auch die Induktion der
Differenzierung in den EpCAM-defizienten Zellen nicht moglich ist, ware zumindest zu
erwarten, dass ein Teil der WT-Zellen zu Kardiomyozyten differenzieren. Da in jedem
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gemischten EB 250 WT Zellen sind, ware dann die a-CAA Expression im Vergleich zu
den reinen WT-EBs, die 500 WT-Zellen enthielten, um ca. 50% reduziert gewesen.
Doch tatsachlich war sie auf das Niveau nichtkontrahierender Zellen gesunken. Zum
Vergleich dient hier die Negativkontrolle der CC-#114-mCherry-EBs. Daraus lasst sich
schlussfolgern, dass die EpCAM-defizienten E14TG2a ESC in den gemischten EBs
die Differenzierung der wildtypischen Zellen gestort haben, oder 250 wildtypische Zellen
in einem gemischten EB nicht ausreichend sind.

Diese Vermutung wird auch durch einen weiteren Versuch erhartet. Bei diesem wurden
fur jede Gruppe von EBs unterschiedliche Verhaltnisse wildtypischer Zellen und EpCAM
defizienter-Zellen verwendet und nach 10 Tagen die Zahl kontrahierender EBs gezahlt.
Als Positivkontrolle dienten rein wildtypische EBs mit einer initialen Zellzahl von 500
Zellen. Als Negativkontrolle dienten reine EpCAM-KO-EBs und WT-EBs mit einer
initialen Zellzahl von nur 50 Zellen. Gemischt wurden WT und CC-#114 im Verhaltnis
1:1, 1:9 und 1:49, wobei die initiale Gesamtzellzahl immer 500 betrug. Vorarbeiten aus
unserem Labor hatten bereits gezeigt, dass WT-EBs mit solch niedriger initialer Zellzahl
nicht in der Lage sind Kardiomyozyten zu bilden. In diesem Experiment kam es in EBs
mit initialer Zellzahl von 50 wildtypischen Zellen nicht zur Differenzierung von ESC zu
Kardiomyozyten. Es ist nicht moglich dieses durch EpCAM-KO Zellen zu kompensieren.
Selbst bei initial 250 WT Zellen (1:1 Verhaltnis) konnten keine kontrahierenden Areale
im EB nachgewiesen werden. Bei den EBs mit einem Verhaltnis von 1:9 bzw. 1:49 und
mit einem initialen Anteil wildtypsicher Zellen von 50 von 500 bzw. 10 von 500 konnten
nur in 1,42 bzw. 1,43 % der EBs kontrahierende Areale gefunden werden. In rein
wildtypischen EBs dagegen 70%.
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Abbildung 4. 10 Mischkulturen waren nicht in der Lage mehr Kardiomyozyten zu bilden
als EpCAM-KOs. Alle hergestellten EBs, bis auf die Negativkontrolle ,WT (50 Zellen) hatten
eine initiale Zellzahl von 500 Zellen. Die Mischverhaltnisse sind als WT- zu EpCAM-KO Zellen
angegeben. Fur jede Zelllinie wurde der Anteil kontrahierender EBs bestimmt an Tag 10 der
spontanen Differenzierung. Das Diagramm ist das Ergebnis eines Experiments.

4.2. Effekte des EpCAM-Verlustes auf die mesodermale

Differenzierung

4.2.1.Knockout von EpCAM inhibiert die mesodermale Differenzierung

Nachdem sich eine Stérung der kardiomyozytaren Differenzierung (Sarrach et al., 2018)
und der endodermalen Differenzierung (Kapitel 4.1) in EpCAM KOs gezeigt hatte, sollte
die Rolle EpCAMs bei der Differenzierung zu anderen Vorlauferzellen untersucht
werden.

Als nachstes wurde die Fahigkeit der EpCAM-defizienten Stammzellen, mesodermal zu
differenzieren, gepruft. Dazu wurde ein Protokoll verwendet, das die Bildung

mesodermaler Zellen aus Stammzellen induziert (Kanke et al., 2014).

5 Tage

+CHIR (30uM) P
+Cyclopamine (5uM)

Abbildung 4. 11: Murine embryonale Stammzellen differenzieren unter dem Einfluss von
CHIR und Cyclopamine zu mesodermalen Zellen. Modifiziert von Kanke et al. (2014)
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Zur Induktion der mesodermalen Differenzierung wurden Zellen im Monolayer unter
Zugabe zweier Inhibitoren kultiviert. Der Erste ist das CHIR 99021(C2s5H1sCl2Ng), ein
Inhibitor der Glykogen-Synthase-Kinase 3, kurz GSK3 (Bain et al., 2007). Dieses
Enzym ist fur den Abbau von 3-catenin zustandig. Wenn dieser gehemmt wird, reichert
sich R-catenin im Zytoplasma und Zellkern an und aktiviert die Transkription von
Zielgenen.

Der andere Inhibitor ist das Cyclopamine, welches den Hedgehog (Hh)-Signalweg
hemmt. Die Hh-Liganden sind sezernierte Glykoproteine, die an den Rezeptor Patched
(Ptch) binden kdnnen, wodurch dessen inhibitorische Wirkung auf Smoothened (Smo)
aufgehoben wird und der Signalweg enthemmt wird (Hooper & Scott, 2005). Dadurch
wird die neuroektodermale Entwicklung der Zellen blockiert.

Ein Tag vor Beginn der Behandlung mit CHIR 99021 und Cyclopamine wurden 200.000
Zellen unter +LIF Bedingungen ausplattiert. An Tag 0 des Experiments wurde das +LIF
Medium entfernt und die Zellen sorgfaltig mit PBS gewaschen. Anschlie3end wurde der
Monolayer mit —LIF Medium bedeckt, das aul3erdem die zwei Inhibitoren enthielt. Nach
5 Tagen wurden die Zellen geerntet und aus diesen die RNA isoliert. Zunachst wurden
nur wildtypische Zellen dieser Prozedur unterzogen und der Verlauf dreier Marker
untersucht: Pax6 als Marker des Ektoderms, Brachyury als Marker des Mesoderms,
EpCAM als Marker des Endoderms. Nach 5 Tagen zeigte sich eine Reduktion von Pax6
um 95,3%, eine Reduktion von EpCAM um 64% und ein gegenlaufiger Anstieg von
brachyury um das 132,6-fache.
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Abbildung 4. 12: EpCAM defiziente Zelllinien haben eine verminderte Kapazitait
mesodermal zu differenzieren. Wildtypische und EpCAM Knockout ESC wurden

nach 5 Tagen forcierter mesodermaler Differenzierung geerntet, lysiert und die Expression der
dargestellten Gene in der gPCR bestimmt. (A) Pax 6 Expression, (B) Brachyury Expression, (C)
EpCAM Expression in WT Zellen an Tag 5 im Vergleich zu Tag 0 des Protokolls. (D) Brachyury
Expression im WT und EpCAM KOs an Tag 5 des Protokolls im Vergleich zur Expression im
WT an Tag 0. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen aus drei
unabhangigen Experimenten. Es wurde die Signifikanz des Unterschiedes der brachyury-
Expression in EpCAM-KO-Klonen an Tag 5 gegen die brachyury-Expression im WT an Tag 5
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berechnet. In Abbildung (A), (B), (C) erfolgte die Berechnung der statistischen Signifikanz mit
dem zweiseitigen t-test, in Abbildung (D) erfolgte die Berechnung der statistischen Signifikanz
mit ,one way“ ANOVA und Dunnett’s test.

* p<0,05, **p=<0,01, ***p=<0,001

Anschlieend wurden die EpCAM-defizienten E14TG2a ESC mesodermal differenziert,
um deren brachyury-Expression an Tag 5 mit der Expression im WT zu vergleichen.
Hierbei zeigte sich nach CC-#58 die hochste Brachyury-Expression in CC-# 118, diese
erreichte allerdings auch nur 60,1% der brachyury-Expression in wildtypischen Zellen
an Tag 5. WT erreichte nach 5 Tagen das 144,6-fache der Expression von Tag 0. In
CC-#56 war die brachyury-Expression an Tag 5 im Vergleich zur Expression im WT an
Tag 0 72,5x héher, in CC-#58 176,7x hdher , in CC-#62 um 27,1x héher, in CC-#114
um 41x hoher, in CC-#118 um 87x héher, in CC-#138 um 41,6x hdher.

Die Ergebnisse der gPCR zeigen eine reduzierte Expression mesodermaler Gene in 5
von 6 EpCAM-defizienten E14TG2a ESC Zelllinien. In vier Zelllinien war diese
Abnahme im Vergleich zur brachyury-Expression im WT an Tag 5 signifikant (Abbildung
4.12).

4.2.2. EpCAM-KO hat einen gemischten Einfluss auf die Vimentin-Expression von

Zellen im pluripotenten Zustand.
Vimentin
3~
2'5u

2.

1,5"
0.

WT" CC#56" CC#58" CC#62"0C#1140C#1180C#138"

mANA
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Abbildung 4. 13: Im Monolayer geht der EpCAM-Verlust mit einer gemischten
Verdanderung der Vimentin-Expression einher. Pluripotente Zellen wurden aus
Zellkulturflaschen geerntet, die RNA isoliert und anschlieBend qRT-PCRs fir Vimentin
durchgefuhrt. Das Diagramm zeigt die Vimentin-Expression der jeweiligen Zelllinie. Dargestellt
sind die Mittelwerte und Standardabweichungen aus zwei unabhangigen Experimenten. Es
wurde die Signifikanz des Unterschiedes der Vimentin-Expression in EpCAM-Knockout Klonen
gegen die Vimentin-Expression im WT berechnet. Die Berechnung der statistischen Signifikanz
erfolgte mit ,one way“ ANOVA und Dunnett's test.

* p<0,05, **p=<0,01, ***p=0,001

Grundsatzlich hat das Zytoskelett drei Hauptbestandteile: Mikrotubuli, Mikrofilamente
und die Intermediarfilamente. Letztere konnen in funf Gruppen eingeteilt werden.
Keratin (Epithel) , Desmin (Muskel) , GFAP, Neurofilament und Vimentin (Klymkowsky,
1982). In Tumoren ist Vimentin mit einer EMT assoziiert (Vuoriluoto et al., 2011). Um
die Effekte des EpCAM-Verlustes auf die Expression mesenchymaler Marker zu
Uberprifen wurden pluripotente EpCAM-defiziente E14TG2a ESC auf ihre Vimentin-
Expression hin untersucht und mit der Vimentin-Expression in wildtypischen
pluripotenten Stammzellen verglichen. Die Vimentin-Expression war in CC-#56 um
11% und in CC-#58 um 34% geringer als im WT. Dagegen war die Vimentin-Expression
in CC-#62 um 60%, in CC-#114 um 61%, in CC-#118 um 16%, in CC-#138 um 49%
hoher als im WT. Die Ergebnisse waren nicht signifikant

4.2.3. EBs aus EpCAM defizienten Stammzellen unterscheiden sich nicht von
Wildtypischen in der Vimentin Expression

Fur den immunhistochemischen Nachweis von Vimentin wurden EBs nach 5 Tagen
dreidimensionaler, spontaner Differenzierung isoliert, in flussigem Stickstoff gefroren
und dann in einem Mikrotom geschnitten. Vimentin ist ein Typ 3-Intermediarfilament
und Zytoskelettbestandteil in Zellen mesenchymaler Herkunft (Franke, Schmid, Osborn,
& Weber, 1978). Als solches verleiht es den Zellen mechanische Stabilitat (Goldman,
Khuon, Chou, Opal, & Steinert, 1996). Wahrend der Differenzierung lassen sich Zellen
des Mesoderms und Teile des parietalen Endoderms mit Vimentin anfarben (Lane,
Hogan, Kurkinen, & Garrels, 1983). Aulerdem wird es im Neuroektoderm in Vorlaufern
der Gliazellen exprimiert (Schnitzer, Franke, & Schachner, 1981).

In einem ersten Versuch mit 2 EBs pro Zelllinie waren nach Farbung der EBs mit
Vimentin-spezifischen Antikdrpern anhand des Quick Scores zwischen WT und EpCAM
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KOs nur geringe Unterschiede zu sehen. Der Quick Score fur WT betrug 170, fir CC#56
153,3, fur CC.#58 130, fur CC-#62 140, fir CC-#114 135, fur CC-#118 130, fur CC-
#138 155.

240
200

160
120
80
40
0

WT  CC456 CC-#58 CC-+#62 CC+#114 CC+118 CC+4#138

quick score Vimentin

Abbildung 4. 14: Inmunhistochemischer Nachweis der Vimentin-Expression in EpCAM-
KOs im Vergleich zum WT : Nach 5 Tagen spontaner Differenzierung wurden EBs isoliert und
in flissigem Stickstoff gefroren. Nach Anfertigung von Serienschnitten wurden die Praparate
mit Antikdrpern gegen Vimentin gefarbt. Wie oben erfolgte die Auswertung mit dem Quick-
Score. Es wurden pro Zelllinie 2 EBs aus einem Versuch analysiert (n=1). Die
Standardabweichungen beziehen sich auf technische Replikate.
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4.3. Expression der Pluripotenzmarker Oct4, Sox2, Nanog in

EpCAM-defizienten embryonale Stammazellen

Stammzellen kdnnen in einem pluripotenten Zustand verbleiben und dabei proliferieren.
Das , Triumvirat® (Chambers & Tomlinson, 2009) aus den Transkriptionsfaktoren Oct4
(Nichols et al., 1998; Niwa, 2000), Sox2 (Avilion et al., 2003) und Nanog (Chambers et
al., 2003; Mitsui et al., 2003) bewahrt die Zellen in pluripotentem Zustand. In Zellkultur
wird der pluripotente Zustand der Zellen durch die Zugabe von LIF in das Kulturmedium
sichergestellt (Tamm, Pijuan Galito, & Anneren, 2013). EpCAM ist in der Lage durch
die Hemmung der p53 und p21 Expression und Aktivierung des Oct4-Promotors, die
Expression von Pluripotenzfaktoren in Stammzellen aufrecht zu erhalten (Huang et al.,
2011). AuBerdem fuhrt die siRNA-vermittelte Hemmung der EpCAM Expression zu
einer Reduktion der Oct3/4, SSEA-1und c-Myc Expression (Gonzalez, Denzel, Mack,
Conrad, & Gires, 2009).

Um die Expression der Pluripotenzmarker Oct4, Sox2 und Nanog in den EpCAM-
defizienten E14TG2a ESC Zelllinien zu untersuchen, wurden aus wildtypischen und 6
EpCAM-defizienten ESC Zelllinien EBs hergestellt und nach 5 Tagen Differenzierung
geerntet. Nach RNA-Extraktion wurden qRT-PCRs mit Primern fur Oct4, Sox2 und
Nanog durchgefuhrt. Die Ergebnisse unter Kultivierung mit LIF und nach 5 Tagen
Differenzierung sind in Abbildung 4.14 fur jede Zelllinie und jedes Gen in einer Saule
dargestellt. Wahrend unter Kultivierung mit LIF-Zusatz die EpCAM-KO-Linien eine im
Vergleich zu WT geringere Expression der Stammzell-Marker zeigen, ist die
Herunterregulation derselben in den 5 Tagen Differenzierung schwacher.
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Abbildung 4. 15: EpCAM KOs zeigen im Vergleich zum WT eine verminderte Expression
der Pluripotenzfaktoren Oct 4, Sox2, Nanog unter Pluripotenzbedingungen und eine
erhohte Expression bei Differenzierung .

Die Zellen wurden zunachst unter LIF-Zusatz und fur 5 Tage unter LIF-Entzug im Monolayer
kultiviert. Zu Beginn und zum Ende des Experiments wurden Zellen geerntet und die mRNA
extrahiert. Mit gPCR wurde die Expression von (A) Oct4, (B) Sox2 und (C) Nanog analysiert.
Die weille Saule (WT) und die grauen Saulen (Kos) zeigen die Genexpression an Tag 0, die
schwarzen Saulen die Expression an Tag 5 der jeweiligen Zelllinie. Es wurde die Signifikanz
der Veranderung der Expression des Pluripotenzmarkers im EpCAM-KO gegen die Expression
des Gens im WT am entsprechenden Tag berechnet. Die Berechnung der statistischen
Signifikanz erfolgte mit ,one way“ ANOVA und Dunnett’s test.

* p<0,05, **p<0,01, ***p=<0,001
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An Tag 0 war die Oct-4-Expression in CC-#56 um 26% geringer, in CC-#58 um 48%
geringer, in CC-#62 um 39% geringer, in CC-#114 um 38% geringer, in CC-#118 um
33% geringer, in CC-#138 um 20% geringer als im WT. Die Nanog Expression war in
CC-#56 um 63% niedriger, in CC-#58 um 57% niedriger, in CC-#62 um 71% niedriger,
in CC-#114 um 68% niedriger, in CC-#118 um 57% niedriger, in CC-#138 um 60%
niedriger als im WT. Die Sox2 Expression war in CC-#56 um 30% geringer, in CC-#58
um 33% geringer, in CC-#62 um 63% geringer, in CC-#114 um 41% geringer, in CC-
#118 um 36% geringer, in CC-#138 um 46% geringer als im WT.

Nach 5 Tagen spontaner Differenzierung war die Oct-4-Expression im WT um 99%
gesunken, in CC-#56 um 97% niedriger, in CC-#58 um 96% niedriger, in CC-#62 um
96% niedriger, in CC-#114 um 89% niedriger, in CC-#118 um 95% niedriger, in CC-
#138 um 94% niedriger als im WT an Tag 0. Die Nanog-Expression zeigte sich im WT
um 98% verringert, in CC-#56 um 98% niedriger, in CC-#58 um 96% niedriger, in CC-
#62 um 96% niedriger, in CC-#114 um 96% niedriger, in CC-#118 um 96% niedriger, in
CC-#138 um 97% niedriger als im WT an Tag 0. Die Sox2 Expression sank im WT um
97% niedriger als an Tag 0. In CC-#56 war die Expression um 97% niedriger, in CC-
#58 um 98% niedriger, in CC-#62 um 94%niedriger, in CC-#114 um 95% niedriger, in
CC-#118 um 95% niedriger, in CC-#138 um 95% niedriger als WT an Tag O.
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4.4. Generierung von EpCAM/ERas Doppelknockouts (DKOs)

Die exogene Uberexpression von EpCAM hemmt die kardiomyozytére Differenzierung
und fuhrt zu einer verminderten Anzahl kontrahierender EBs nach spontaner
Differenzierung in 3D (Sarrach et al., 2018). Allerdings hat nur das EpCAM-Protein in
voller Lange diesen Effekt. Die Uberexpression der Spaltprodukte von EpCAM (i.e.
EpCAM-CTF und EpICD) hat in dieser Hinsicht keine Wirkung. Daher wurde nach
anderen moglichen intrazellularen Mediatoren von EpCAM gesucht. Die Kombination
von SILAC-Markierung, EpCAM Immunprazipitation und massenspektrometrischen
Analysen ergab, dass ERas, ein kleines G-Protein, an EpCAM bindet. Wie in der
Einleitung beschrieben kann ERAs den PI3K/Akt-Signalweg anstoRen. EpCAM kdnnte
mit ERas zu Beginn dieses Signalweges interagieren (Abbildung 4.16) (Takahashi et
al., 2005). Bei dem gemischten Erscheinungsbild der EpCAM KO Klone -4 von 6 zeigen
eine eingeschrankte kardiomyozytare Differenzierung, 2 Klone verhalten sich wie
Wildtyp- stellte sich nun die Frage, ob es madglich ist, durch den Entzug eines
potentiellen Interaktionspartners die Differenzierungsfahigkeit zu hemmen. Das galt vor
allem in Klonen, die durch den alleinigen Verlust von EpCAM nicht eingeschrankt
schienen. Eine Ursache dafiir kdnnte die kompensatorische (Uber)-Expression anderer
Proteine sein, wie es als Folge von Gen-Knockouts bereits beschrieben wurde (Rossi
et al., 2015). Deshalb wurden Doppelknockout ESC E14TG2a ESC Zelllinien generiert,
welche sowohl EpCAM als auch dessen Bindungspartner ERas nicht mehr
exprimierten. Im folgenden Teil der Arbeit wird die Herstellung dieser EpCAM/ERas-
DKO Klone mit der CRISPR Cas Technik beschrieben.
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Abbildung 4. 16: Schema des hypothetischen EpCAM/ERas/Akt-Signalweges. Nach
Aktivierung durch ERas phosphoryliert die PI3K Phosphatidylinositol (3,4)-bisphosphat(PIP2)
Lipidreste zu Phosphatidylinositol (3,4,5,)-Triphosphat (PIP3). PIP3 kann Proteine wie Akt
binden, die eine PH-Doméane tragen (pleckstrin homology domain). Nach Rekrutierung an die
Zellmembran wird Akt phosphoryliert und aktiviert (Hemmings & Restuccia, 2015; Takahashi et
al., 2005)

Grundsatzlich gibt es drei Arten von Genmutationen. Die Insertion, die Deletion und die
Substitution. Letztere fuhrt nicht zur Verschiebung des Leserasters (sog. Missense
Mutation). Stattdessen kann eine andere Aminosaure oder ein Stop-Codon entstehen.
Bei der Insertion oder Deletion der proteinkodierenden Region kommt es — sofern die
Anzahl der deletierten Basen nicht durch 3 teilbar ist - zu einer Leserasterverschiebung.
Entsteht dadurch oder durch eine einfache Substitution ein neues Stop-Codon, dann
kann kein funktionelles Genprodukt gebildet werden (sog. Nonsense-Mutation)
(Passarge, Taschenatlas der Genetik, 2004, Georg Thieme Verlag).

Die EpCAM-defizienten Zelllinien CC-#56, CC-#58 und CC-#118 wurden mit Plasmiden
transient transfiziert, welche die Cas9 Endonuklease und ERas-spezifische guide RNAs
enthielten. Die Target-Sequenzen befanden sich im Exon 2 des ERas Gens, welches
fur das ERas Protein kodiert. Zudem enthielt das Plasmid ein GFP, das von der Cas9
Nuklease durch ein 2A Peptid getrennt ist. Dieses Peptid ermoglicht die Herstellung
zweier Proteine (Cas9 und GFP) aus einem Transkript, da es sich selbst wahrend der
Translation spaltet (Y. Wang, Wang, Wang, Zhao, & Xia, 2015).
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Durch das GFP konnten transfizierte Zellen mittels FACS in Einzelzellablagen sortiert
werden. Nachdem aus einzelnen Zellen Kolonien herangewachsen waren, wurde
Uberprift, welche Zellkolonien das ERas Protein nicht mehr bildeten und Mutationen
der DNA im Bereich der guide-RNA Sequenzen bestimmit.

Zuerst wurden Western Blots zur Detektion von ERas in den potenziell mutierten
E14TG2a ESC Klonen durchgefuhrt (Abbildung 4.17). Dabei konnte in den meisten

Zelllinien kein ERas Protein mehr nachgewiesen werden.
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Abbildung 4. 17: CRISPR-Cas9-vermittelte Mutation und Knockout von ERas in ESC. Aus
den EpCAM/ERas-DKO-Zelllinien wurden Proteinlysate hergestellt und anschlieRend Western
Blots mit ERas-Primarantikbrpern durchgefiihrt. Als Ladungskontrolle diente GAPDH. ERas hat
eine Grole von 24kDa und wird bei ca. 29kDA detektiert, wahrend GAPDH eine Groe von
35,8kDa besitzt und bei 39kDa detektiert wird.
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Nachdem auf Protein-Ebene festgestellt wurde, welche Klone kein ERas exprimieren,
wurde mit einem Annealing-Experiment auf DNA-Ebene nachgepruft, welche Klone
eine Mutation im ERAS Gen tragen. Dazu wurde die genomische DNA isoliert und die
ERas-Sequenz durch nested PCR amplifiziert. Dann wurde mit einer Elektrophorese in
1,5%igen Agarosegel Uberpruft, ob nur eine einzelne Bande sichtbar ist, was auf ein
spezifisches PCR-Produkt hinweist. Anschlielend wurden die PCR-Produkte
denaturiert, um sie dann in einem Reagenzgefald mit sich selbst und in einem zweiten
Ansatz mit wildtypischer DNA zu renaturieren. Die renaturierten Nukleinsauren wurden
anschlieend in einer 8% PAGE aufgetrennt.

Nicht durch fremde DNA kontaminierte Proben bildeten bei Annealing mit sich selbst
eine einzige Bande (siehe Abbildung 4.18). Bei Annealing von ERas mutierter DNA und
wildtypischer DNA entstanden aufgrund unterschiedlicher Basensequenzen,
Doppelstrange mit unterschiedlicher Sekundarstruktur, die bei der Gelelektrophorese
langsamer durch das Gel wandern. In diesem Falle waren im Gel mehrere Banden zu
erkennen. Dabei entspricht eine Bande den gepaarten DKO-WT-Einzelstrangen und
jeweils eine Bande den homolog gepaarten WT-WT und DKO-DKO-Einzelstrangen.

Abbildung 4. 18: Nachweis der mutierten ERas DNA durch Annealing mit wildtypischer
DNA. Nach Denaturierung der mutierten ERas DNA wurde diese mit sich selbst und mit WT-
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DNA renaturiert. Im linken Teil der Abbildungen sind die Ergebnisse der Elektrophorese nach
Renaturierung der mutierten ERas-Einzelstrange mit sich selbst zu sehen. Im rechten Teil der
Abbildungen ist die Elektrophorese nach Renaturierung der jeweiligen mutierten ERas-
Einzelstrange mit wildtypischen ERas-Einzelstrangen zu sehen.

Zuletzt sollte durch Sequenzierung die genauen Mutationen im ERAS Gen ermittelt
werden. Die Sequenzierung wurde als Auftragsarbeit von GATC-biotech durchgefiuhrt.
Wenn die Cas 9 Nuklease einen Doppelstrangbruch (DSB) induziert, hat die Zelle zwei
Reparaturmoglichkeiten: die homologe Rekombinationsreparatur (HDR, homology-
directed repair) und die nicht-homologe Verbindung von DNA-Enden (NHEJ, Non
homologus end-joining). Eine Reparatur von DSB ist notwendig, da Zellen mit DSB den
G1-Kontrollpunkt im Zellzyklus nicht passieren konnten. Der Zellzyklus kann in diesen
Fallen auch verlangsamt werden, um der Zelle ausreichend Zeit zu geben ihren DNA-
Schaden zu reparieren oder, sollte eine Reparatur nicht moglich sein, Apoptose zu
induzieren. Fur die homologe Rekombinationsreparatur wird die Schwesterchromatide
als Matrize benotigt.
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Abbildung 4. 19: Die homologe Rekombination (McGrew & Knight, 2003)

Da die verwendeten ESC aus einer mannlichen Blastozyste stammen und das ERas-
Gen auf dem X-Chromosom lokalisiert ist, lag in den verwendeten Zellen nur ein ERas
Allel vor, welches fur einen homozygoten Knockout mutiert werden muss. Aufgrund des
Fehlens eines zweiten Alles stand zudem nur eine nicht-homologe Verbindung der DNA
Enden als Reparaturmechanismus fur die Zellen nach Mutation des ERas-Allels zur
Verfugung. Dabei werden die freien DNA-Enden von den heterodimeren
Proteinkomplexen Ku70 und Ku80 erkannt. Diese Komplexe fuhren die DNA-abhangige
Proteinkinasen (DNA-PKs) an die Bruchstelle heran, wo sie einen weiteren Teil des
Komplexes, die Endonuklease Artemis phosphorylieren. Diese spaltet die freien Enden
versetzt, so dass die gegenuberliegenden Enden Uberhangend sind. DNA-

Polymerasen und Ligasen konnen die Bruchstelle dann verschlieBen. Diese
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Reparaturmethode wird ohne Matrize bewerkstelligt und ist deshalb im Vergleich zu den
anderen Reparaturmethoden fehlerhaft.

Mit Hilfe der Sequenzierungsergebnisse konnte die Zahl deletierter Basen durch einen
Vergleich mit der Wildtypsequenz ermittelt werden. Aullerdem konnte durch in silico
Translation der Sequenz die Lange der Aminosaure bis zum Stop-Codon berechnet
werden. Die Tabelle 21 zeigt die Sequenzierungsergebnisse.

Die Translationsprodukte sind durch das verfruhte Stop Codon kurzer als das
wildtypische ERas Protein.

Tabelle 21: Anzahl deletierter Basenpaare und resultierende ERas Proteine nach
CRISPR-Cas9 Knockout. Die Tabelle zeigt die in dieser Arbeit verwendeten
EpCAM/ERas DKOs, die Anzahl der durch die CRISPR-Cas-9-Mutation deletierten
Basen und die Lange des entstehenden ERas-Genprodukts.

Bp deleted aa
WT - 227
56/12 2 52
56/224 1 87
58/11 6 50
58/224 11 83
114/1 (D2)
114/2 (D5)
118/11 2 81
118/21 6 84

Das ERas-Protein in voller Lange besteht aus 227 Aminosauren. In der Zelllinie 56/12
kam es durch die Deletion von zwei Basenpaaren zu einer Verkurzung des Proteins auf
eine theoretische Grofe von 52 Aminosauren. Das ERas-Protein in der Zelllinie 56/224
hatte nach Deletion von einem Basenpaar eine Lange von 87 Aminosauren, in der
Zelllinie 58/11 nach Deletion von 6 Basenpaaren eine Lange von 50 Aminosauren, in
der Zelllinie 58/224 nach Deletion von 11 Basenpaaren 83 Aminosauren, in der Zelllinie
118/11 nach Deletion von zwei Basenpaaren 81 Aminosauren, in der Zelllinie 118/21
nach Deletion von 6 Basenpaaren 84 Aminosauren. Die EpCAM/ERas DKO-Klone
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114/1 und 114/2 wurden bereits in einer anderen Arbeit beschrieben (Sarrach et al.
2018). Zuletzt wurden die verwendeten EpCAM/ERas-DKOs erneut auf inre EpCAM
und ERas-Expression Uberpruft. Da EpCAM ein Transmembranprotein wurde es mit
Durchflusszytometrie nachgewiesen (Abbildung 4.20 A und B). ERas wurde als
intrazellulares Protein durch Western Blot nachgewiesen (Abbildung 4.20 C). Auch auf
Proteinebene konnte in den EpCAM/ERas-DKOs keine ERas-Expression mehr nach-
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Abbildung 4. 20: Doppelknockout von EpCAM und ERas in ESC Linien. (A)
Durchflusszytometrie von WT und dem DKO-#58/11 im Vergleich (B) Saulendiagramm

zeigt die Ergebnisse der Durchflusszytometrie von Wildtyp und EpCAM/ERas-KOs nach
EpCAM-Farbung. Fur jede Zelllinie ergab ist der Quotient der EpCAM-Farbung und der
Kontroll-Farbung dargestellt. (C) Western Blot der EpCAM /ERas-DKOs mit ERas-
Primarantikorpern, als Ladungskontrolle diente GAPDH .

gewiesen werden. Um eine allgemeine Einschatzung der Differenzierungsfahigkeit der
EpCAM/ERas-DKOs vornehmen zu kénnen, wurden diese 10 Tage lang spontan in
Hanging Drops differenziert und anschlieRend der Anteil kontrahierender EBs bestimmt

(Abbildung 4.21).
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Abbildung 4. 21: Untersuchung der kardiomyozytaren Differenzierung in EpCAM/ERas-
DKOs. WT und EpCAM/ERas-DKOs wurden 10 Tage lang in EBs spontan differenziert. Das
Diagramm zeigt fur jede Zelllinie den Anteil der kontrahierenden EBs. Dargestellt sind die
Mittelwerte und Standardabweichungen aus drei unabhangigen Experimenten. Es wurde die
Signifikanz der Veranderung des kontrahierenden Anteils der EBs in den einzelnen KO-

Anteil kontrahierender EBs in %
8
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Zelllinien an Tag 10 im Vergleich zur Anzahl kontrahierender wildtypischer EBs berechnet. Die
Berechnung der statistischen Signifikanz erfolgte mit ,one way“ ANOVA und Dunnett’s test.
* p<0,05, **p=<0,01, ***p=0,001

Der Anteil kontrahierender EBs im WT betrug 94%, in CC-#56 0,17%, in DKO-#56/12
15%, in DKO-#56/224 21%, in CC-#58 94,37%, in DKO-#58/11 54%, in DKO-#58/224
32%, in CC-#114 8,36%, in DKO-#114/1 32% in DKO-#114/2 0%, in CC-#118 92,68%,
in DKO-#118/11 0%, in DKO-#118/21 21%.

Eine Reduktion der Bildung kontrahierender Kardiomyozyten war in den EpCAM-Kos
zu beobachten, in denen der alleinige EpCAM-Verlust keinen Einfluss auf die
kardiomyozytare Differenzierung hatte. In DKO-#58/11 und DKO-#58/224 fand sich im
Vergleich zu CC-#58 eine Reduktion des Anteils kontrahierender EBs um 42,72 bzw.
66,06%. In DKO-#118/11 und DKO-#118/21 zeigte sich im Vergleich zu CC-#118 eine
Reduktion des Anteils kontrahierender EBs um 92,68% bzw. 77,34%.
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4.5. Auswirkung des EpCAM-Verlustes auf die Proliferation von
ESC

G2-Kontrollpunkt

G0-Phase
OG1 Phase
B SPhase
B G2 Phase
Synthese von
Zellbestandteilen, B M Phase
Zellwachstum,
Vorbereitung auf
Mitose
Zelle synthetisiert
Gi1-Kontrollpunkt | Proteine, die fir die S
Phase benétigt
DNA-Replikation, Synthese von werden , Zellwachstum

ANA und Proteinen

Abbildung 4. 22: Der Zellzyklus. Um ein unkontrolliertes Wachstum von Zellen zu verhindern,
sind Kontrollpunkte in den Zellzyklus eingebaut. Am G1 Kontrollpunkt wird die GroRRe der Zelle
kontrolliert, die Integritdt der DNA und die Verfugbarkeit von Substarten fir die Replikation der
DNA und die Synthese zellularer Proteine. Am G2 Kontrollpunkt wird erneut die GréRRe der Zelle
und die Fehlerfreiheit und Vollstandigkeit der DNA-Replikation tberprift (Barnum & O'Connell,
2015).

Ob Stammzellen und Tumorzellen den Zellzyklus durchlaufen, wird durch ein
Zusammenspiel von Protoonkogenen und Tumorsuppressorgenen reguliert (Pardal,
Molofsky, He, & Morrison, 2005). Wahrend Protoonkogene die Zellen zur Proliferation
veranlassen, wird diese, um eine neoplastische Proliferation zu verhindern, durch die
Wirkung von Tumorsuppressorgenen gebremst. Im Verlauf der Entwicklung andert sich
das Gleichgewicht. Wahrend adulte Stammzellen meistens quieszent sind (Cheng et
al., 2000), vermehren sich embryonale Stammzellen schnell u.a. durch den
funktionellen Einfluss von Protoonkogenen. Manche dieser Protoonkogene wie z.B. c-
Myc konnen von EpCAM reguliert werden (Maaser & Borlak, 2008; Munz et al., 2009;
Munz et al., 2004). Huang et al. (2011) zeigten aul’erdem, dass EpCAM Uber dessen
intrazellulare Domane EplCD die Expression von p53 und dem nachgeschalteten p21

reduzieren kann.

79



4.Ergebnisse

Auch in murinen ES Zellen wird die Proliferation durch Knockdown von EpCAM
reduziert (Gonzalez et al., 2009).

4.5.1. Untersuchung der Proliferation durch Zellzdhlung

Fur den folgenden Teil der Arbeit wurde die Proliferation der oben beschriebenen
EpCAM-KO-Zelllinien untersucht. Zur Bestimmung der Zellzahl im Hamocytometer
wurden 10.000 Zellen/well in 6 well Platten ausgesat. Um die Zuverlassigkeit der
Ergebnisse zu erhohen, wurden die Zellen in Duplikaten ausgesat und das
arithmetische Mittel beider Ergebnisse berechnet. Die gezeigten Grafen sind die
Ergebnisse von drei unabhangigen Experimenten. Die Experimente wurden unter
Pluripotenzbedingungen (+Lif) und Differenzierungsbedingungen (-Lif) durchgefuhrt.
Die Proliferation der Zellen wurde nicht nur von der EpCAM-Expression beeinflusst,
sondern auch von der Anwesenheit von LIF, einem IL-6-Typ Zytokin. Ohne LIF-Zusatz
proliferieren die Zellen langsamer (Abbildung 4.23) (Gonzalez et al., 2009).

3500000

3000000 T
2500000
2000000
1500000
1000000
500000
0

WT+UF WT-UF

Zellzahl

Abbildung 4. 23: Murine embryonale Stammzellen die unter LIF kultiviert wurden,
proliferierten schneller als nach LIF-Entzug. An Tag 0 wurden jeweils 10.000 Zellen
ausgesat. Eine Gruppe wurde unter LIF kultiviert, die andere unter LIF-Entzug. An Tag 5 wurde
die absolute Zellzahl im Hamocytometer ermittelt. Dargestellt sind die Mittelwerte und
Standardabweichungen aus drei unabhangigen Experimenten. Die Berechnung der
statistischen Signifikanz erfolgte mit dem zweiseitigen t-test.

* p<0,05, **p=<0,01, ***p=0,001

Zunachst wurden nur die wildtypischen Zellen gezahlt, die 5 Tage mit und ohne LIF
kultiviert wurden. Die Zellen die mit LIF kultiviert wurden erreichten eine Zellzahl von
3,6 x 108, die Zellen, welche ohne LIF kultiviert wurden erreichten nur eine Zellzahl von
2,5 x 108 (Abbildung 4.23).
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AnschlieBend wurden zusatzlich die EpCAM KOs mit initialer Zellzahl von 10.000
Zellen/well ausplattiert und taglich die Zellzahl bestimmt (Abbildungen 4.24 und 4.25).
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Abbildung 4. 24: Unter Pluripotenzbedingungen zeigt sich in vier von sechs Klonen eine
signifikant (p<0,05) verminderte Zellteilungsrate. . Dargestellt sind die Mittelwerte und
Standardabweichungen aus drei unabhangigen Experimenten. Es wurde die Signifikanz des
Unterschieds der absoluten Zellzahlen der EpCAM KOs gegen die Zellzahl des WT am selben
Tag berechnet. Die Berechnung der statistischen Signifikanz erfolgte mit dem zweiseitigen t-
test.

* p<0,05, **p=<0,01, ***p=0,001

Unter Pluripotenzbedingungen erreichten WT E14TG2a ESC Zellen nach 5 Tagen eine
Zellzahl von 3,6 x 108, CC-#56 erreichte eine Zellzahl von 1,6x 108, CC-#58 erreichte
eine Zellzahl von 3,6 x 108, CC-#62 erreichte eine Zellzahl von 2,2 x 108, CC-#114
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erreichte eine Zellzahl von 2,2 x 10%, CC-#118 erreichte eine Zellzahl von 3 x 10°, CC-

#138 erreichte eine Zellzahl von 1,5 x 108
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Abbildung 4. 25: Auch unter Differenzierungsbedingungen zeigte sich eine verminderte
Proliferation. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen aus drei
unabhangigen Experimenten. Es wurde die Signifikanz der Veranderung der Zellzahlen der
EpCAM KOs gegen die Zellzahl des WT am selben Tag berechnet. Die Berechnung der
statistischen Signifikanz erfolgte mit dem zweiseitigen t-test.

* p<0,05, **p<0,01, ***p=<0,001

Nach LIF Entzug erreichten WT E14TG2a ESC Zellen nach 5 Tagen Proliferation eine
Zellzahl von 2,5 x 108, CC-#56 erreichte eine Zellzahl von 0,25 x 108, CC-#58 erreichte
eine Zellzahl von 2,1 x 108, CC-#62 erreichte eine Zellzahl von 0,25 x 10%, CC-#114
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erreichte eine Zellzahl von 0,4 x 10%, CC-#118 erreichte eine Zellzahl von 2,1 x 108,
CC-#138 erreichte eine Zellzahl von 0,47x 1068.

Die verwendeten EpCAM KO E14TG2a ESC Zelllinien zeigten also eine im Vergleich
zu wildtypischen Zellen verminderte Zellteilungsrate. Dieser Unterschied war, mit
Ausnahme der Klone #58 und #118, in allen analysierten EpCAM-defizienten ESC
Linien signifikant. Die Wachstumskurven bestatigen auf3erdem, dass in den 5 Tagen
die Zellen unter LIF starker proliferieren als die Zellen ohne LIF (Abbildungen 4.24 und
4.25). Zudem ist an den Wachstumskurven der EpCAM-defizienten Zelllinien zu sehen,
dass 4 von 6 Linien unter Differenzierungsbedingungen (-LIF) bereits nach 3-4 Tagen
ein Plateau erreichen (Abbildung 4.25).

4.5.2. Untersuchung der Proliferation mittels CFSE Farbung

Zur Bestatigung der Ergebnisse der Zellzahlung wurden die Zellen als Nachstes mit
CFSE gefarbt. Wie in Kapitel 3 beschrieben, ist es moglich durch den fortschreitenden
Fluoreszenzverlust von CFSE auf die Proliferation markierter Zellen zu schliel3en.
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Abbildung 4. 26: Nachweis der Proliferation mittels CFSE-Farbung. (A) zeigt die
proliferationsabhangige Fluoreszenzabnahme der Zellen anhand von zwei Beispielen:
Wildtypische ESC und EpCAM Knockout Klon #56). Die linke Spalte zeigt den Verlauf der
Fluoreszenzabnahme (von rechts nach links) von Wildtyp und des EpCAM-KO-Klons #56 unter
+LIF Bedingungen. Die rechte Spalte das zeigt gleiche unter —LIF Bedingungen. Die Messung
beginnt direkt nach dem Farbeprozess an Tag 0 (gruin gefillite Diagramme) und geht Gber Tag
1 bis 3 (schwarze Linie). Die Kontrollen sind hier ungefarbte Zellen. Die graue Linie zeigt die
Eigenfluoreszenz der Zellen. (B) Die Balken des Saulendiagramm zeigen jeweils den
Quotienten der (Fluoreszenz einer Zelllinie an Tag 0 / Tag3): (die Fluoreszenz der Wildtypzellen
an Tag 0 / Tag 3. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen aus drei
unabhangigen Experimenten. Es wurde die Signifikanz der Fluoreszenzabnahme in den
EpCAM KOs an Tag3 im Vergleich zur Fluoreszenzabnahme im WT berechnet. Die
Berechnung der statistischen Signifikanz erfolgte mit ,one way“ ANOVA und Dunnett’s test.

* p<0,05, **p<0,01, ***p=<0,001

Im Vergleich zu wildtypischen Zellen E14TG2a ESC Zellen zeigte sich nach 5 Tagen
unter Pluripotenzbedingungen ein um 44,2% geringerer Fluoreszenzverlust in CC-#56,
ein um 5,8% erhohter Fluoreszenzverlust in CC-#58, ein um 45,2% geringerer
Fluoreszenzverlust in CC-#62, ein um 46,8% geringerer Fluoreszenzverlust in CC-
#114, ein um 7,5 % erhohter Fluoreszenzverlust in CC-#118, ein um 49% verminderter
Fluoreszenzverlust in CC-#138. Unter Differenzierungsbedingungen war der
Fluoreszenzverlust in CC-#56 um 56,4%, in CC-#58 um 10,4%, in CC-#62 um 57,1%,
in CC-#114 um 61,2%, in CC#118 um 4,5%, in CC-#138 um 52,8% vermindert im
Vergleich zum WT.

4.5.3. Quantifizierung der EB-Grofle

Als nachstes sollte untersucht werden, ob sich die unterschiedliche

Proliferationsfahigkeit auch in der Grof3e der EBs niederschlagt. Dazu wurden EBs nach

5 Tagen spontaner Differenzierung ausgemessen. Wildtypische EBs erreichten nach 5

Tagen spontaner Differenzierung eine durchschnittliche Grofde von 466 um (Abbildung
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4.27). Im selben Zeitraum generierte der E14TG2a ESC Klon CC-#56 EBs mit einer
Grofde von 321um, CC-#58 EBs mit einer GroRe von 448um, CC-#62 EBs mit einer
Grofde von 294um, CC-#114 EBs mit einer Grof3e von 324um, CC-#118 EBs mit einer
GroRe von 467um, CC-#138 EBs mit einer GroRe von 321um. Im Einklang mit den
Ergebnissen der Zellzahlung und CFSE-Farbung bildeten unter den EpCAM-KOs die
langsamer proliferierenden Zelllinien kleinere EBs als schneller proliferierende Zelllinien
(Abbildung 4.26).

Auf die Morphologie der EBs wird genauer in Kapitel 4.6 eingegangen.

Da die Zelllinien, die kleinere EBs bildeten auch seltener kontrahierende
Kardiomyozyten enthielten, stellte sich die Frage, ob es einen kausalen
Zusammenhang zwischen der GrofRe und der Differenzierung der EBs gibt. Hwang et
al. (2009) ist es gelungen durch die Verwendung speziell angefertigter Microwells die
EB-Grolle mechanisch genau festzulegen. Dabei stellte sich heraus, dass mit der
GroRe des Microwells und damit des EBs die Differenzierung der Zellen in den EBs
gesteuert werden konnte. GroRere EBs (>450um) bildeten verstarkt Kardiomyozyten.
Kleinere EBs (<150um) verstarkt Endothelzellen. Aul3erdem zeigte sich eine von der
EB GrolRe abhangige Expression von Proteinen bestimmter nicht-kanonischer WNT-
Signalwege. Dieselben Proteine der WNT Signalwege zeigen auch wahrend des
normalen Wachstums der EBs eine dynamische Expression. Anfangs wird WNT5a
exprimiert, das im Verlauf der Groldenzunahme herunterreguliert wird, wahrend die
WNT11 Expression zunimmt. Die Herunterregulation von WNT5a scheint dabei
besonders wichtig zu sein, um es mesodermalen Zellen zu erlauben zu Kardiomyozyten
zu differenzieren. Auch in unserem Labor wurde die WNT 11 Expression der EpCAM-
defizienten Zellen untersucht. Nach 10 Tagen spontaner Differenzierung in EBs
exprimierten die grol3eren, kontrahierenden EBs mehr WNT-11 als die kleineren, nicht
kontrahierenden EBs (Promotionsarbeit Yuanchi Huang).
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Abbildung 4. 27: Langsamer proliferierende Zelllinien bilden kleinere EBs.

Zu Beginn des Experiments wurden 1000 Zellen fur die Herstellung jedes EB verwendet.
Nach finf Tagen spontaner Differenzierung in Hanging Drops wurden EBs fotografiert und mit
Image J ausgemessen. (A) zeigt jeweils einen reprasentativen EB jeder Zelllinie. (B)
Saulendiagramm mit EB-Durchmessern in pm. Dargestellt sind die Mittelwerte und
Standardabweichungen aus drei unabhangigen Experimenten mit jeweils 3 EBs pro Ansatz und
Linie. Es wurde die Signifikanz der EB-GrofRenveranderung bei EpCAM defizienten EBs im
Vergleich zu WT EBs nach funf Tagen spontaner Differenzierung berechnet. Die Berechnung
der statistischen Signifikanz erfolgte mit ,one way“ ANOVA und Dunnett’s test.

* p<0,05, **p<0,01, ***p=<0,001

Auch das kleine G-Protein ERas ist an der Proliferation muriner ES Zellen beteiligt.
ERas-defiziente Zellen zeigen eine geringere Proliferation und bilden kleinere Teratome
als Zellen, die ERas exprimieren (Takahashi et al., 2005). Da EpCAM und ERas beide
an der Proliferation von Stammzellen beteiligt sind, sollte untersucht werden, ob durch
ein Doppelknockout, diejenigen Zelllinien, welche nach alleinigem EpCAM-Verlust
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weiterhin normal proliferierten in ihrer Proliferationsfahigkeit gehemmt werden kdnnen.
Deshalb wurden EpCAM-ERas-DKOs fur 10 Tage spontan differenziert und
anschlie3end ihr Durchmesser ausgemessen. Wildtypische EBs zeigten nach 10 Tagen
spontaner Differenzierung einen Durchmesser von 466 um, EBs aus DKO-#56/12 einen
Durchmesser von 310um, EBs aus DKO-#56/224 einen Durchmesser von 288um, EBs
aus DKO-#58/11 einen Durchmesser von 401um, EBs aus DKO-#58/224 einen
Durchmesser von 362um, EBs aus DKO-#114/1 einen Durchmesser von 354um, EBs
aus DKO-#114/2 einen Durchmesser von 262um, EBs aus DKO-#118/11 einen
Durchmesser von 284um, EBs aus DKO-#118/21 einen Durchmesser von 394um
(Abbildung 4.28 A).

DKO-#58/11 und DKO-#58/224 bildeten im Vergleich zu CC-#58 jeweils um 10,44%
und um 19,29% kleinere EBs. Die aus den Doppelknockouts DKO-#118/11 und DKO-
#118/21 generierten EBs waren im Vergleich zur Ursprungslinie CC-#118 um jeweils
39,1% und 15,7% kleiner (Abbildung 4.28 B).
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Abbildung 4. 28: Nach ERas-KO zeigen die Zelllinien, deren EpCAM-KO die EB-GroRe
nicht signifikant beeinflusst hatte eine Reduktion der EB-GroRe. 500 Zellen wurden zur
Herstellung von Hanging Drops zu Beginn des Experiments verwendet. Nach 5 Tagen
spontaner Differenzierung in Hanging Drops wurden EBs aus EpCAM-ERas-DKOs fotografiert
und abgemessen. In 3 unabhangigen Experimenten wurden jeweils 3 EBs ausgemessen. (A)
Darstellung der EB-Durchmesser der EpCAM/ERas DKOs im Vergleich zu WT. (B) Vergleich
von EpCAM/ERas-DKOs mit EpCAM-KOs. Dargestellt sind die Mittelwerte und
Standardabweichungen aus drei unabhangigen Experimenten mit jeweils 3 EBs pro Ansatz und
Linie. Es wurde die Signifikanz des Grofienunterschiedes EpCAM/ERas defizienter EBs gegen
WT (A) und EpCAM/ERas defizienter EBs gegen EpCAM EBs (B) an Tag 5 spontaner
Differenzierung berechnet. Die Berechnung der statistischen Signifikanz erfolgte mit ,one way*
ANOVA und Dunnett’s test.

* p<0,05, **p<0,01, ***p=<0,001
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4.6. Effekte des EpCAM-Verlusts auf die EB-Struktur

4.6.1. EpCAM Expression bei spontaner Differenzierung in EBs

Embryonale Stammzellen aggregieren spontan zu Spharoiden bzw. Embryoid Bodies
(EBs), wenn sie auf nicht- adharenter Oberflache wachsen wund unter
Differenzierungsbedingungen kultiviert werden (Kurosawa, 2007).

Nach E-Cadherin vermittelter Aggregation differenzieren die aul3en liegenden Zellen
des EBs zu primitivem Endoderm (Esner, Pachernik, Hampl, & Dvorak, 2002) und
bilden eine Basalmembran (X. Li et al., 2001). Kontakt zur Basalmembran ermoglicht
es der Zellschicht unter dem primitiven Endoderm zu Uberleben, wahrend die Zellen im
Inneren des EBs apoptotisch werden (Coucouvanis & Martin, 1995). Die uberlebenden
Zellen werden zu primitivem Ektoderm und durchlaufen die Gastrulation, ein Prozess

aus dem Ektoderm, Mesoderm und Endoderm hervorgehen.

’Viszerales
. .~~~ Endoderm

____Basalmembran

Abbildung 4. 29: Skizze eines EB an Tag 5 der Differenzierung nach Rodda et al. (2002)
(S. J. Rodda, Kavanagh, Rathjen, & Rathjen, 2002)

Auch in EBs entsteht unter dem Einfluss von WNT3A eine anterioposteriore Polaritat
und eine Primitivstreifen-ahnlichen Region (ten Berge et al., 2008). Bei groReren EBs
konnen bis zu 2 dieser WNT3A-exprimierenden Regionen in EBs entstehen. Unter dem
Einfluss von WNT3A durchlaufen Zellen in diesem Bereich eine EMT und bilden
Mesendoderm, was durch den Nachweis der Expression von Brachyury (ein direktes
Zielgen des WNT Signalweges (Yamaguchi, Takada, Yoshikawa, Wu, & McMahon,
1999) und Foxa2 gezeigt werden konnte (ten Berge et al., 2008). Im Gegensatz dazu
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stehen die Arbeiten von Murry und Keller (2008), die eine ungeordnete Differenzierung
im EBs postulieren.

In vivo entsteht der Primitivstreifen durch Interaktion zwischen Epiblast einerseits und
embryonalem Ektoderm und viszeralem Endoderm andererseits Uber Faktoren wie
Nodal, BMP4, WNT. ESC aus der inneren Zellmasse der Blastozyste sind nicht fahig
extraembryonale Gewebe zu bilden, deshalb liegen externe Faktoren im fetalen
Kalberserum (FCS) vor, die die Differenzierungsprozesse in vitro initiieren. Dieses stellt
aber eine Unsicherheit bei der in vitro Differenzierung dar (ten Berge et al., 2008), da
FCS verschiedene Wachstumsfaktoren in unbekannter Menge enthalt. Die im Serum
enthaltenen BMPs induzieren die WNT Expression im EB und dadurch die Entstehung
des Primitivstreifens.

Weitere Faktoren beeinflussen die EB Differenzierung, dazu gehoéren die Grol3e der
EBs, die Zelllinie, sowie die Tatsache dass manche ESC auch unter
Differenzierungsbedingungen pluripotent bleiben und damit die Differenzierungs-
Vorgange in den EBs storen (Kawahara et al., 2009).

EBs spiegeln die frihe embryonale Entwicklung von Saugern sehr gut wieder. Indem
die Expression bestimmter Marker in vivo in der Maus und in EBs verglichen wurden,
konnten Meilensteine der murinen embryonalen Entwicklung mit der Differenzierung in
EBs korreliert werden (Leahy, Xiong, Kuhnert, & Stuhlmann, 1999). Tag 0 bis 2 der 3D
Differenzierung muriner  embryonaler ~ Stammzellen  entsprechend  den
Entwicklungsstadien zwischen Implantation und Gastrulation des Mauseembryos an
den Tagen 4.5.-6.5. p.c. Die Gastrulation folgt an den Tagen 3-5 im EB, im
Mauseembryo an Tag 6.5.-7.5. p.c. Bereits nach 6 Tagen beginnt in den EBs die
Entstehung organtypischer Zellen, im Mauseembryo erst an Tag 7.5. p.c.
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Abbildung 4. 30: (A) Embryologie der Maus im Vergleich zur (B) Entwicklung von
Embryoid bodies (Leahy et al., 1999).

4.6.2. Veranderung der Oberflachenstruktur von EBs aus EpCAM-defizienten
E14TG2a ESC Zelllinien

Die in Abbildung 4.31 gezeigten EBs wurden durch die Hanging Drop Methode
gewonnen und unter dem Mikroskop fotografiert, solange sie sich noch in den ultra low
attachement plates befanden, um mechanischen Stress zu verhindern. EBs bestehend
aus wildtypischen ESC weisen eine glatte, stark strukturierte und kompakte Oberflache
auf (Abbildung 4.31 D,E,F. ). EpCAM-defiziente EBs hingegen sind durch eine
aufgeworfene Oberflache mit Ausstulpungen charakterisiert (Abbildung 4.31 A,B,C).
Bei einigen EBs haben sich die Zellen aus der auleren Schicht herausgelost.

Die Quantifizierung der Oberflachenveranderungen zeigt das Diagramm in Abbildung
4.32. Alle EpCAM KO-Klone bis auf CC-#58 =zeigen eine Storung der
Oberflachenstruktur. In den Klonen CC-#62,-#114 und-#138 war die
Strukturveranderung signifikant, in den Gbrigen Klonen deutet sich die Veranderung nur
an.

Auch in der Immunhistochemie sind Unterschiede des Oberflachenepithels zu erkennen
(Abbildung 4.31 C,F). Allerdings sind in der Immunhistochemie diese Unterschiede in

geringerem Ausmal} zu sehen, als auf den nativen Bildern, da die EBs hierfur in
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mehreren Schritten prapariert werden mussen und dabei teils erheblicher mechanischer
Belastung ausgesetzt werden. Es ist dennoch zu beobachten, dass EBs aus WT
E14TG2a ESC eine Schicht abgeflachter Zellen, ahnlich viszeralem Endoderm, als
Abgrenzung aufweisen. EpCAM-defiziente E14TG2a ESC wiederum wiesen eine
Auflockerung dieser Zellschicht auf mit einem Verlust der abgeflachten Zellen
(Abbildung 4.31F).

Die in EpCAM-defizienten E14TG2a ESC Zelllinien beobachteten Veranderungen der
Oberflachenstruktur wurden bereits im Zusammenhang mit GATA 4-defizienten EBs
beschrieben (Soudais et al., 1995). Das viszerale Endoderm entsteht wie das parietale
Endoderm aus dem primitiven Endoderm, das sich an der Oberflache der inneren
Zellmasse der Blastozyste befindet (Gardner, 1983). In EBs erscheint das viszerale
Endoderm als oberflachlich gelegenes einreihiges Epithel. Untersuchungen mit dem
Lichtmikroskop zeigten, dass GATA 4-defiziente EBs kein viszerales Endoderm bilden.
Die verminderte Expression von Genen, die als Marker des viszeralen Endoderms

gelten, bekraftigte den histologischen Befund (Soudais et al., 1995).
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Abbildung 4. 31: Oberflaichenstruktur von EBs aus wildtypischen ESC und EpCAM
Knockout ESC. (A), (B), (C) zeigt beispielhaft EpCAM-KOs. In (D), (E) und (F) sind zum
Vergleich WT abgebildet. (- C),(F) Nahaufnahmen des Oberflachenepithels von EpCAM KOs
und WT in H.E.-Farbung.(A),(D) 40fach (B),(E) 100fach, Nativaufnahmen (C),(F)200fache
VergréRerung, H.E.-Farbung, (=) unregelmalige Oberflache.
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Die Oberflache der EpCAM-defizienten EBs (Abbildung 4.31) zeigte eine Stérung der
Zelladhasion, was an die Darmpathologie der CTE erinnert. Ob tatsachlich die Zell-Zell-
Verbindungen der EBs gestort sind oder andere Veranderungen vorliegen, sollte durch
elektronenmikroskopische Untersuchungen abgeklart werden.
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Abbildung 4. 32: Oberflaichenstruktur wildtypischer EBs im Vergleich zu EBs aus
EpCAM-KO ESC. (A) Dargestellt sind reprasentative Aufnahmen der EpCAM-defizienten EBs
im Vergleich zu wildtypischen EBs. 40-fache Vergrofterung (B) Saulendiagramm zeigt den
Anteil der EBs mit Membranveranderungen. Wenn mehr als die Halfte des EB Randes eine
unregelmafige Oberflache zeigte, wurde das als Membranveranderung gezahit. Dargestellt
sind die Mittelwerte und Standardabweichungen aus drei unabhangigen Experimenten. Es
wurde die Signifikanz der Oberflachenunregelmafigkeit in EpCAM-KOs im Vergleich zum WT

berechnet. Die Berechnung der statistischen Signifikanz erfolgte mit ,one way“ ANOVA und
Dunnett’s test.

* p<0,05, **p<0,01, ***p=<0,001
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4.6.3. Vergleich der EpCAM-negativen 4T1-CTC und EpCAM-positiven 4T1

Tumorzelllinie

Neben einer Storung der Barrierefunktion von Epithelien ist die verminderte Adhasion
zwischen Zellen auch fur die Entstehung von Metastasen von grofl3er Bedeutung. Denn
damit Metastasen entstehen kdnnen, mussen sich Zellen vom Primartumor ablésen
(Kalluri & Weinberg, 2009).

Wie ESC koénnen auch Tumorzellen verwendet werden, um Spharoide herzustellen
(Halpern, Pejsachowicz, Febvre, & Barski, 1966). Dazu wurden, um einen ersten
Eindruck von der Zelladhasion zwischen Tumorzellen zu gewinnen, EpCAM-positive
4T1 und EpCAM-negative 4T1-CTC#1 verwendet (X. Liu et al., 2019). Als Indikator fur
die Adhasionsfahigkeit der Zellen wurde die Oberflache der Spharoide beobachtet. 4T1
Zellen sind Zellen eines invasiv wachsenden Mammakarzinoms der Maus, die in
Tierversuchen haufig spontan metastasieren. Die CTC#1 Linie (Circulating Tumor
Cells) wurden 4 Wochen nach subkutaner Injektion von 4T1 Zellen in die Flanke von
syngenen Balb/c Mausen aus dem Blut der Mause isoliert und expandiert.

Zunachst wurden die Spharoide aus 4T1 Zellen und CTCs auf 1% Agarosegel
hergestellt (Abbildung 4.33).
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Abbildung 4. 33: Vergleich der Spharoide aus EpCAM-positiven und EpCAM-negativen
Tumorzellen auf 1%igem Agarosegel (A) Reprasentative Spharoide der EpCAM positiven
4T1 Linie und der EpCAM negativen 4T1-CTC Linie 3 Tage nachdem je 500 Zellen ausplattiert
wurden. B) Aufbau eines Tumorspharoids. Modifiziert nach Lin und Chang (2008). Um die
zentrale Nekrose befindet sich ein Rand aus viablen Zellen. Die innere Schicht besteht aus
quiescenten Zellen, die aulere Schicht aus proliferierenden Zellen (R. Z. Lin & Chang, 2008).

Spharoide aus der parentalen EpCAM-positiven 4T1 Zelllinie sind durch eine glatte, klar
definierte dulRere Schicht charakterisiert. Spharoide aus EpCAM-negativen 4T1-CTC#1
bildeten jedoch an der Oberflache der Spharoide keinen geschlossenen Epithelverband
(Abbildung 4.33 A).

Als nachstes wurde die Hanging Drop Methode verwendet. Nach 5 Tagen Inkubation
wurden die resultierenden Spharoide fotografiert (Abbildung 4.34A-D). Die Bestimmung
der SpharoidgroRe zeigte einen 2,5-fach erhdhten Durchmesser von 4T1-CTC#1
Spharoiden im Vergleich zu 4T1 Spharoiden (Abbildung 4.34E).
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Abbildung 4. 34: GroRenbestimmung der Spharoide aus CTCs und 4T1-Zellen. Je 500
Zellen CTC oder 4T1 Zellen wurden zur Herstellung von Hanging Drops verwendet. Nach 3
Tagen wurden die Sphéaroide in Ultra low attachement plates Ubertragen. (A) 4T1, 40-fach, (B)
4T1, 100-fach, (C) CTC, 40-fach, (D) CTC, 100-fach. Jeweils 6 Spharoide wurden nach 5 Tagen
fotografiert, um den Durchmesser zu bestimmen E) Mittelwert und Standardabweichung des
Durchmessers von je 3 Tumorspharoiden aus 2 unabhangigen Experimenten. Die Berechnung
der statistischen Signifikanz erfolgte mit dem zweiseitigen t-test.
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* p<0,05, **p=<0,01, ***p<0,001

Neben dem GroRenunterschied sticht ein deutlicher Unterschied in der
Oberflachenbeschaffenheit hervor. Vergleichbar mit der Situation in EBs zeigen die
EpCAM-positiven Tumorspharoide eine glatte Oberflache, wahrend die EpCAM-
negativen Tumorspharoide durch eine deutlich unregelmalligere Oberflache
charakterisiert sind.

Nach 5 Tagen in Kultur sind die EpCAM-negativen Spharoide aus 4T1-CTC#1 fast
dreimal so grol3 wie die EpCAM-positiven EBs aus 4T1. Das ist anders als in den
Stammzellversuchen, allerdings handelt es sich bei 4T1 und CTCs um verschiedene
Zelltypen. 4T1-Zellen sind in Hanging Drops benachteiligt und bendtigen einen
Kulturboden auf dem sie haften konnen, wahrend CTCs ohne Kontakt zum Kulturboden
wachsen (M. Yu et al., 2014).
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5. Diskussion und Ausblick

5.1.EpCAM hat einen Einfluss auf die forcierte endodermale

Differenzierung von ESC

Das 1979 von Herlyn et al. erstmals beschriebene Protein EpCAM ist auf Epithelien und
in Karzinomen stark exprimiert (Gires, 2009; Herlyn et al., 1979; Munz et al., 2009).
Wahrend der normalen und malignen Differenzierung zeigt es eine dynamische
Expression (Balzar et al., 1999). In den Zellen der Blastocyste ist EpCAM hoch
exprimiert. Nach der Gastrulation ist EpCAM im viszeralen und parietalen Endoderm
hoch exprimiert, wahrend es im Mesoderm herunterreguliert wird (Sarrach et al., 2018).
In Mausen ist zu Beginn der Kardiogenese EpCAM-positives Endoderm dem EpCAM-
negativen Mesoderm eng benachbart (Sarrach et al., 2018), was fur die Induktion der
Kardiomyozyten via GATA-4 im Mesoderm wichtig ist (Holtzinger, Rosenfeld, & Evans,
2010).

Das primitive oder viszerale Endoderm entsteht direkt aus der inneren Zellmasse der
Blastocyste (Weber et al. 1999). Das VE bildet dann zunachst die epitheliale
Auskleidung des Dottersacks (Kadokawa et al. 1987) und befindet sich damit am Boden
des Epiblasten. Wahrend der Gastrulation werden endodermale Zellen zunachst in das
VE integriert. Im Verlauf werden mehr und mehr endodermale Zellen rekrutiert, die dann
das VE nach vorne und zur Seite verdrangen. Das VE tragt dadurch mit kleinem Anteil
zur Entstehung von Vorderdarm und Hinterdarm bei. Das DE entsteht aus Zellen des
Epiblasten und bildet die Epithelien des Darmrohres und assoziierter Organe wie Leber
und Pankreas. Die beiden Endodermtypen Uberschneiden sich bei der Expression
mancher Gene wie Sox17 (Kanai-Azuma et al., 2002) und GATA4 (Kuo et al., 1997).
Nach dem Knockout des EpCAM-Gens in murinen embryonalen Stammzellen zeigte
sich in 4 von 6 EpCAM-defizienten Zelllinien eine reduzierte Bildung von
Kardiomyozyten, was anhand der Quantifizierung kontrahierender EBs und der
Bestimmung der a-CAA- Expression nachgewiesen wurde (Sarrach et al., 2018). Die
Uberexpression von EpCAM flihrte einerseits zu einer gesteigerten Expression
endodermaler Marker wie AFP und Fn1, andererseits ebenfalls zu einer Hemmung der
Bildung von Kardiomyozyten (Sarrach et al., 2018).
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Um den Einfluss von EpCAM auf die endodermale Differenzierung zu untersuchen,
wurde der Effekt des EpCAM-Verlustes auf die endodermale Differenzierung tberpruft.
Durch die Zugabe von Retinsaure und b-FGF in das Kulturmedium wurde die
endodermale Differenzierung der Zellen gesteuert. Die Bestimmung der endodermalen
Marker FoxA2, AFP und Eomes bestatigte die endodermale Differenzierung der Zellen.
Zudem zeigte sich eine morphologische Veranderung der Zellen, die unter dem
Lichtmikroskop sichtbar wurde (Abbildung 4.2). Endodermale Zellen zeigten zahlreiche
Ausstulpungen der Zellmembran. Elektronenmikroskopische Untersuchungen haben
gezeigt, dass es sich bei den Protrusionen vor allem um Filopodien handelt (Garcia,
Arias, & Villar, 1995). In vivo dienen sie dazu uber Zell-Zell-Kontakte das prakardiale
Mesoderm zu steuern. Bereits England und Cowper (1975) haben beobachtet, dass
endodermale Zellen des Huhnerembryos in vivo Filopodien bilden, um Zellen des
Mesoderms zu kontaktieren.

Wie in Kapitel 4.1 beschrieben zeigte sich eine Abnahme der Expression endodermaler
Marker in EpCAM-defizienten ESC Linien. Das lasst eine Rolle EpCAMs in der
Differenzierung des definitiven Endoderms vermuten. Auch die Quantifizierung der
FoxA2 gefarbten Areale in EBs mithilfe des Quick Scores zeigte eine tendenzielle
Verminderung des Endoderms in EpCAM-defizienten EBs bei spontaner
Differenzierung (Abbildung 4.5).

FoxA2 wird wie EpCAM sowohl im viszeralen als auch definitiven Endoderm exprimiert
(Ang et al., 1993; Monaghan, Kaestner, Grau, & Schutz, 1993; Sarrach et al., 2018). Es
handelt sich dabei um einen Transkriptionsfaktor aus der Familie der Forkhead-Box-
Proteine. Bei der Entwicklung des definitiven Endoderms kann FoxA2 an einen
intronischen Enhancer von GATA4 binden und dadurch dessen Transkription steigern
(Schachterle, Rojas, Xu, & Black, 2012). GATA4 ist ein Mitglied der Familie der
Zinkfinger—Transkriptionsfaktoren, und neben dem definitiven und viszeralen
Endoderm auch in weiten Teilen des Mesoderms exprimiert (Arceci, King, Simon, Orkin,
& Wilson, 1993; Molkentin et al., 2000). Der Verlust eines GATA-Transkriptionsfaktors
ist embryonal letal (Ang et al., 1993; Kuo et al., 1997; Lentjes et al., 2016). Sie sind
sowohl an der Entwicklung des fruhen Endoderms, als auch an der Entwicklung von
Organen, die vom Endoderm abstammen beteiligt (Bossard & Zaret, 1998).

Auch EpCAM wird in endodermalen Zellen bendtigt, um zu Leberzellen zu
differenzieren, indem EpCAM Leber-induzierende WNT 2bb-Signale dereprimiert (H. Lu
et al., 2013).
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Aus der Kombination der Effekte von EpCAM-Uberexpression (Sarrach et al. 2018) und
den Folgen des EpCAM-Verlustes auf die endodermale Differenzierung lasst sich
schlussfolgern, dass EpCAM auch fur die Differenzierung von Endoderm notwendig ist.
Diese Beobachtungen haben aber auch Einschrankungen. In diesen Experimenten
wurde nur das definitive Endoderm betrachtet. Das viszerale Endoderm, das fur die
Entstehung von Herzmesoderm ebenso wichtig ist und sowohl EpCAM als auch ERas
exprimiert, wurde in den Experimenten von Kapitel 4.1.1 durch forcierte Expression
nicht untersucht. Ferner wird es notig sein durch eine Reexpression von EpCAM zu
zeigen, dass die beobachteten Effekte in EpCAM-Knockout Zelllinien nur auf den
Verlust des EpCAM-Gens zurlckzufluhren sind.

Schliel3lich handelt es sich um Experimente, die im Monolayer durchgefuhrt wurden.
Damit wurden die komplexen Zellinteraktionen einer dreidimensionalen Struktur
vernachlassigt. Ein Vorteil der gerichteten Differenzierung im Monolayer ist jedoch eine
homogenere Differenzierung in gewunschte Zelltypen im Vergleich zur spontanen
Differenzierung in 3D. Das ist darin begrindet, dass EBs nach spontaner 3D-
Differenzierung unterschiedliche Zelltypen beinhalten und aufgrund der
Diffusionsbarrieren im Spharoid die Konzentration der Chemikalien nach innen

abnimmt.

5.2. Mischkulturen von EpCAM-positiven und -negativen

Stammazellen

Das Endoderm tragt in vivo zur Entstehung von Mesoderm bei (Nijmeijer, Leeuwis,
DeLisio, Mummery, & Chuva de Sousa Lopes, 2009). In vitro ist es moglich durch die
Ko-Kultivierung von endodermalen Zellen und Stammzellen die Entstehung von
Kardiomyozyten zu steigern (Mummery et al., 2012).

Durch die Ko-Kultivierung von EpCAM-positiven wildtypischen E14TG2a ESC und
EpCAM-defizienten E14TG2a ESC Zellen sollte Uberpruft werden, ob wildtypische
Stammzellen, aus denen endodermale Zellen entstehen kdnnen, dazu in der Lage sind
in EpCAM-defizienten Stammzellen die Differenzierung zu Kardiomyozyten
anzustoRen. Das in Kapitel 4.1.3 beschriebene Experiment zeigte aber, dass die
Induktion der kardiomyozytaren Differenzierung in den EPCAM-KOs durch eine
Komplementation durch wildtypische E14TG2a ESC nicht moglich ist. Theoretisch

hatte man erwarten konnen, dass ein Teil der WT-Zellen zu Kardiomyozyten
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differenzieren. Da in jedem gemischten EB 250 wildtypische E14TG2a ESC sind, ware
dann die a-CAA Expression im Vergleich zu den reinen WT-EBs, die 500 WT-Zellen
enthielten, um ca. 50% reduziert gewesen. Doch tatsachlich war sie auf das Niveau
nicht-kontrahierender Zellen reduziert. Zum Vergleich dient hier die Negativkontrolle der
CC-#114-mCherry-EBs. Daraus lasst sich schlussfolgern, dass die EpCAM—defizienten
Zellen in den gemischten EBs die Differenzierung der wildtypischen Zellen gestort
haben, oder 250 wildtypische E14TG2a ESC Zellen in einem EB nicht ausreichend
sind.

Eine Ursache konnte eine Storung der mesodermalen Differenzierung in den EpCAM
KOs sein. Eine andere Ursache konnte eine allgemeinere Stérung der Differenzierung
der EpCAM-KOs sein, die die gesamte Differenzierung im EB stort, das heilt auch die
Differenzierung der wildtypischen Zellen im EB. Das erklart die verminderte Expression
von a-CAA in den wildtypischen Zellen aus gemischten EBs.

5.3. EpCAM hat einen Einfluss auf die forcierte mesodermale

Differenzierung von Stammazellen

Nachdem sich in den oben beschriebenen Ko-Kultur-Experimenten von wildtypischen
und EpCAM-defizienten E14TG20 ESC eine verminderte kardiomyozytare
Differenzierung zeigte wurden EpCAM-KOs auf ihre Fahigkeit mesodermal zu
differenzieren Uberpruft.

Zum Zeitpunkt E7.0 der murinen Embryonalentwicklung ist EpCAM in vivo in
mesodermalen Progenitoren herunterreguliert, wahrend es im Endoderm hoch
exprimiert ist (Sarrach et al., 2018). Die Uberexpression von EpCAM in ESC fiihrte zu
einer Reduktion der kardiomyozytaren Differenzierung in EBs. In Kapitel 4.2 wurde die
mesodermale Differenzierung der Stammzellen forciert. Durch die Zugabe von
Cyclopamine in das Kulturmedium wird der hedgehog-Signalweg gehemmt, durch das
CHIR wird der Abbau von R-catenin gehemmt (Kanke et al., 2014). Die Anreicherung
von R-catenin fuhrt zur Aktivierung kanonischer WNT-Signalwege (Bain et al., 2007).
Dadurch wird nicht nur die mesodermale Differenzierung beeinflusst, denn WNT hat
auch auf die Selbsterneuerung und Proliferation von Zellen Einfluss (Grigoryan, Wend,
Klaus, & Birchmeier, 2008; van Amerongen & Nusse, 2009). Wenn kanonisches WNT
an den entsprechenden Rezeptorkomplex bindet, der aus Frizzled und Mitgliedern der

LRP Rezeptor-Familie besteht, wird Uber die Aktivierung von Dishvelled ein 3-catenin
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Degradationskomplex gehemmt (MacDonald, Tamai, & He, 2009). Dieser Komplex
enthalt Axin, GSK3 und das APC (Kimelman & Xu, 2006). Letzteres rekrutiert das -
catenin zum GSK3-Axin-Komplex damit es von der GSK-3 phosphoryliert wird, um dann
im Proteasom abgebaut zu werden.

Nach chemischer Induktion einer mesodermalen Differenzierung wiesen EpCAM-
defiziente Zelllinien eine verminderte Expression des mesodermalen Markers brachyury
im Vergleich zum WT.

Da EpCAM aber in mesodermalen Zellen herunterreguliert wird und auch kein Einfluss
von EpCAM auf die mesodermale Differenzierung bislang beschrieben wurde, kommt
der Verlust von EpCAM in den betroffenen Zelllinien wahrscheinlich zu einem frihen
Zeitpunkt in der Differenzierung der Zellen zum Tragen (Kapitel 4.2). Alternativ ist es
vorstellbar, dass ein Verlust von EpCAM die Differenzierung von endodermalen Zellen
beeintrachtigt, welche die Reifung mesodermaler Zellen unterstitzen. Der EpCAM-
Verlust konnte somit nicht nur die endodermale Differenzierung, sondern auch die
mesodermale Differenzierung und damit die aus dem Mesoderm entstehenden
Kardiomyozyten beeinflussen.

Fur eine Quantifizierung des Mesoderms in EBs wurden diese nach 10 Tagen
spontaner Differenzierung mit Vimentin angefarbt. Hierbei zeigte sich kein Unterschied
zwischen wildtypischen EBs und solchen aus EpCAM-defizienten ESC. Dieses
Ergebnis widerspricht dem Ergebnis von Kapitel 4.2.1: Hier zeigte sich nach 5 Tagen
spontaner Differenzierung von EpCAM-defizienten E14TG20 ESC im Vergleich zu
wildtypischen E14TG2a ESC eine verminderte brachyury Expression. Das kann
mehrere Grunde haben. Erstens ist Vimentin kein ausschliel3lich mesodermaler Marker
(Franke et al., 1978; Schnitzer et al., 1981), so dass nicht nur mesodermale Zellen in
die Quantifizierung eingeflossen sind. Zweitens sind die gefarbten EBs das Ergebnis
spontaner Differenzierung. Das bringt eine erhOhte Variabilitat der Ergebnisse mit sich,
da die Differenzierung der EBs auch innerhalb einer Zelllinie variieren kann.

Erst durch weitere Experimente, u.a. die Re-Expression von EpCAM wird man eine
sichere Aussage Uber den kausalen Zusammenhang von EpCAM-Verlust und

mesodermale Differenzierung machen konnen.
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5.4. EpCAM-Verlust vermindert die Expression von

Pluripotenzmarkern in der gPCR

Nachdem sich eine Storung der endodermalen und mesodermalen Differenzierung in
EpCAM-defizienten Stammzellen gezeigt hatte, sollte die Pluripotenz dieser Zellen
anhand der Expression typischer Stammzellmarker Uberpruft werden.

EpCAM ist an der Aufrechterhaltung der Pluripotenz von ESC beteiligt, u.a. durch die
Hemmung der p53- und p21-Expression und Aktivierung des Oct4-Promotors (Huang
et al., 2011). Der Vergleich der Expression von Pluripotenzfaktoren Sox2, Oct4, Nanog
zeigte eine reduzierte Expression dieser Marker in EpCAM-defizienten Zellen unter
pluripotenten Bedingungen. Nach 5 Tagen Differenzierung zeigte sich dagegen eine
tendenziell erhohte Expression der Pluripotenzfaktoren im Vergleich zu differenzierten
WT E14TG20 ESC. Das suggeriert eine verminderte Potenz der EpCAM-defizienten
Zellen. Die erhohte Expression der Pluripotenzmarker nach 5 Tagen spricht dagegen
fur eine fehlende Differenzierungsfahigkeit der Zellen. Damit scheint die strikte
Regulation der Expression von EpCAM entscheidend fur die normale Differenzierung
von Zellen zu sein (Sarrach et al., 2018). Das wurde erklaren warum CC-#56, CC-#62,
CC-#114 und CC-#138 in ihrer Fahigkeit zu differenzieren eingeschrankt sind.
Allerdings zeigen auch die Zelllinien, die in den Differenzierungsversuchen in Kap 4.3.
und 4.4. nicht eingeschrankt waren (CC-#58 und CC-#118) diesen Phanotyp.

Auch wenn CC-#58 in der Sox2 Expression keinen signifikanten Unterschied zu WT
zeigt, sind in der Gesamtschau dieser qPCR Ergebnisse auch die Klone CC-#58 und-
#118 in der Expression der Pluripotenzmarker verandert.

Folglich konnen diese Ergebnisse den Unterschied zwischen den EpCAM-KO-Linien
bezlglich ihrer Differenzierungsfahigkeit nicht vollumfanglich erklaren.

Das konnte daran liegen, dass es sich um RT-gPCR Ergebnisse handelt und eine
Regulierung der Pluripotenzmarker auf posttranskriptioneller Ebene und Proteinebene

mit diesem Verfahren nicht untersucht werden kann.

5.5.EpCAM/ERas DKO inhibiert die spontane kardiomyozytare

Differenzierung

Nun stellte sich die Frage durch welchen Signalweg EpCAM Einfluss auf die
Differenzierung von Zellen nimmt. Da nur EpCAM in voller Lange Einfluss auf die
kardiomyozytare Differenzierung hat, wurde nach Interaktionspartnern von EpCAM
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gesucht, die alternative Signalwege ermdglichen. Nach Immunprazipitation und SILAC-
Markierung stellte sich in der Massenspektrometrie ERas als Interaktionspartner von
EpCAM heraus (Sarrach et al., 2018). Da 2 der 6 EPCAM-KOs keine Reduktion der
kardiomyozytaren Differenzierung zeigten, wurde zusatzlich das ERas-Gen
ausgeknockt, um eine mogliche kompensatorische Wirkung von ERas in diesen Klonen
zu untersuchen. Tatsachlich gelang es dadurch in den beiden Klonen eine Reduktion
der kardiomyozytaren Differenzierung zu induzieren. In den anderen EpCAM/ERas-
DKOs dagegen zeigte sich teilweise ein Anstieg des Anteils kontrahierender EBs im
Vergleich zu den EpCAM-KOs aus denen sie hergestellt wurden (Kapitel 4.4).

Die Ergebnisse konnen mit einer kompensatorischen Wirkung von ERas in den Klonen
CC-#58 und CC-#118 erklart werden, was dazu fuhrt, dass der Verlust von ERas in
diesen Klonen einen starkeren Effekt zeigt. Das geschieht aber vermutlich nicht tber
eine Storung der mesodermalen Differenzierung, denn nach zusatzlichem ERas-KO
zeigte sich in den Klonen DKO-#58/11 , DKO-#58/224, DKO-#118/11 und DKO-#118/21
keine verstarkte Inhibierung mesodermaler Differenzierung.

Zur Herstellung der DKOs wurde die CRISPR-Cas Technologie verwendet. Doch die
Modifizierung des Genoms mit CRISPR/Cas9 hat auch Nachteile. Ohne Sequenzierung
des gesamten Genoms ist es nicht moglich zu wissen, ob und wie viele off-target
Mutationen moglicherweise entstanden sind. Dadurch bleibt eine gewisse Unsicherheit
bestehen, ob beobachtete Effekte nach einem Genknockout ausschliel3lich auf das
Zielgen zuruckzufuhren sind, oder ob auch off-target Effekte das Ergebnis beeinflussen.
Am wichtigsten zur Vermeidung von off-target Effekten ist dabei die Spezifitat der
sgRNA (O'Geen et al., 2015).

Ferner kann CRSIPR/Cas 9 zu Doppelstrangbriuchen fuhren, aus denen Deletionen
resultieren, die sich Uber mehrere tausend Basenpaare erstrecken, was in sich
teilenden Zellen schwere Auswirkungen haben kann (Kosicki, Tomberg, & Bradley,
2018).

Auch aufgrund dieser unvorhersehbaren Effekte von CRISPR/Cas9 sollten durch
Rescue-Experimente, in denen EpCAM in EpCAM-defizienten Zellen reexprimiert wird,

die Vermutungen konsolidiert werden.
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5.6.EpCAM-Verlust verursacht eine Hemmung der Proliferation in
2D- und 3D-Kulturen

SchlieBlich wurde der Einfluss von EpCAM auf die Proliferation der Stammzellen
untersucht.

Zur Regeneration von Organen durch Gewebsstammzellen mussen sich die
Stammzellen im Rahmen einer transienten Amplifikation teilen. Dazu durchlaufen sie
den Zellzyklus (De Souza et al., 2007). Dieser besteht aus der Mitose (M-Phase) und
der darauffolgenden Interphase, die sich in G1, S und G2 Phase unterteilen |asst.
Differenzierte Zellen und ruhende, nicht terminal differenzierte Zellen befinden sich in
der GO Phase des Zellzyklus. Diesen Zustand konnen sie unter Umstanden wieder
verlassen. In den Zellzyklus sind Kontrollpunkte (checkpoints) eingebaut, die ein
unkontrolliertes Wachstum verhindern sollen (Barnum & O'Connell, 2015). Dieser
innere Regulationsmechanismus der Zelle, besteht aus Zyklinen und Zyklin-
abhangigen Kinasen (CDK), sowie exogenen Faktoren (z.B. PDGF,FGF,EGF, TGF,
IGF), die eine Zellproliferation durch intrazellulare Signalkaskaden steuern.
Extrazellulare Signale, i.e. Liganden der oben genannten Rezeptoren, konnen einen
Austritt aus der GO-Phase und einen Wiedereintritt in den Zellzyklus induzieren. Bei den
exogenen Faktoren handelt es sich um Liganden, die an Membranrezeptoren der Zelle
binden, meist Rezeptor-Tyrosinkinasen. Durch den nachfolgenden Signalweg Uben sie
eine regulatorische Funktion auf die Zyklin-abhangigen Kinasen aus. CDK werden in
der Zelle standig exprimiert, Zykline dagegen werden phasenspezifisch gebildet und
regulieren die Aktivitat der Kinasen, indem sie an diese binden und sich daraufhin die
Konformation des aktiven Zentrums der Kinasen verandert. Die Zyklin/CDK Komplexe
werden auf verschiedene Art und Weise reguliert (Loffler, Springer Verlag, Biochemie,
S.216 f.) (Prabhu et al., 1999). In vitro konnte gezeigt werden, dass die EpCAM
Expression zu einer Steigerung der c-Myc Expression und das wiederum zu einer
Hochregulierung der Zykline A und E sowie FABPs fuhrte (Munz et al., 2004). EpCAM
hat ferner einen direkten Einfluss auf die Expression von Zyklin D1, indem EplICD
Konsensussequenzen innerhalb des Zyklin D1-Promoters bindet und somit die
Expression des CCND1 Gens steigert (Chaves-Pérez et al. 2012). Die durch
Zellzahlung und CFSE-Farbung innerhalb der vorgelegten Promotionsarbeit
durchgefuhrten Experimente bestatigen die Rolle von EpCAM bei der Regulation der

Proliferation von Stammzellen.
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AuRerdem konnte eine verminderte Proliferation bei LIF-Entzug bestatigt werden. LIF
erhalt in der Zellkultur die Pluripotenz der Zellen, indem es an den LIF-Rezeptor bindet
(Gearing et al., 1991). Daraufhin wird die Rezeptoruntereinheit GP 130 (Glykoprotein
130) rekrutiert und bildet mit dem Rezeptor ein Heterodimer. Die Bindung des Liganden
LIF fuhrt zur Phosphorylierung konstitutiv assoziierter Januskinasen (JAK), die
wiederum den Signal Transducer and Activator of Transcription 3 (STAT3)
phosphorylieren und aktivieren. Am Ende dieser Signalkaskade steht die Dimerisierung
von phosphorylietem STAT3 und die Translokation in den Nucleus. Das aktivierte
STATS3 reguliert in murinen ESC sowohl die Differenzierung als auch die Proliferation
(Boeuf, Hauss, Graeve, Baran, & Kedinger, 1997). Im Zellkern wird eine Vielzahl von
Genen reguliert, auch solche, die uber positiven oder negativen Feedback den JAK-
STAT Signalweg beeinflussen. Die durch Zellzahlung gemessenen Ergebnisse der
Proliferation der EpCAM-defizienten Zelllinien wurden auf3erdem noch mit der Messung
der EB-Durchmesser bestatigt.

Auch das kleine G-Protein ERas hat einen positiven Einfluss auf die Proliferation in ESC
(Takahashi et al., 2005). Folglich wurde uberpruft, ob der Knockout des ERas-Gens
zusatzlich zum EpCAM-KO einen negativen Effekt auf die Proliferation der EpCAM-KOs
hat. Es zeigte sich, dass der Knockout des ERas Gens sich eher in den EpCAM-
defizienten Zelllinien auswirkt, in denen der EpCAM-KO nur geringen Einfluss auf die
EB-GroRe hatte, also CC-#58 und CC-#118. Das konnte damit zusammenhangen, dass
die ERas-Expression in diesen Zelllinien den EpCAM-Verlust kompensiert, was die
reduzierte EB-GrolRe nach ERas-KO erklaren wurde.

Trotzdem mussen weitere Experimente abklaren, ob die Ergebnisse zufallig auf die
Eigenschaften des einzelnen Klons zurtckzufuhren sind oder auf die mit CRISPR
induzierten Mutationen von EpCAM und ERas.

5.7. Auswirkung der Proliferation auf die Differenzierung

In den EBs, die aus langsamer proliferierenden Zelllinien hergestellt wurden, konnte

eine geringere WNT-11 Expression nachgewiesen werden (Sarrach et al., 2018). WNT-

11 begunstigt die Kardiogenese und die Expression von WNT-11 korreliert mit der EB-

GroRe (Hwang et al. 2009). In den kleineren EBs wurde eine geringere

kardiomyozytare Differenzierung detektiert. Damit konnte der EpCAM-Verlust Uber

WNT-11 die kardiomyozytare Differenzierung beeinflussen.

Allerdings ist nicht klar, ob die verminderte WNT11 Expression in kleineren EBs eine

direkte Folge des EpCAM-Verlustes ist. Die reduzierte WNT-11 Expression konnte auch
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eine Folge verminderter Proliferation sein und damit nicht direkt mit dem EpCAM-
Verlust zusammenhangen. Denn dann hatten auch andere Proteine, die die

Proliferation in den EBs beeinflussen, denselben Effekt auf die WNT 11 Expression.

5.8. EpCAM- KO verursacht Oberflachenveranderungen an EBs,

die an die CTE erinnern

Sowohl EpCAM als auch ERas sind in der auleren Zellschicht der EBs exprimiert, wo
das viszerale Endoderm lokalisiert ist (Leahy et al., 1999; Sarrach et al., 2018; Z. A.
Zhao et al., 2015). In dieser Zellschicht zeigten die aus EpCAM-defizienten ESC
hergestellten EBs morphologische Unterschiede im Vergleich zu wildtypischen EBs,
welche an eine EpCAM-assoziierte Darmpathologie erinnerten, die durch eine Stérung
des Oberflachenepithels gekennzeichnet ist, die congenital tufting enteropathy (CTE).

1978 wurden erstmals von Davidson et al. 5 Sauglinge beschrieben, die seit ihrer
Geburt an starker wassriger Diarrhoe, Storung des Elektrolythaushaltes und
Wachstumsstorungen litten, was eine parenterale Ernahrung notwendig machte.
Weitere Fallberichte folgten von Reifen et al. (1994), Goulet et al. (1998), Abely et al.
(1998). Wie sich spater herausstellte sind homozygote EpCAM-Mutationen eine
Ursache der zugrundeliegenden Erkrankung (Sivagnanam et al. 2008). CTE
(Congenital tufting enteropathy) ist eine seltene, autosomal rezessiv vererbte Krankheit,
die sich im Neugeborenenalter manifestiert. In Westeuropa liegt die Inzidenz bei
1/50000 bis 1/100000 Lebendgeborenen (Schatzung von Goulet et al. 2007).
Histologisch zeigt sich eine Atrophie der Dunndarmvilli, Hypertrophie der Krypten und
Bildung von epithelialen ,tufts“ (Ausstulpungen von Enterozyten-Klumpen) in Dunn- und
Dickdarm, aber ohne oder mit nur gering ausgepragter Entzindungsreaktion. Da diese
Pathologie zu einer Resorptionsstorung fuhrt, missen die Patienten parenteral erndhrt
werden, was dauerhaft Komplikationen mit sich bringt (Eckart et al. 1989). 2008 wurde
eine Mutation im EPCAM Gen als Ursache der CTE erkannt (Sivagnanam et al., 2008).
Die Patienten trugen eine G>A Substitution an der Donor Splice Stelle des Exon 4, mit
der Folge, dass Exon 4 nicht transkribiert wurde.

Fir das Erscheinungsbild dieser Krankheit stehen verschiedene Erklarungsmodelle zur
Verfugung. Kozan et al. machen eine zu hohe Permeabilitat des Epithels im distalen
lleum und proximalen Kolon verantwortlich, welche aus einer Herunterregulation von

Occludin und ZO-1 resultieren soll (Kozan et al., 2015). Andere erklaren die
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Barrierestorung mit einer Herunterregulation von Claudinen und damit durch eine
gestorte Ausbildung von Tight Junctions (Lei et al., 2012).

Auch die Versuchstiere mancher Arbeitsgruppen unterscheiden sich in der
Symptomatik der CTE. Guerra et al. (2012) berichten von Mausen mit hamorrhagischen
Durchfallen (und nicht wassrigen). In der Histologie zeigt sich eine Storung der
Architektur des Dunndarmepithels. Als Ursache vermuten die Autoren eine reduzierte
Lokalisation von E-Cadherin an der Membran des Dunndarmepithels (Guerra et al.,
2012). Ahnliche Symptomatik schildern Lei et al. (2012). Mause die homozygot mutierte
EpCAM Allele tragen, sterben postnatal an intestinalen Erosionen. Diese sind
vorwiegend im Dunndarm und Jejunum lokalisiert. Folgende Erklarung wird fur die
Erosion geboten: EpCAM bildet physiologischerweise Komplexe mit Claudinen. Ohne
EpCAM kommt es zu einer Stérung der Tight Junctions, wahrscheinlich, weil eine Reihe
von Claudinen posttranskriptional abgebaut werden. Davon betroffen sind vor allem
Claudin 7, aber auch Claudin 2,3,15. Die Barrierestorung fuhrt zum enteralen
Salzverlust und sekundar von Wasser. Umgekehrt wird das Epithel auch angreifbar fur
Proteasen. Durch den Selbstverdau der Darmwand kommt es zu Schleimhautblutungen
bis hin zu makroskopisch sichtbaren Perforationen der Darmwand (Lei et al., 2012).
Der Krankheitsprozess kénnte auch durch eine Uberaktivitat der Matriptase in Gang
gesetzt werden. Diese spaltet EpCAM und Claudin-7, welche dadurch endozytiert und
abgebaut werden (C. J. Wu, Feng, Lu, Morimura, & Udey, 2017).

SchlieBlich gibt es auch EpCAM defiziente Mause, die bereits in utero sterben (Nagao
et al., 2009).

Die Storung des Oberflachenepithels in EBs aus EpCAM-Knockout Zelllinien suggeriert
eine Rolle EpCAMs bei der Entstehung des viszeralen Endoderms in vitro. Zur weiteren
Untersuchung der Zelladhasion in EBs sind fur die Zukunft Western Blots zur Detektion
von Claudinen geplant.

Um die Rolle EpCAMs in der Zelladhasion von Spharoiden aus Tumorzellen weiter zu
untersuchen wurden auch Spharoide aus EpCAM-exprimierenden 4T1-Zellen und den
daraus entstandenen EpCAM-negativen 4T1-CTC hergestellt. Dabei zeigte sich auch
hier bei den EpCAM-negativen Zellen eine Storung der oberflachlichen Zellschicht.
Anders als bei den Versuchen mit ESC zeigten die EpCAM-negativen 4T1-CTC eine
viel starkere Proliferation in 3D-Kultur als die EpCAM-positiven 4T1-Zellen. Das liegt
zum einen am Zelltyp und zum anderen an der dreidimensionalen Zellkultur. Durch die
Bildung von Zellaggregaten haben CTCs in der Blutbahn einen Uberlebensvorteil

(Hong, Fang, & Zhang, 2016). 4T1 Zellen dagegen gehen wahrscheinlich in Anoikis,
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eine Form der Apoptose, die Zellen bei Verlust der Zell-Matrix-Interaktion begehen
(Frisch & Screaton, 2001). Das erklart die unterschiedliche Spharoid-Grofie. Auch wenn
die EpCAM-negativen Zellen eine starkere Proliferation in Spharoiden zeigten, waren
sie in der Oberflachenbeschaffenheit mit den EpCAM-defizienten Stammzellen
vergleichbar, wahrend die glatte Oberflache der 4T1-Zellen an die wildtypischen
EpCAM-exprimierenden ESC erinnerte. Aulerdem konnten andere Experimente
unseres Labors zeigen, dass in zweidimensionaler Kultur die Proliferation von 4T1-
Zellen starker als die von 4T1-CTC ist. Somit konnten die oben beschriebenen
morphologischen Veranderungen auch in einer anderen Zelllinie nachgewiesen
werden, in der EpCAM auf naturliche Weise herunterreguliert wurde. Das deutet darauf
hin, dass die Oberflachenveranderungen in den EpCAM-KOs nicht oder zumindest
nicht nur auf off-target-Effekte von CRISPR-Cas9 zuruckzufuhren sind.

Zur genaueren Untersuchung der Ultrastruktur der Zellen in den EBs wurde die
Ultrastruktur  der  wildtypischen und EpCAM-defizienten EBs von der
Kooperationsgruppe um Mamata Sivagnanam (San Diego, USA) untersucht. Dazu
wurden nach o.g. Protokoll EBs hergestellt, an Tag 5 isoliert und in 2%er
Formalinlosung  fixiert. Einbettung der  EBs, Schnittanfertigung und
elektronenmikroskopische Untersuchung wurden von M. Sivagnanam und Mitarbeitern
(s.u.) durchgefuhrt.

Unterschiede wurden festgestellt bezlglich Zelladhasionsproteinen und Mitochondrien
sowie MAMs (mitochondrienassoziierte Membranen).

In wildtypischen EBs war neben regelrechten Zelladhasionen auch eine regelmafige
Binnenstruktur der Mitochondrien zu erkennen. Die EpCAM-KOs zeigten in
Mitochondrien einen Verlust der Cristae, aulierdem haufige ER Expansionen, teilweise
mit Ribosomenverlust.

In EBs aus EpCAM-Klonen, die durch einen CMV-Promotor konstitutiv EpCAM
exprimieren war dieser Effekt, in den Zelllinien CC-#62 und CC-#114 ruckgangig zu
machen. Um das zu erklaren sind fur die Zukunft weitere Experimente zur
Untersuchung der Rolle EpCAMs bei der Regulierung der Morphologie von
Mitochondrien angedacht. Besonders interessant scheint hier die Interaktion von
EpCAM und OPA-1, einem Protein der inneren Mitochondrienmembran (Griparic, van
der Wel, Orozco, Peters, & van der Bliek, 2004; Misaka, Miyashita, & Kubo, 2002;
Olichon et al., 2003).
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6.Zusammenfassung:

Das epitheliale Zelladhasionsmolekiul (EpCAM) ist ein Transmembranprotein, das auf
Epithelien, einer Vielzahl von Tumoren und embryonalen Stammzellen exprimiert wird.
Dabei erfullt EpCAM physiologisch wichtige Funktionen bei der embryonalen
Entwicklung und der Regeneration von Organen, wie z.B. der Leber. Wahrend der
embryonalen Entwicklung zeigt sich eine hohe EpCAM-Expression in den Zellen der
inner cell mass der Blastozyste, im Epiblasten und nach der Gastrulation eine
Restriktion auf das Endoderm. Wahrend die Funktion EpCAMs in der Leberentwicklung
bereits beschrieben wurde, bleibt die Rolle EpCAMs in der frihen embryonalen
Entwicklung ratselhaft.
ERas ist ein kleines G-Protein, das wahrend der embryonalen Entwicklung von Mausen
eine Uberschneidung mit der Expression von EpCAM zeigt und nach Abschluss der
Entwicklung ebenfalls in der Leber sowie verschiedenen Tumoren exprimiert wird.
Beide Proteine sind ferner in grundlegende Funktionen embryonaler Stammzellen
involviert, wie z.B. in die Proliferation. Embryonale Stammzellen stellen eine wichtige
Ressource fur die Medizin dar. Aufgrund ihrer Differenzierungsfahigkeit Iasst sich in der
Theorie jedes Gewebe durch Stammzellen ersetzen. So konnten im Tierexperiment im
Rahmen neurodegenerativer Erkrankungen untergegangene Neurone durch
Stammzellen ersetzt werden. Ferner ermoglichen sie embryologische Forschung in-
vitro. Hervorzuheben ist hier die Hanging Drop-Methode, welche es erlaubt aus ESC
dreidimensionale Zellaggregate, sog. embryoid bodies herzustellen und mit diesen die
embryonale Entwicklung von Saugetieren zu imitieren. Eine Hurde beim medizinischem
Einsatz von embryonalen Stammzellen bleibt die Steuerung der Differenzierung aller
Stammzellen zu einem bestimmten Zelltyp. Das birgt eine Gefahr, denn ohne die
genaue Kontrolle der Differenzierung kdnnen nach Implantation von Stammzellen in
Lebewesen Teratome entstehen. Deshalb ist es von gro3er Bedeutung die Rolle dieser
in Stammzellen exprimierten Gene weiter zu entschlisseln. In dieser Arbeit konnten
folgende Ergebnisse erzielt werden:
e nach EpCAM-Verlust zeigt sich bei forcierter endodermaler und mesodermaler
Differenzierung von ESC eine verminderte Expression endodermaler bzw.

mesodermaler Marker
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e durch Ko-Kultivierung EpCAM-defizienter und wildtypsicher Stammzellen gelang
es nicht die kardiomyozytare Differenzierung in EpCAM KOs anzustofen

e der EpCAM-Verlust in ESC fuhrt zu verminderter Expression der
Pluripotenzmarker Oct-4, Sox2 und Nanog. Bei spontaner Differenzierung
werden diese Marker in EpCAM-KOs weniger herunterreguliert als in
wildtypischen Zellen, was auf einen Differenzierungsblock hinweist

e Herstellung von EpCAM/ERas-Doppelknockout Zelllinien durch CRSIPR-CAS 9
vermittelten Knockout von ERas

e 4 von 6 EpCAM-defiziente Zelllinien weisen eine reduzierte Proliferation im
Vergleich zum Wildtyp auf. Die 2 weiterhin ,normal® proliferierenden Zelllinien
zeigen nach ERas-Verlust eine Reduktion der Zellteilungsrate. Das weist auf
eine kompensatorische Funktion von ERas in diesen beiden Zelllinien hin.

e Bei dreidimensionaler Differenzierung zeigten EpCAM-defiziente EBs neben
verringerten Durchmessern auch eine lichtmikroskopisch sichtbare Storung der
auldersten Zellschicht.

e Elektronenmikroskopische Untersuchungen zeigten vorwiegend mitochondriale
Defekte in EBs aus EpCAM-defizienten ESC.

Zusammenfassend konnte in 2D- und 3D- Experimenten gezeigt werden, dass EpCAM
fur die Aufrechterhaltung der Pluripotenz, der Proliferationsfahigkeit sowie fur die frihe
Differenzierung der Zellen notwendig ist.
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7.Summary

The epithelial cell adhesion molecule is a transmembrane protein, which is expressed
on epithelial cells, various tumors and embryonic stem cells (ESC). EpCAM has
important physiologic functions during organogenesis and regeneration of organs, for
example of the liver. During embryonic development EpCAM is highly expressed in cells
of the inner cell mass of the blastocyst, in the epiblast and after gastrulation the
expression is restricted mainly to the endoderm. While the role of EpCAM during liver
development is well understood, its role during the early embryonic development
remains elusive.

ERas is a small G-Protein which during murine embryonic development shows an
overlapping expression with EpCAM, and in adults is expressed in the liver and in
various tumors. Both proteins are involved in basic functions of embryonic stem cells,
for example proliferation. Embryonic stem cells are an important resource for medicine.
Due to their potency, they are able to differentiate into any tissue. Indeed, they have
already been used successfully to treat neurodegenerative disease. Furthermore
embryonic stem cells allow the research of mammal development in vitro. But a main
problem which is the difficulty of directing the differentiation of those cells into one
specific cell type remains. This can be a risk, because if the differentiation of those cells
can not be controlled this can lead to the formation of teratomas in mammals. This is
why it is important to learn more about those genes, which are crucial for the
differentiation of stem cells.

The following results have been achieved:

o following the knockout of EpCAM the forced endodermal and mesodermal
differentiation showed a reduced expression of endodermal and mesodermal
markers.

e the co-cultivation of EpCAM-deficient and wildtype ESC did not result in a more
efficient differentiation of EpCAM-KOs into cardiomyocytes

e EpCAM-KO ESC show a reduced expression of Oct-4, Sox2 and Nanog under
pluripotency conditions. During spontaneus differentiation these genes were less
downregulated compared to the expression in wildtype cells, this suggests a
reduced potency and at the same time inhibition of differentiation
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e Generation of EpCAM/ERas DKOs using CRISPR-Cas9 for the knockout of
ERas

e 4 out of 6 EpCAM-deficient cell lines showed a reduced proliferation compared
to WT. The other 2 EpCAM-KOs, that were not affected after loss-of-EpCAM
showed a reduced proliferation after ERas-KO. This suggests a compensation of
EpCAM-KO through ERas

o After 3D-Differentiation EpCAM-deficient EBs showed a reduced size but also a

morphologically different outer layer
e Electron microscope-analysis of those cells showed defects mainly of the
mitochondria in EpCAM-deficient EBs
In summary the presented 2D- and 3D- experiments show, that EpCAM is necessary
for the maintenance of pluripotency, of proliferation as well as for the early differentiation

of cells.
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