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DNA -vermittelte Immobilisierung spezifischer Zelloberflichen-
liganden zur Herstellung von Mikroarrays mit lebenden Zellen**
Hendrik Schroeder, Bernhard Ellinger, Christian . W. Becker, Herbert Waldmann und

Christof M. Niemeyer*

Mikroarrays sind zu einer der grundlegenden Plattformtech-
niken fiir die Hochdurchsatzanalyse biologischer Systeme
geworden.!! Dies begann mit der Entwicklung von DNA-
Mikroarrays in den 1990er Jahren sowie der ErschlieBung von
Peptid- und Proteinmikroarrays zur Identifizierung von
Wechselwirkungspartnern, Modifikationsstellen und Enzym-
substraten.*! Heute geht diese Technik weiter in Richtung
der Herstellung von Mikroarrays mit fixierten Gewebepro-
ben und lebenden Zellen.”! Es ist anzunehmen, dass letztere
wesentlich zur Aufklarung komplexer zelluldrer Eigenschaf-
ten von gesunden und erkrankten Zellen beitragen konnen,
denn Zellmikroarrays ermoglichen die Isolierung bestimmter
Charakteristika individueller Zellen aus komplexen Mi-
schungen. Durch eine Immobilisierung von Reagentien, die
sich zum Einfangen von Zellen auf einem festen Triger
eignen, konnen Zellgemische schnell beziiglich ihrer Zu-
sammensetzung und ihres Phénotyps analysiert werden. Dies
hilft sowohl bei der Identifizierung und Analytik von Zellty-
pen, die bestimmte Oberflichenmolekiile exprimieren, als
auch bei der Untersuchung ihrer Antworten auf bestimmte
exogene Stimuli, indem die Sekretion von spezifischen Fak-
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toren oder anderen messbaren Zellaktivititen bestimmt
wird.P!

Zur Immobilisierung zellfangender Gruppen werden
hiufig Proteine, Peptide oder andere Liganden iiber kova-
lente Verkniipfung, Chemisorption oder Physisorption in
Kombination mit automatisierten Spotting-Techniken auf
Trigeroberflichen aufgebracht.>®! Angeregt durch die
vielversprechenden Ergebnisse der DNA-vermittelten Im-
mobilisierung (DDI=DNA-directed immobilization) von
Proteinen und anderen molekularen und kolloidalen Kom-
ponenten!”! beschreiben wir hier den Einsatz der DDI-Tech-
nik fiir die Herstellung mikrostrukturierter Arrays bestimm-
ter Zelloberflichenliganden (Abbildung 1). Die daraus re-
sultierenden Oberfldchen sind geeignete Substrate fiir das
Wachstum von Fibroblasten. Dieser Ansatz sollte signifikante
Vorteile gegeniiber konventionellen Spotting-Methoden
haben, da er die Implementierung der Dekodierungseigen-
schaften von DNA-Mikroarrays aus der kombinatorischen
Synthese und dem Ligandenscreening!® in die zellbiologische
Forschung erméglicht. Zur Uberpriifung dieser Hypothese
wihlten wir die gut untersuchte Erkennung von RGD-Pep-
tidliganden durch Integrin-Oberflichenrezeptoren von Fi-
broblasten. "

Wie in Abbildung 1 dargestellt, wurden kovalente Kon-
jugate aus Streptavidin (STV) und einzelstringiger DNA
(ssDNA) als molekulare Adapter fiir die DNA-vermittelte
Immobilisierung von biotinylierten Peptiden eingesetzt. Zu
diesem Zweck wurden drei DNA-STV-Konjugate hergestellt
(F1, F5 und F10; schematisch in Abbildung 1), die jeweils
eines der Oligonucleotide tF1, tF5 bzw. tF10 (bestehend aus je
22 Nucleotiden) enthielten.>¥ In getrennten Reaktionsge-
faBen wurden anschlieBend die Konjugate F1 und F5 mit
einem Molédquivalent der biotinylierten Peptide bRGDF
(Biotin-Gly;-Arg-Gly-Asp-Phe-COOH)!” bzw. als Kontrolle
mit bG5 (Biotin-Glys;-COOH) gekuppelt, was zu den Kon-
jugaten F1-bRGDF bzw. F5-bGS fiihrte. Zur Visualisierung
der immobilisierten Konjugate durch Fluoreszenzanalyse
wurden nach Kupplung der Peptide fiinf Moldquivalente des
biotinylierten Fluoreszenzfarbstoffes Cy5 zu den Konjugaten
F1-bRGDF und F5-bGS gegeben. Ausgehend von F10 wurde
ein weiteres Kontrollkonjugat hergestellt, um die Spezifitét
der vorgeschlagenen Zellanbindung abschdtzen zu konnen.
Dazu wurden sechs Molédquivalente biotinyliertes Cy5 an F10
gekuppelt (Konjugat F10-Cy5) und noch vorhandene Biotin-
Bindungsstellen mit freiem D-Biotin abgesittigt."™ Die
Konjugate wurden durch Hybridisierung auf einem DNA-
Mikroarray immobilisiert, der die komplementédren Fanger-
Oligonucleotide c¢F1, cFS und cF10 enthielt. Die Féanger-Oli-
gonucleotide waren zuvor kovalent auf kommerziell erhélt-
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Abbildung 1. Generierung von Arrays lebender Zellen durch DNA-vermittelte Immobilisierung zellspezifischer Liganden. Die biotinylierten Ligan-
den bRGDF, bG5 und bCy5 werden an kovalente Konjugate aus Streptavidin und einzelstringiger DNA gebunden (DNA-STV F1, F5 und F10) und
mit einem Mikroarray, der komplementire Finger-Oligonucleotide enthilt, hybridisiert. Der daraus resultierende Array wird dann fiir die Adhasion

von NIH-3T3-Fibroblasten genutzt.

lichen H"-Slides (Chimera Biotech, Dortmund) immobilisiert
worden, die eine Poly(amidoamin)(PAMAM)-Dendrimer-
Zwischenschicht,™™! modifiziert mit Polyethylenglycol-Ab-
standhaltern und reaktiven Epoxid-Endgruppen, enthalten.
Zusitzlich dazu enthielt der DNA-Array ein viertes Oli-
gonucleotid (cF9), das zu keinem der Konjugate komple-
mentér ist (Abbildung 2a) und damit die Abschitzung der
unspezifischen Hybridisierung und Zellanhaftung ermoglicht.
Abbildung 2b zeigt ein typisches Fluoreszenzbild eines solchen
Arrays, das nach Hybridisierung mit den fluoreszenzmarkier-
ten DNA-STV-Konjugaten erhalten wurde. Sehr intensive
Cy5-Fluoreszenz wurde fiir die Spots beobachtet, die kom-
plementére Féanger-Oligomere enthielten (cF1, ¢F5 und cF10
in Abbildung 2a), wihrend in Spots mit nichtkomplement-
rem Oligomer ¢F9 ein niedriges Fluoreszenzsignal mit ca. 7 %
der Signalintensitdt des vollstindig mit biotinyliertem Cy5
markierten F10-Cy5 gefunden wird. Dieser Befund zeigt, dass
die einzelnen DNA-STV-Konjugate hoch spezifisch mit ihren
komplementiren Fanger-Oligonucleotiden hybridisieren und
bestétigt frithere Studien zur spezifischen Immobilisierung von
DNA-STV-Konjugaten mithilfe der DDI-Methode.['*16]

Die Trager mit den Protein/Peptid-DNA-Arrays wurden
im Anschluss als Substrate fiir die Adhésion von NIH-3T3-
Fibroblasten eingesetzt. Zu diesem Zweck wurden Zellen bei
Passage 5-25 trypsiniert und auf den Array mit einer Zell-
dichte von 2x10*ZellenmL™' in Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium (DMEM) ausplattiert. Nach 12 bis 24 Stun-
den wurden die Substrate mit Puffer gewaschen und die
Zellen mit Formaldehyd fixiert und mit Tetramethylrhod-
aminisothiocyanat(TRITC)-markiertem Phalloidin gefarbt.
TRITC-Phalloidin ist eine hochaffine Sonde fiir F-Actin, die
aus dem Pilztoxin Phalloidin hergestellt und mit dem Fluo-
reszenzfarbstoff TRITC markiert wird. Die Analyse der
Tréager mit einem Mikroarray-Scanner ermdéglichte die Vi-
sualisierung der Zelladhésion mithilfe der griinen (TRITC)
und roten (Cy5) Detektionskanile. Wie in Abbildung 2¢ zu
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sehen ist, erfolgte die Zelladhidsion bevorzugt auf Spots, die
entweder das DNA-Protein-Konjugat F1-bRGDF oder gar
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Abbildung 2. Typische Mikroarrays, die im Verlauf der Experimente
gemidf Abbildung 1 erhalten wurden. a) Anordnung der Finger-Oligo-
nucleotide cF1, cF5, cF9 und cF10 auf dem DNA-Mikroarray. b) Fluo-
reszenzbild des DNA-Mikroarrays, hybridisiert mit einem Gemisch aus
den DNA-STV-Konjugaten F1-bRGDF, F5-bG5 und F10-Cy5. Es ist zu
beachten, dass die Konjugate F1-bRGDF und F5-bG5 weniger Cy5-
Fluorophore enthalten und deshalb geringere Fluoreszenzsignale lie-
fern als F10-Cy5. Die beobachteten ringartigen Strukturen werden
durch den so genannten Doughnut-Effekt verursacht und entstehen
wihrend des Trocknens der Finger-Oligomere. Die Spotgrofie der ge-
zeigten Arrays betrigt 250 pm. c) Zwei-Farben-Uberlagerung des Arrays
nach Adhision der Fibroblasten. Die gewachsenen Zellen sind mit
TRITC-Phalloidin gefirbt und als griine Objekte sichtbar. d) Rekonfigu-
rierter Array, der vier verschiedene Peptidliganden enthilt, nach Adhi-
sion der Fibroblasten. Um eine deutliche Darstellung zu gewahrleisten,
ist nur die griine Fluoreszenz gezeigt.
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kein DNA-Protein-Konjugat enthielten. Letztere Spots ent-
hielten lediglich das Féanger-Oligomer ¢F9. Das Auszdhlen
der anhaftenden Zellen fiir eine groe Zahl von Spots (n=
384) ergab ein Verhiltnis von ungefihr 1:2:5:14 fiir die Spots,
die F10-CyS5, F5-bGS, F1-bRGDF bzw. cF9 enthielten. Dabei
war die Zahl der Zellen, die an F10-CyS-modifizierten Spots
hafteten, vergleichbar oder sogar geringer als die Hinter-
grundadhision auf den mit Polyethlenglycol passivierten
Bereichen der Glastréger.

Durch den Vergleich der Spots, die F10-Cy5 oder cF9
enthalten, wird deutlich, dass die Tendenz der NIH-3T3-Fi-
broblasten zur Bindung an mit ssDNA beladene Spots effi-
zient unterdriickt werden kann, indem die ssDNA durch
Hybridisierung mit den komplementidren DNA-STV-Konju-
gaten (z.B. F10-Cy5) , maskiert” wird. Die quantitative Un-
tersuchung der mit unterschiedlichen Oligonucleotid-Peptid-
Konjugaten beladenen Spots ergab, dass die Priaferenz der
Zellen fiir Spots mit dem RGD-Motiv gegeniiber solchen mit
dem bGS5-Peptid in den meisten Fillen zwischen 10:1 und
10:4 wvariierte. Sorgfiltiges Anpassen der Kultur- und
Waschbedingungen wurde als Hauptgrund fiir diese beob-
achteten Variationen ausgemacht.!'

Um die Eignung unseres Ansatzes fiir die Untersuchung
unterschiedlicher Liganden zu demonstrieren, nutzten wir
den modularen Aufbau der Chips und rekonfigurierten den
beschriebenen DNA-Féinger-Array mit anderen DNA-
Peptid-Konjugaten (Abbildung 2d). Zu diesem Zweck wurde
ein zweites Kontrollpeptid, das Nonapeptid Biotin-Gly5-Ala-
Gly-Glu-Phe-COOH (bAGEF), das zwei Punktmutationen
im Vergleich zum RGDF-Motiv aufweist, mit dem DNA-
STV-Konjugat F10 gekuppelt (F10-bAGEF). Des Weiteren
wurde ein Pentapeptid mit dem cyclisierten RGDf-Motiv!'"!
(b-cycIRGDFK, Abbildung S1 in den Hintergrundinforma-
tionen) an das DNA-STV-Konjugat F5 gekuppelt (F5-cycl-
RGDfK). Gemeinsam mit diesen Konjugaten wurden auch
die Konjugate F9-bGS und F1-bRGDF auf dem Chip immo-
bilisiert. Lediglich eine sehr geringe Zahl an Zellen, ver-
gleichbar mit der Zahl auf den bG5-Spots, adhérierte an die
bAGEF enthaltenden Spots. Dagegen war die Zahl an Zellen,
die auf b-cycIRGDF-modifizierten Spots ermittelt wurde,
vergleichbar mit der Zahl an Zellen auf den bRGDF-Spots
(Abbildung 2d). Diese Befunde bestitigten eindeutig, dass
die beobachtete Zelladhésion auf der Gegenwart des RGD-
Motivs beruhte und nicht auf einer Variation der Peptidldnge
oder DNA-Sequenz.

FEine genauere Analyse der Zellen durch Fluoreszenzmi-
kroskopie zeigte signifikante Unterschiede in der Morpho-
logie der adhérierten Zellen (Abbildung 3). In Spots, die F1-
bRGDF oder cF9 enthielten, hatten die Fibroblasten eine
normale Spindel- oder pyramidale Morphologie mit einem gut
definierten Zytoskelett, klar erkennbar an den Stressfasern im
Zytoplasma (Abbildung 3 a,b). Dartiber hinaus fithrten lingere
Wachstumszeitriume der Zellen, die an mit F1-bRGDF bela-
denen Spots adhirierten, innerhalb von ca. 40 h zu einer Be-
deckung des gesamten Spots mit Zellen (Abbildung S7 in den
Hintergrundinformationen).!'” Dies belegt, dass die Zellen zur
Vermehrung fihig sind. Damit kénnen sie auf Mikroarrays
kultiviert werden und verhalten sich dhnlich wie in der klassi-
schen Zellkultur. Die beobachtete Priferenz der NIH-3T3-
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F10-bAGEF

Abbildung 3. Reprisentative Fluoreszenzmikroskopiebilder (64fache
Vergréferung) von Zellen, die auf individuellen Spots des in den Abbil-
dungen 1 und 2 gezeigten Arrays wachsen. e) Reprisentatives Bild
einer Zelle auf Spots mit F10-bAGEF-Konjugat (aus Abbildung 2d).

Fibroblasten zur Adhésion an Spots mit einzelstrangiger DNA
war iberraschend, und der Grund fiir dieses Phdnomen ist
gegenwirtig noch unklar."¥ Bekanntlich ist die Zelloberfl:iche
insgesamt negativ geladen, weshalb man Coulomb-Absto3ung
zwischen den DNA-Polyanionen und der Zelle erwarten sollte.
Mogliche Erklarungen fiir das beobachtete Verhalten sind
elektrostatische Anziehung, verursacht durch die Abschir-
mung der negativen Ladung der DNA durch erhohte Kon-
zentrationen zweiwertiger Kationen oder durch positiv gela-
dene Membranproteine, oder das Vorhandensein von Rezep-
torgruppen auf der Zelloberfliche. Eine detaillierte Analyse
dieses Phanomens mithilfe von Immunfarbung und Mikro-
skopie an lebenden Zellen ist im Gange.

Im Unterschied zur oben beschriebenen Zellmorphologie
war die Morphologie von Zellen, die an Spots mit F5-bGS,
F10-Cy5, F10-bAGEF oder der Glasoberfldche haften (Ab-
bildung 3c-e und Abbildung S6 in den Hintergrundinforma-
tionen), rund. Bei diesen Zellen fand ein verstiarktes Wachs-
tum von Filopodien statt, den radialen diinnen Ausléufern der
Zelle, die fiir die Anheftung an Oberfldchen benotigt werden.
Diese Morphologie ist typisch fiir Zellwachstum auf Sub-
straten, denen passende Anheftungspunkte fehlen, die zur
Entwicklung eines normalen Phinotyps benétigt werden. Die
Integrin-vermittelte Zellausbreitung und die Bildung fokaler
Adhisionen ermoglichen das Uberleben und die Vermehrung
anheftungsabhéngiger Zellen; dementsprechend fiihrt das
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Fehlen von Anheftungspunkten zur Bildung runder Zellformen
und oft auch zur Apoptose.'” Aus diesem Grund ist unsere
Beobachtung runder Zellen, die an Spots mit F10-Cy5, F5-bGS,
F10-bAGEF oder auf der umgebenden passivierten Glasober-
fliche adhirierten, in guter Ubereinstimmung mit der Erwar-
tung, dass die Fibroblasten keine korrekten fokalen Kontakte
mit diesen Oberflichen kniipfen konnen. Dagegen deutet die
regulidre Zellmorphologie der Zellen auf Spots mit dem RGD-
Motiv und iiberraschenderweise auch mit ssDNA darauf hin,
dass die hier eingesetzte NIH-3T3-Zelllinie durchaus in der
Lage ist, die fokalen Kontakte zu kniipfen, die fiir die Ent-
wicklung eines normalen Phinotyps benotigt werden.

Wir haben hier gezeigt, dass DNA-Mikroarrays fiir die
Herstellung von Arrays mit lebenden Zellen genutzt werden
konnen. Mithilfe von DNA-Mikroarrays fiir die gerichtete
Immobilisierung kombinatorischer Bibliotheken kleiner
zellspezifischer Liganden wurden positionskodierte Zellar-
rays hergestellt, in denen die einzelnen Spots durch kleine
Populationen lebender Zellen besiedelt wurden. Diese Zellen
wurden durch die Gegenwart der immobilisierten Liganden
beeinflusst. Durch diese erstmals beschriebene Affinitédt der
Zellen fiir DNA-modifizierte Oberfliachen ergeben sich neue
Moglichkeiten fiir die Anwendung von DNA-Arrays zum
Design von Zellarrays, wenn selbstorganisierende DNA-Na-
nostrukturen genutzt werden, um zusitzliche Funktionen,
z.B. schaltbare Freisetzung, und mechanische Eigenschaften
in die Oberflichenarchitektur zu integrieren.'*?! Wir er-
warten daher, dass der hier beschriebene Ansatz nicht nur fiir
die Grundlagenforschung in der molekularen Zellbiologie,
sondern z.B. auch als Screeningplattform in der Wirkstoff-
entwicklung Anwendung finden wird.
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Online veroffentlicht am 20. April 2007
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