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ZUSAMMENFASSUNG

Zusammenfassung

Aufgrund der steigenden Lebenserwartung nehmen degenerative Erkrankungen wie Morbus
Parkinson, Morbus Alzheimer oder Diabetes deutlich zu. Momentan kdnnen bei diesen
Erkrankungen jedoch nur die Symptome, nicht aber deren Ursachen behandelt werden. Ein
Forschungsansatz hierzu stellt die regenerative Medizin dar. Diese beschéftigt sich mit der
maoglichen zellbasierten Ersetzung von beschadigtem Gewebe oder Organen. Hierzu kénnten
beispielsweise Stammzellen aufgrund ihrer unbegrenzten Teilungsfahigkeit und ihrer
Fahigkeit, Zelltypen aller Gewebe ausbilden, einen wichtigen Beitrag leisten. Da die Forschung
mit humanen Stammzellen ethisch und rechtlich bedenklich ist, bietet sich das murine
Modellsystem fir die Erforschung von Stammzelleigenschaften an. Fur eine gezielte
Differenzierung von Stammzellen ist es wichtig, zuvor grundlegende Eigenschaften wie
beispielsweise pluripotenzrelevante Signalwege, genau zu verstehen. Ein wichtiger Signalweg
im Zusammenhang mit der Pluripotenzerhaltung in murinen Stammzellen (mMES Zellen) stellt
der PI3K/Akt Signalweg dar. Bisherige Erkenntnisse zeigen, dass die Inhibition von PI3K den
Verlust der pluripotenten Fahigkeit von mES Zellen zur Folge hat. Es gibt Hinweise darauf,
dass dies hauptsachlich auf eine Hemmung der Serin/Threonin Kinase Akt zuriickgehen soll.
Akt soll die Pluripotenz zum einen (ber die Hochregulation pluripotenzassoziierter
Transkriptionsfaktoren und zum anderen durch eine direkte  Stabilisierung
pluripotenzrelevanter Proteine regulieren. So fiihrt die Aktivierung von Akt beispielsweise zu
einer Hochregulation der Transkriptionsfaktoren Tbx3 und Nanog, die wiederum die
Expression von Oct4 und Sox2 induzieren. Oct4 und Sox2 kénnen durch die Phosphorylierung
durch Akt direkt stabilisiert werden. Da bisher noch nicht bekannt war, ob eine oder mehrere
der Akt Isoformen bedeutend fiir die Pluripotenzerhaltung von mES Zellen ist, sollte dies in der
vorliegenden Arbeit genauer untersucht werden. Dafiir wurden als erstes mittels der TALEN
Technologie Aktl” mES Zellen generiert, die erstaunlicher Weise ohne einen Verlust ihrer
pluripotenten Fahigkeit kultiviert werden konnten. Um auszuschlieen, dass der Verlust von
Aktl durch Akt2 kompensiert wird, wurde in diesen Zellen zusatzlich Akt2 shRNA basiert
herunterreguliert. Unerwarteter Weise hatte der Verlust beider Akt Isoformen keinen Effekt auf
die Pluripotenzerhaltung in den Stammzellen, was mit verschiedenen Assays, wie der
Nachweis der Alkalischen Phosphatase Aktivitat, der Expression pluripotenzrelevanter
Transkriptionsfaktoren auf mRNA- und Proteinebene, sowie der Differenzierungsfahigkeit in
Zellen aller drei Keimblatter, gezeigt werden konnte. Es gab keine Hinweise auf eine mogliche
Kompensation des Verlusts der beiden Isoformen durch Akt3 noch durch eine veranderte
Regulation der anderen beiden pluripotenzassoziierten Signalwege JAK/STAT und MAPK. Es

wurde ebenfalls nachgewiesen, dass der Verlust der Pluripotenz bei der Inhibition von PI3K
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nicht auf eine verminderte Aktivierung PDK1 zurlckzufihren ist, da eine Inhibition von PDK1
oder eine Herunterregulation des Proteins mit ShRNA die Pluripotenz der verwendeten mES
Zellen nicht beeintrachtigt. Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass eine unspezifische
Inhibition von mTOR durch einen PI3K Inhibitor ebenfalls nicht fir den Verlust der Pluripotenz
der Stammzellen verantwortlich ist, da die Inhibition von mTOR mit Rapamycin nur die
Proliferation der Zellen beeinflusst. Entgegen der Annahmen in der Literatur wird in dieser
Arbeit somit dargelegt, dass der Verlust der Pluripotenz durch eine Inhibition der PI3K in V6.4
MES Zellen nicht auf eine damit einhergehende Inaktivierung der Akt Isoformen 1 und 2 zurtick
zu fuhren ist und es somit offen bleibt, wie genau die Inhibition von PI3K einen negativen Effekt
auf die Pluripotenzerhaltung der Stammzellen hat.
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EINLEITUNG

2 Einleitung

Embryonale Stammzellen (ES Zellen) haben aufgrund ihres pluripotenten Status, der
Eigenschaft sich selbst zu erneuern und ihrer Fahigkeit, Zellen aller drei Keimblatter
auszubilden, besonders fur entwicklungsbiologische Forschung und fiir therapeutische
Ansatze in der regenerativen Medizin Potential. Regenerative Medizin beschaftigt sich
hauptséchlich mit der Regeneration von funktionellem Gewebe oder Organen nach schweren
oder chronischen Krankheiten. Beispielsweise ist der Verlust von funktionellen Nervenzellen
bei neurodegenerativen Erkrankungen oder der Verlust von Kardiomyozyten nach einem
Infarkt bisher irreversibel, da sich die Gewebe in vivo nicht regenerieren kdnnen. Pluripotente
Stammzellen, die in alle Zelltypen differenziert werden kénnen, kénnten daher in der Zukunft
einen wichtigen Beitrag zur regenerativen Medizin leisten. Ein weiterer Vorteil von
Stammzellen liegt in ihrer unbegrenzten Teilungsfahigkeit, weshalb sie eine Quelle an
unbegrenzt zur Verfiigung stehenden Zellen darstellen (Robinton & Daley, 2012). Bisher gibt
es verschiedene zellbasierte Therapien, die in Tierstudien getestet wurden. In Modellen fir
Morbus Parkinson wurden beispielsweise schon dopaminerge Neurone, die aus pluripotenten
Stammzellen generiert wurden, erfolgreich in Mause implantiert (Ganat et al., 2012; Roy et al.,
2006). Mit aus ES Zellen generierten Kardiomyozyten konnte bereits die Funktion des
Herzmuskels nach einem Herzinfarkt bei Mausen verbessert werden (Laflamme et al., 2007).
Andere Krankheiten, die potentiell auf der Basis von Stammzelltherapien behandelt werden
kénnten, sind Leberkrankheiten, endokrine Stérungen wie beispielsweise bei Diabetes,

Muskel-, Lungen-, Retina- und Knochendegeneration (Mahla, 2016).

Ein anderer wichtiger Aspekt der Stammzellforschung betrifft den Bereich der Toxikologie.
Viele Primarzellen kénnen nur begrenzt fir Forschungszwecke gewonnen werden. Zum
Beispiel kdnnen Leberzellen nur Uber eine Leberbiopsie entnommen werden. Eine Entnahme
von Zellen aus anderen Geweben ist noch komplizierter. Da viele Medikamente Uber die Leber
verstoffwechselt werden, sind Leberzellen relevant fir toxikologische screenings. Viele
Medikamente sind auch kardio- und/oder neurotoxisch, weshalb diese Zelltypen ebenfalls ein
wichtiges screeningtool darstellen. Pluripotente Stammzellen kdnnten daher eine unlimitierte
Quelle fur die Anwendung toxikologischer screenings darstellen und so auch die Anzahl an
Tierexperimenten verringern (Guguen-Guillouzo, Corlu, & Guillouzo, 2010; Vojnits & Bremer,
2010).

Die Stammzelltechnologie birgt jedoch enormes ethisches Diskussionspotential, primar im
Zusammenhang mit der Verwerfung von humanen Oozyten und Embryonen (Zacharias,

Nelson, Mueller, & Hook, 2011). Ein weiteres Problem stellt die HLA-Spezifitat differenzierter



EINLEITUNG

humaner ES Zellen dar. So bendtigen beispielsweise Gewebeempfanger bei
Organtransplantationen eine zusatzliche immunsuppressive Therapie um
AbstoBungsreaktionen  zu  minimieren. Eine neue Quelle zur  Generierung
patientenspezifischer pluripotenter Stammzellen stellt die Entdeckung der Reprogrammierung
somatischer Zellen zu induzierten pluripotenten Stammzellen (iPS Zellen) von Kazutoshi
Takahashi und Shinya Yamanka im Jahr 2006 dar. Ein Jahr spéter wurde die erste erfolgreiche
Generierung humaner iPS Zellen aus Fibroblasten publiziert (Takahashi et al., 2007). Aus den
humanen Fibroblasten wurden (ber eine retrovirale Uberexpression der sogenannten
»Yamanaka-Faktoren“ Oct4, Sox2, Kif4 und cMyc (OSKM) humane iPS Zellen generiert.
Patientenspezifische iPS Zellen konnen seither ohne ethische Bedenken aus kleinen
Gewebemengen (z.B. aus einer Hautbiopsie) gebildet werden (Muller & Lengerke, 2009)
(Abbildung 2.1).

Die hauptsachliche Limitierung dieser Methode zur Reprogrammierung somatischer Zellen
liegt in der Integration der viralen Erbinformation in das Wirtsgenom, was aufgrund einer
maoglichen spontanen Reaktivierung von viralen Transgenen mit einem erhdhten Tumorrisiko
verbunden sein kann. Daher sind iPS Zellen, die mit Retroviren hergestellt wurden, nicht fr
die klinische Anwendung geeignet. Deshalb wurden andere Methoden zur Herstellung der iPS
Zellen etabliert. Dazu gehodren die Reprogrammierung mit nicht-integrativen Adenoviren
(Stadtfeld, Nagaya, Utikal, Weir, & Hochedlinger, 2008) oder Sendaiviren (Fusaki, Ban,
Nishiyama, Saeki, & Hasegawa, 2009), nicht-integrativer DNA (F. Gonzalez, Boue, & Izpisua
Belmonte, 2011), RNA (Warren et al., 2010), rekombinanten Proteinen (H. Zhou et al., 2009)

und ,small molecules” (F. Gonzalez et al., 2011).

Die molekularen Ereignisse wahrend der Reprogrammierung sind jedoch noch nicht
vollstandig erforscht und bei reimplantierten iPS Zellen in Mause, wurde in einigen Féllen eine
Erkennung der Zellen durch das Immunsystem festgestellt (T. Zhao, Zhang, Rong, & Xu,
2011). Um eine mdgliche Tumorentstehung zu verhindern, muss bei einer Reimplantation der
aus iPS Zellen hervorgegangenen differenzierten Zellen sichergestellt werden, dass keine
pluripotenten Zellen mehr vorhanden sind. Bevor also aus iPS Zellen spezifisch differenzierte
Gewebezellen in Patienten reimplantiert werden kénnen, bedarf es noch weitreichender
Studien zur immunogenen Erkennung, Tumorbildungspotential und molekularen

Gemeinsamkeiten bzw. Unterschiede zu ES Zellen.
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Adulte
Fibroblasten

— — ~..
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Abbildung 2.1: Gewinnung patientenspezifischer induzierter Stammzellen mit anschlieRender
Differenzierung.

Adulte Fibroblasten kénnen in vitro kultiviert werden und beispielsweise iiber die ektope Uberexpression der vier
Transkriptionsfaktoren Oct4, Sox2, KIf4 und cMyc zu iPS Zellen reprogrammiert werden. Die iPS Zellen besitzen
wie ES Zellen, die Fahigkeit, in alle Zelltypen des Kérpers zu differenzieren. Die schematische Darstellung wurde
mit Hilfe von Servier Medical Art erstellt.

2.1 Embryonale Mausstammzellen

ES Zellen sind pluripotent. Sie besitzen also die Fahigkeit Gber multipotente Vorlauferzellen
Zelltypen aller drei Keimblatter (mesodermal, endodermal und ektodermal) auszubilden (Hirai,
Karian, & Kikyo, 2011). Im Gegensatz zu totipotenten Zellen (befruchtete Eizelle bis zum
Achtzellstadium) kann sich aus pluripotenten Zellen kein extraembryonales Plazentagewebe

entwickeln.

Eine grundlegende Eigenschaft von Stammzellen ist die Fahigkeit der unbegrenzten Teilung.
Um die unbegrenzte Teilungsfahigkeit aufrecht erhalten zu kénnen, exprimieren die Zellen das
Enzym Telomerase. Andernfalls wiirden die Telomere bei jeder Zellteilung aufgrund des
Hayflick Limits (Goldstein, 1990) verkirzt werden. ES Zellen kdnnen daher nach deren
Entnahme aus der inneren Zellmasse (ICM) der Blastocyste in vitro unbegrenzt kultiviert
werden (Zeng, 2007). Im Jahre 1981 wurden zum ersten Mal ES Zellen aus der Maus (MES
Zellen) isoliert und erfolgreich auf einer Feederzellschicht aus mitotisch inaktivierten
embryonalen Mausfibroblasten (MEFs) kultiviert (Evans & Kaufman, 1981). In vitro kdnnen

MES Zellen durch die Zugabe des IL-6-Typ-Zytokins LIF (leukaemia inhibitory factor) zum
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Medium ihren pluripotenten Zustand auch ohne Kultivierung auf einer Feederzellschicht
beibehalten (Smith et al., 1988).

Der pluripotente Status von mES Zellen wird in vitro durch mehrere Merkmale charakterisiert:
Morphologisch betrachtet wachsen die Zellen in kuppelférmigen Kolonien mit einer deutlichen
auReren Begrenzung, wobei einzelne Zellgrenzen bei geringer VergrolRerung nicht sichtbar
sind (Robinton & Daley, 2012). AuRerdem sind die Zellen nach enzymatischer Vereinzelung
Uberlebensfahig und kénnen embryoahnliche Aggregate (embryoid bodies, EBs) ausbilden
(Koike, Sakaki, Amano, & Kurosawa, 2007). Des Weiteren fuhrt eine Implantation von mES
Zellen in tetraploide Blastozysten zur Entwicklung von gesunden Mausen. Werden mES Zellen
in immundefiziente Mause implantiert, fuhrt dies zur Ausbildung von Teratomen. Ein
zusatzliches Pluripotenzmerkmal weiblicher mES Zellen ist der Aktivitatserhalt beider X-
Chromosomen (Hall et al., 2009).

In einem spateren Entwicklungsstadium kénnen pluripotente Stammzellen aus dem Epiblast
isoliert und kultiviert werden. Die Epiblasten Stammzellen der Maus (mEpiS Zellen) kdnnen
auch durch eine in vitro Differenzierung von mgS Zellen erhalten werden (Abbildung 2.2). Im
Gegensatz zu mES Zellen wachsen die mEpiS Zellen in flacheren Kolonien, sind nach
Vereinzelung nicht Gberlebensfahig und in weiblichen Zellen liegt ein X-Chromosom schon
deaktiviert vor. Zudem zeigen die mEpiS Zellen keine LIF abhangige Selbsterneuerung. Der
Erhalt der Pluripotenz wird in mEpiS Zellen tber FGF2 und Aktivin abhangige Signalwege
gewahrleistet (Warmflash, Arduini, & Brivanlou, 2012).

ESCs =¥ EpiSCs

|c*|v| Extramebryonales
Ektoderm
Epiblast
EpiSCs

Blastozystenhohle

Blastocyste

Abbildung 2.2: Quellen zur Isolierung von mES und mEpiS Zellen.
Aus der Inneren Zellmasse (ICM) der Blastozyste kdnnen ES Zellen fiir die Kultivierung entnommen werden. EpiS
Zellen kénnen durch Differenzierung von ES Zellen erhalten werden oder direkt aus dem Epiblast enthommen

werden. Die Schematische Darstellung wurde mit Hilfe von Servier Medical Art erstellt.
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2.2 Regulation der Pluripotenz von mES Zellen

Charakteristisch fur ES Zellen st eine erhohte Aktivitdt pluripotenzassoziierter
Transkriptionsfaktoren und von Genen, die die Modellierung der Chromatinstruktur
beeinflussen. Zuséatzlich zu den spezifischen Transkriptionsfaktoren sind grundséatzliche
epigenetische Mechanismen als Schlisselfunktionen fir den Erhalt der Pluripotenz notwendig.
ES Zellen zeigen generell eine offene Chromatinkonfiguration (Gaspar-Maia, Alajem,
Meshorer, & Ramalho-Santos, 2011), was mit einem hyperaktiven Transkriptom einhergeht
(Efroni et al., 2008). Trotz der relativ offenen Chromatinstruktur in Stammzellen werden aber
viele gewebespezifische Gene nur in geringen Mengen exprimiert (Gaspar-Maia et al., 2011).
Heterochromatin in ES Zellen ist in wenige gro3e Domé&nen unterteilt, die bei einer
Differenzierung der Zellen kleiner, weniger und hyperkondensiert werden (Aoto & Nakao,
2006). Wahrend der Differenzierung von ES Zellen erfolgt eine weitreichende epigenetische
Modifizierung der Chromatinstruktur (Efroni et al., 2008).

Die Selbsterneuerung von mES Zellen wird durch die Aktivierung eines Netzwerks aus
Transkriptionsfaktoren aufrechterhalten. Ein Schliisselmediator fiir die Selbsterneuerung von
MES Zellen in vitro ist das Zytokin LIF (Niwa, Ogawa, Shimosato, & Adachi, 2009). Nach der
extrazellularen Bindung von LIF an den LIF Rezeptor, werden drei intrazellulare
Hauptsignalwege aktiviert: Die JAK/STAT3, MAPK und PI3K/AKT Signalwege. Uber die
Aktivierung des JAK/STAT3 und PI3K/Akt Signalwegs wird die Kerneinheit der
pluripotenzassoziierten Transkriptionsfaktoren, bestehend aus Oct4, Sox2, Nanog, Klf4 und
cMyc aktiviert (Niwa, 2007) (siehe Abbildung 2.3). Obwohl LIF das einzige routinemalfig in der
Zellkultur verwendete IL-6 Mitglied ist, kbnnen auch andere IL-6 Zytokine wie Oncostatin M,
Ciliary Neurotrophic Factor und Cardiotrophin 1 die Selbsterneuerung in mES Zellen erhalten
(Hirai et al., 2011).

Der LIF/JAK/STAT Signalweg wurde schon eingehend untersucht und die zentrale Rolle der
Stat3 Aktivierung bei der Selbsterneuerung von meS Zellen beschrieben (Hirai et al., 2011).
Durch die Bindung von LIF an den LIF Rezeptor, rekrutiert dieser das Membranglycoprotein-
130 (gpl30), welches dimerisiert und gebundene Janus Kinasen (JAK) Uber induzierte
Transphosphorylierung aktiviert. JAK phosphoryliert anschlieRend gp130, welches daraufhin
STATS3 (Signal transducer and activator of transcription 3) tiber die SH2 Doméane binden kann.
STAT3 wird an Thr705 durch JAK phosphoryliert und bildet anschlieend Homodimere mit
freigelegter Kernlokalisierungssequenz (NLS). Die STAT3 Dimere werden mit den nukle&ren
Importproteinen Importin-a3 und Importin-a6 in den Zellkern transportiert, um dort die
Expression spezifische Zielgene, darunter pluripotenzassoziierte Gene wie Oct4, Sox2 und

Nanog, zu induzieren (Abbildungen 2.3 und 2.4). Zusétzlich zu der LIF induzierten Aktivierung
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von STAT3 wird dieses Uber den ebenfalls durch LIF stimulierten PI3K/Akt Signalweg CREB
vermittelt acetyliert und somit stabilisiert (Niwa, Burdon, Chambers, & Smith, 1998).
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Abbildung 2.3: Die Aktivierung des LIF-Signalwegs fuhrt zu einer verstarkten Expression der
Kernpluripotenzfaktoren Oct4, Sox2 und Nanog in mES Zellen.

Die Bindung von LIF an den LIF Rezeptor aktiviert den JAK/STAT, PI3K/Akt und MAPK/ERK Signalweg. Der aktive
JAK/STAT Signalweg fuhrt zu einer Aktivierung von KiIf4, welches wiederum die Expression von Sox2 induziert.
Uber den PI3K/Akt Signalweg wird die Expression und Kernlokalisation von Thx3 angeregt, wodurch die Expression
von Nanog induziert wird. Sox2 und Nanog, sowie auch Oct4 selbst induzieren eine erhdhte Oct4 Expression. Die
Kernpluripotenzfaktoren Oct4, Sox2 und Nanog regulieren sich selbst transkriptionell positiv. Die Aktivierung des
MAPK Signalwegs tber ERK antagonisiert die Translokation von Tbx3 in den Zellkern. Eine Aktivierung des WNT/
B-Catenin Signalwegs tber den Frizzled Rezeptor (Fz) bewirkt tiber die Inhibition von GSK3 die Stabilisierung von
B-Catenin, welches nach Bindung an die Cofaktoren TCF/LEF bzw. CBP/p300 im Zellkern transkriptionell aktiv
vorliegt.

Die Aktivierung von STAT3 beeinflusst nicht nur direkt die Expression von Zielgenen, sondern
ist auch durch Interaktionen mit chromatinmodifizierenden Proteinen an Anderungen der
Chromatinstruktur beteiligt. Zu diesen Proteinen zahlen unter anderen die ATPase Brgl,
welche bei der Chromatinrelaxation beteiligt ist, und histonmodifizierende Proteine, wie
beispielsweise Ctr9 im Pafl Komplex, die entscheidend zur Aktivierung von Genen beitragen
(Hirai et al., 2011).

Bei einer konstitutiven Aktivierung von STAT3 in Stammzellen, konnen diese ihr pluripotentes

Potential auch in Abwesenheit von LIF beibehalten (Matsuda et al., 1999), wohingegen die
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Suppression von STAT3 zu einer Differenzierung der Zellen fuhrt (Burdon, Smith, & Savatier,
2002).

STATS ist aul3er an der murinen Fetalentwicklung auch an verschiedenen anderen zellularen
Prozessen beteiligt. Es ist unter anderen auch ein wichtiges Signalmolekul fur viele Zytokine
und Wachstumsfaktoren (Takada et al., 2007). STAT3 ist auch in diversen humanen Tumoren
in konstitutiv aktivierter Form zu finden und weist dort onkogenes Potential, sowie auch anti-

apoptotische Aktivitat auf (Catlett-Falcone et al., 1999).

An phosphoryliertes gp130 bindet auBer STAT3 auch Uber SHP2 der Grb2/SOS-Komplex und
fuhrt so zu einer Aktivierung des MAPK Signalwegs. SOS2 bindet membrangebundenes Ras,
woraufhin es zu einem Austausch von GDP mit GTP kommt. GTP gebundenes Ras wiederum
phosphoryliert und aktiviert somit die Kinase Raf, die ihrerseits die Kinase MEK phosphoryliert
und aktiviert. Aktives MEK phosphoryliert und aktiviert anschlieend ERK (Abbildung 2.4).

LIF
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Abbildung 2.4: Die LIF induzierte Aktivierung des JAK/STAT und MAPK Signalwegs.

Nach Bindung von LIF an den Rezeptor phosphoryliert rezeptorassoziertes JAK STAT3, welches dimerisiert und in
den Kern transloziert. Uber die Aktivierung des Grb2/SOS Komplexes wird der MAPK Signalweg (ber die
kaskadenartige Phosphorylierung von MEK und ERK aktiviert. Die schematische Darstellung wurde mit Hilfe von

Servier Medical Art erstellt.

Im Gegensatz zu den parallel aktivierten JAK/STAT und PI3K/Akt Signalwegen antagonisiert
der MAPK Signalweg die Expression der Kernpluripotenzfaktoren durch eine Induktion des
nuklearen Exports des T-box Transkriptionsfaktors Thx3. Dies kann dazu fiihren, dass die

Tbx3 induzierte Expression von Nanog nicht mehr gewahrleistet werden kann (Hirai et al.,
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2011). Die Aktivierung der MAPK Kaskade kann daher zur Differenzierung der Stammzellen
fuhren (Kunath et al., 2007). Es scheint naheliegend, dass die gegenteiligen Effekte des MAPK
Signalwegs und die des JAK/STAT und PI3K/Akt Signalwegs fur die Selbsterneuerung von

Stammzellen in stetiger Balance gehalten werden mussen.

Die Bindung von LIF an den LIF Rezeptor fihrt auch zu einer Aktivierung des PI3K/Akt
Signalwegs. Der Fokus dieser Studie liegt auf dem PI3K/Akt Signalweg, weshalb dieser im

nachfolgenden Abschnitt genauer behandelt wird.

Die Aktivierung des PI3K/Akt Signalwegs fuhrt zu der Akt-vermittelten Phosphorylierung der
Kinase GSK3pB, was zu deren Inaktivierung fuhrt. GSK3p wird nicht nur durch den aktiven
PI3K/Akt Signalweg, sondern auch Uber einen aktiven WNT/B-Catenin Sighalweg gehemmit.
Bei einem inaktiven WNT Signalweg wird 3-Catenin von GSK3p, das im Komplex mit Axin,
APC, Dsh und CKI vorliegt, phosphoryliert und somit zur Ubiquitinylierung durch BTrCP
markiert. Die Ubiquitinylierung dient der Markierung zum proteasomalen Abbau des Proteins.
Eine Aktivierung des WNT/B-Catenin Signalwegs durch die Bindung von WNT Liganden, einer
Familie von Glycoproteinen, an den heterodimeren Rezeptorkomplex aus Frizzled (Fz) und
LRP5/6 (Low-density lipoprotein receptor-related protein), resultiert in der Bindung von Axin
an den zytoplasmatischen Teil von LRP. Der zytoplasmatische Teil von Fz interagiert mit Dsh,
was die Interaktion zwischen LRP und Axin noch verstarkt. Die Bindung von Axin und Dsh an
den Rezeptor fihrt in einem alteren Model des WNT Signalwegs zu Dissoziation von GSK3f
aus dem pB-Catenin phosphorylierenden Komplex. In einem neueren Model des WNT
Signalwegs wird davon ausgegangen, dass die Bindung von WNT an den Rezeptor dazu fuhrt,
dass der gesamte Phosphorylierungskomplex mit LRP interagiert und so die Ubiquitinylierung
von B-Catenin durch B-TrCP blockiert wird und daher neu synthetisiertes [B-Catenin

akkumulieren kann und in den Kern wandert (Clevers & Nusse, 2012).

Da B-Catenin selbst keine DNA-Bindedoméane besitzt, interagiert das Protein mit anderen
Transkriptionsfaktoren, wie TCF/LEF (Hirai et al., 2011), sowie mit den
chromatinmodifizierenden Proteinen CBP/p300 und Brgl (Lien & Fuchs, 2014) (Abbildung
2.5). B-Catenin aktiviert so den fir eine Selbsterneuerung wichtigen Transkriptionsfaktor TCF1
und inhibiert den differenzierungsaktivierenden Transkriptionsfaktor TCF3 (Niwa, 2007).
Wahrend der Selbsterneuerung von Stammzellen wird B-Catenin aufgrund der engen
Assoziation zusammen mit Oct4 und E-Cadherin an die Zellmembran nur gering
transkriptionell aktiv. Ein Verlust von B-Catenin fihrt dazu, dass eine Inhibition von GSK3f3
durch den WNT oder PI3K Signalweg die Inhibition Pluripotenzrelevanter Gene TCF3 nicht

aufgehoben werden kann (Atlasi et al., 2013).



EINLEITUNG

Unstimulierte Zelle Stimulierte Zelle

LRP Frizzled \

s e | R ﬁ@%mﬁm

i
Gieusis seusiecive cdusseell licseedssseness is Jdseesees

o S

GSK3 3
- Axin

AP
PPp\ -

Po
‘ TCF/LEF
. .
Proteasomaler Abbau —» ....

Abbildung 2.5: Der WNT/B-Catenin Signalweg
Bei inaktivem WNT Signalweg wird 3-Catenin durch GSK3p im Komplex mit Axin, APC (adenomatous polyposis

coli) und CKla (Casein Kinase |) phosphoryliert und somit zum proteasomalen Abbau markiert. Bei einer Aktivierung
des Signalwegs durch Bindung von WNT an den Frizzled und LRP Rezeptor fiihrt dies zur Dissoziation von GSK3f3
aus dem Komplex, was dazu fuhrt, dass p-Catenin nicht mehr fir den proteasomalen Abbau markiert wird und in
den Kern translozieren kann. Im Kern interagiert f-Catenin unter anderen mit den Transkriptionsfaktoren TCF/LEF
und wird so transkriptionell aktiv. Die Abbildung wurde mit Hilfe von Servier Medical Art erstellt.

2.2.1 Pluripotenzassoziierte Transkriptionsfaktoren

Die Kerntranskriptionsfaktoren Oct4, Sox2 und Nanog werden in allen Stammzellen exprimiert.
Der knockout eines der drei Gene fiihrt zu einer fehlerhaften Epiblastenformation und Letalitét
wahrend der Implantation. Folgend kénnen keine Oct4”-, Sox2” oder Nanog”™ mES Zellen aus

Blastozysten enthommen werden (Masui et al., 2007; Mitsui et al., 2003; Nichols et al., 1998).

Oct4

Der Transkriptionsfaktor Oct4 (auch bekannt als Pou5f1) ist essentiell fir die friihe Entwicklung
und Erhaltung der Pluripotenz in vivo und in vitro (Nichols et al., 1998). Oct4 ist ein Mitglied
der Familie der POU-Transkriptionsfaktoren. Die POU-Doméane besteht aus einer POU
spezifischen Doméane POUs und einer Homdodomdne POUy, die durch einen Linker
miteinander verbunden sind. Oct4 bindet Uber die POU Doméne an eine konservierte
Oktamersequenz der DNA. Zielgene von Oct4 weisen unterschiedlichste zellulare Funktionen,
wie beispielsweise transkriptionelle Regulation, Chromatinmodifikation und
posttranskriptionelle Regulation durch nichtcodierende RNAs und microRNAs auf (Ng &

Surani, 2011). Die Expression von Oct4 wird wahrend der Differenzierung von Stammzellen
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deutlich herunterreguliert (Boiani & Scholer, 2005) und ist daher ein wichtiger Faktor beziiglich
der Erhaltung der Pluripotenz und Kontrolle der Zelldifferenzierung (Pesce & Scholer, 2001).
Oct4 wird u.a. durch den JAK/STAT und den PI3K/Akt Signalweg beeinflusst. Lin zeigte 2012,
dass eine Phosphorylierung von Oct4 an T235 durch Akt die Stabilitat des
Transkriptionsfaktors erhéht und die Kernlokalisation begulnstigt. Die Phosphorylierung
resultiert wiederum in einer verstarkten Akt Expression (Y. Lin et al., 2012). Eine
Phosphorylierung von Oct4 an T228 hingegen durch ERK verstarkt den Abbau von Oct4 und
kann so zu einer Differenzierung der Zellen fihren (Spelat, Ferro, & Curcio, 2012).

Sox2

Ein weiterer wichtiger Transkriptionsfaktor in Stammzellen ist das SRY-related high-mobility-
group box Protein Sox2. Die Mitglieder der Sox Familie enthalten eine HMG Box, Uber die die
Proteine funktionell mit POU Doméne Proteinen, wie beispielsweise Oct4, interagieren (W. N.
Zhao et al., 2012). Sox2 wird sowohl in ES Zellen als auch in unipotenten Zellen wie neuralen
Stammzellen exprimiert. Der Transkriptionsfaktor bindet unter anderem zusammen mit Oct4
und Nanog an Promotoren pluripotenzrelevanter Gene (J. Kim, Chu, Shen, Wang, & Orkin,
2008). Interessanterweise wird die Stabilitat von Sox2 durch eine Akt-abhangige
Phosphorylierung erhéht, was zu einer gréf3eren transkriptionellen Aktivitat fihrt (Jeong et al.,
2010).

Nanog

Das Homoodomaneprotein  Nanog gehért ebenfalls zu dem Netzwerk der
Kernpluripotenzfaktoren. Nanog wird nicht nur in undifferenzierten mES Zellen exprimiert,
sondern Nanog mRNA kann auch in geringen Mengen in adultem Gewebe nachgewiesen
werden (Hart, Hartley, Ibrahim, & Robb, 2004). In mES Zellen dient die erh6hte Expression
von Nanog bei einem aktiven LIF-Signalweg der Erhaltung des undifferenzierten Zustands und
dem Erhalt des Selbsterneuerungspotentials (Boiani & Scholer, 2005). Mitsui et al. zeigte, dass
der Transkriptionsfaktor sowohl fiir den Pluripotenzerhalt in mES Zellen als auch in murinen
Epiblasten wichtig ist (Mitsui et al., 2003). Nanog kann in vitro zudem die Selbsterneuerung
von Stammzellen ungeachtet des JAK/STAT Signalwegs aufrechterhalten. Eine
Phosphorylierung von Nanog an Ser56/57 und Ser65 scheint die Selbsterneuerung von
Stammzellen zu begiinstigen, wohingegen eine Phosphorylierung durch ERK1 an anderen
Serin-Resten des Proteins zu einer Destabilisierung fuhrt (Saunders et al., 2017). Wahrend
der Differenzierung von Stammzellen, wird Nanog von ERK1 phosphoryliert, was zu einem

proteasomalen Abbau des Proteins fuhrt (S. H. Kim et al., 2014).

Die Regulation des Zusammenspiels der drei Kernpluripotenzfaktoren Oct4, Sox2 und Nanog
spielt somit eine wichtige Rolle bei der Erhaltung der Pluripotenz und der Selbsterneuerung

von Stammezellen. Die Primarfunktionen von Oct4 und Nanog liegen wahrscheinlich in der

10
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Hemmung der Zelldifferenzierung und der Pluripotenzerhaltung (Boiani & Scholer, 2005).
Promotoren, an die Oct4, Sox2 und Nanog binden, enthalten oft auch Bindungsstellen fur
Effektoren des Akt/B-Catenin Signalwegs wie z.B. Tcf3 und Tcfl (Yi et al., 2011).

Das Zusammenwirken der pluripotenzassoziierten Faktoren wird anhand der Expression von
Oct4 nach Assoziation verschiedener Transkriptionsfaktoren an den Oct4 Promotor in
Abbildung 2.6 veranschaulicht (Ng & Surani, 2011). Oct4, Sox2 und Nanog regulieren u.a. die

eigene Genexpression durch autoregulatorische Riickkopplung (Warmflash et al., 2012).

Abbildung 2.6: Zusammenspiel pluripotenzrelevanter Transkriptionsfaktoren am Beispiel des Oct4
Promotors.

Oct4 ist einer der am besten charakterisierten Transkriptionsfaktoren in mgS Zellen. An die regulatorische Doméane
vom Oct4 Gen binden multiple Transkriptionsfaktoren, darunter auch Oct4 selbst. Die Abbildung wurde modifiziert
nach (Ng & Surani, 2011).

2.2.2 Sekundar pluripotenzassoziierte Transkriptionsfaktoren
Zusatzlich zu den Kernpluripotenzfaktoren gibt es weitere bekannte pluripotenzassoziierte

Transkriptionsfaktoren. Zu ihnen zahlen unter anderem Kif4, cMyc, Tbx3, Tcf3 und Tcfl.

Klf4 und cMyc

KlIf4 codiert ein krippel-like Zinkfinger Protein, das als Cofaktor von Oct4 und Sox2 bei der
Aktivierung von Zielgenen mitwirkt (Nakatake et al., 2006). Die KIf Familie reguliert mehrere
biologische Prozesse, wie Proliferation, Differenzierung, Entwicklung und Apoptose. Alle KIf
Familienmitglieder besitzen drei C-Terminal lokalisierte Cys2His2 Zinkfinger, die &hnliche
Affinitaten fur die Bindung an GC-reiche Sequenzen zeigen (W. N. Zhao et al., 2012). Klf4 und
KIf2 regulieren die Expression einiger pluripotenzrelevanter Transkriptionsfaktoren, wie
Nanog, Tcfl, Esrrb, Sall4, Tcf3 und nMyc (Parisi et al., 2008). In einigen Studien wurde
gezeigt, dass die Expression von Klf4 zur Erh6éhung des Proteinlevels des Zellzyklusinhibitors
p21 beitragt. Als Folge der Erhéhung von p21 wird zum einen die Zellproliferation gehemmt,

zum anderen werden zellulare Level von p53 reduziert, was das Apoptoserisiko hingegen

11
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deutlich vermindert. Intrazellulares p53 wird beispielsweise durch die hochregulierte cMyc
Expression in mES Zellen verstarkt exprimiert. Einige Studien weisen darauf hin, dass daher
eine Erhaltung des Gleichgewichts zwischen KIf4 und cMyc unerlasslich bei der Erhaltung der
Pluripotenz (Muchkaeva, Dashinimaev, Terskikh, Sukhanov, & Vasiliev, 2012) ist. Eine weitere
wichtige Funktion der beiden Transkriptionsfaktoren Klf4 und cMyc ist die Assoziation mit
mehreren Histonacetyltransferase-Komplexen, wie p300 und CBP und deren Rekrutierung an
Zielgene. Die Acetylierung von DNA durch Histonacetyltransferasen ist unter anderem fur eine
Offnung von Chromatinstrukturen notwendig. Aktives cMyc greift somit in die Induktion der
DNA-Replikation und das Voranschreiten des Zellzyklus ein. Klf4 und cMyc spielen zudem
eine wesentliche Rolle bei der Anderung der Chromatinstruktur wahrend der
Reprogrammierung somatischer Zellen zu induzierten pluripotenten Stammzellen (Sanges &
Cosma, 2010).

Tbx3

Ein weiterer Faktor, der sowohl mit der Erhaltung der Selbsterneuerung als auch mit der
Differenzierung zu extraembryonalem Endoderm in Zusammenhang steht, ist Tbx3 (Lu, Yang,
& Jin, 2011). Thx3 gehdort zur Familie der T-Box Transkriptionsfaktoren und wird in mES Zellen
Uber den LIF induzierten PI3K/Akt Signalweg verstarkt exprimiert. Frilhere Beobachtungen
ergaben, dass eine Uberexpression von Tbx3 in mES Zellen ohne LIF-Zusatz einen
pluripotenten Zustand der Zellen aufrecht erhalten kann (Niwa et al., 2009). Dariber hinaus
reguliert Thx3 als Cofaktor die Expression vieler pluripotenzassoziierter Zielgene zusammen

mit Oct4, Sox2 und Nanog als Bestandteile von Multiproteinkomplexen (Han et al., 2010).

TCF/LEF

Die Transkriptionsfaktoren der TCF-Familie sind ebenfalls bedeutend fir die
Pluripotenzerhaltung von Stammzellen. LEF1 und TCF gehéren zur Familie der HMG-DNA-
bindenden Transkriptionsfaktoren. Bei aktivem WNT Signalweg wandert B-Catenin in den
Zellkern und kann dber die Bindung an TCF/LEF transkriptionell aktiv werden (W. N. Zhao et
al., 2012). LEF1 kann durch synergistische Bindung mit B-Catenin an den Oct4 Promotor die
Expression von Oct4 induzieren. Des Weiteren bleiben mES Zellen in vitro bei einer ektopen
Uberexpression von LEF1 auch in Abwesenheit von LIF pluripotent, wahrend eine
Herunterregulation von LEF1 mittels siRNA zu einer Differenzierung der Zellen fuhrt (Huang &
Qin, 2010).

Ebenfalls wurde gezeigt, dass TCF3 wund TCF1 haufig zusammen mit den
Kernpluripotenzfaktoren Oct4, Sox2 und Nanog an Zielgene binden. In diesen Komplexen
agiert TCF3 als repressorische Komponente und verhindert so eine zielgerichtete
Genexpression. Durch Aktivierung des WNT Signalwegs transloziert -Catenin in den Zellkern
und bildet Komplexe mit TCF/LEF. Im Fall von TCF3 inhibiert B-Catenin Uber eine direkte

12
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Interaktion dessen Repressorfunktion (Niwa, 2011). Im Gegensatz dazu aktiviert B-Catenin
TCF1 und fuhrt so zur Expression von Zielgenen (Yi et al., 2011). Die Kontrolle der Balance
zwischen der Repressorfunktion von TCF3 und der Aktivatorfunktion von TCF1 durch den
WNT/B-Catenin Signalweg ist sowohl fur die Erhaltung der Pluripotenz als auch fur die
Differenzierungsfahigkeit der mES Zellen essentiell (K. Watanabe & Dai, 2011).

2.3 Der PI3K/Akt Signalweg

2.3.1 Regulation des PI3K/Akt Signalwegs

Der PI3K/Akt Signalweg ist nicht nur an der Pluripotenzerhaltung von embryonalen
Stammzellen, sondern auch an anderen fundamentalen Prozessen wie Energiestoffwechsel,
Proliferation, Zellmigration, Zelliberleben, Antwort auf DNA-Schaden und Apoptose beteiligt.
Der PI3K/Akt Signalweg ist hochkonserviert und wird durch die Bindung von
Wachstumsfaktoren oder Hormonen (beispielsweise Insulin) an verschiedene
Membranrezeptoren wie Rezeptortyrosinkinasen (RTK), Integrine oder G-Protein gekoppelte
Rezeptoren (GPCR) (Fayard, Tintignac, Baudry, & Hemmings, 2005) angeschaltet (Hemmings
& Restuccia, 2012). Aktivierte RTKs bzw. GPCRs initieren die Rekrutierung der p85
Untereinheit von PI3K Uber ihre regulatorische Untereinheit oder Adapterproteine wie Gabl
oder IRS1. Die Bindung von PI3K flihrt zu einer Konformationsdnderung des Proteins und so
Zu einer Aktivierung der katalytischen pl110 Untereinheit. Aktive PI3K phosphoryliert
Phosphatidylinositol (3,4) -Bisphosphat (PIP2) zu Phosphatidylinositol (3,4,5)-Trisphosphat
(PIP3) in der Plasmamembran. PIP3 rekrutiert unter anderem die Kinasen PDK1 und AKT Uber
deren Pleckstrin-homologe (PH) Doméne an die Plasmamembran. Nach der initialen
Phosphorylierung von Akt an Thr308 der katalytischen Doméane durch PDK1 wird die
vollstandige Kinaseaktivitdt von Akt durch Phosphorylierung an Ser473 durch mTORC2
(mTOR Komplex 2), DNA-PK (DNA-abhangigen Proteinkinase), ATM (ataxia telangiectasia
mutierten Kinase) (Schultze, Hemmings, Niessen, & Tschopp, 2012), ILK (integrin linked
kinase)/Rictor-Komplex (McDonald et al., 2008) oder eine Autophosphorylierung durch Akt
selbst (Fayard et al., 2005) induziert. Die aktive Kinase dissoziiert von der Membran und
phosphoryliert spezifische Targetproteine mit dem Konsensus Motiv (R-X-R-X-X-S/T) (Martelli
et al., 2012), was diese entweder aktivieren oder deaktivieren kann (Hemmings & Restuccia,
2012).

Der Akt Signalweg kann durch verschiedene Phosphatasen gehemmt bzw. abgeschalten
werden. PTEN (Phosphatase und Tensin Homolog) beispielsweise ist einer der
Hauptregulatoren des Signalwegs. PTEN dephosphoryliert PIP3 zu PIP2 und schaltet so das

rezeptorvermittelte Aktivierungssignal fur Akt ab.
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Des Weiteren regulieren PP2A (Proteinphosphatase 2A), SHIP (SH2-containing inositol
phosphatase) und CTMP (Carboxyl-terminal modulator protein) den Akt Signalweg negativ
(Maira et al., 2001; Ugi et al., 2004) (Abbildung 2.7).

GF
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Zelltiberleben Proliferation Metabolismus Proteinsynthese

Abbildung 2.7: Der PI3K/Akt Signalweg ist an fundamentalen zellularen Prozessen wie Zelliberleben,
Proliferation, Metabolismus und Proteinsynthese beteiligt.

Uber LIF, das an den LIF-Rezeptor bindet, oder Wachstumsfaktoren (GF), die an Rezeptortyrosinkinasen (RTKs)
binden, kann der PI3K/Akt Signalweg aktiviert werden und beeinflusst so viele zellulare Prozesse wie Zelliberleben,

Proliferation, Metabolismus und Proteinsynthese. Die schematische Darstellung wurde mit Hilfe von Servier Medical
Art erstellt.

2.3.2 Der PI3K/Akt Sighalweg und Apoptose
Durch die negative Regulierung pro-apoptotischer Proteine wie BAD, ein BH3-only Protein der

Bcl-2-Familie, erhéht Akt beispielsweise das Uberleben von Zellen (Datta et al., 1997).
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AuRerdem wird die Expression pro-apoptotischer BH-only Proteine tber eine Hemmung von
Transkriptionsfaktoren, wie z.B. durch FOXO (Forkhead-Box-Proteine) oder durch das
Tumorsuppressorprotein p53 inhibiert. Aktives Akt phosphoryliert FOXO, welches dadurch aus
dem Kern transportiert wird und somit transkriptionell nicht mehr aktiv ist. MDM2, eine E3
Ubiquitin Ligase, die p53 fur den proteasomalen Abbau markiert, wird ebenfalls durch die
Phosphorylierung durch Akt aktiv (B. P. Zhou et al., 2001). Ein anderes von Akt modifiziertes
Protein, das eine bedeutende Rolle bei der Apoptose einnimmt, ist die Initiator-Caspase 9, die
in phosphorylierter Form nicht zu einem Ausléser der Apoptose prozessiert wird (Cardone et
al., 1998).

2.3.3 PI3K/Akt Signalweg und Proteinsynthese/Proliferation

Eine weitere wichtige Funktion von Akt liegt in der zellularen Wachstumsférderung. Dies wird
hauptséchlich durch die Aktivierung von mTORC1 (mTOR Komplex 1), dem Hauptregulator
der Translationsinitiation und Ribosomenbiogenese, bewirkt (Wullschleger, Loewith, & Hall,
2006). Akt interagiert nicht direkt mit mTORC1, sondern inaktiviert TSC2 (tuberous sclerosis
Komplex 2) und PRAS40 (prolinreichen Akt-Substrats mit 40 kDa Molekulargewicht), wodurch
diese mTORCL1 nicht mehr negativ regulieren. Substrate von mTORC1 sind S6K1 (S6
Kinasel), die wiederum S6 phosphoryliert und den Translationsregulator 4E-BP1 (eucaryotic
initiation factor 4E -binding protein 1) (Manning & Cantley, 2007).

Akt ist neben ERK an der Regulation der Zellproliferation tiber den Zellzyklus beteiligt. Durch
die Phosphorylierung der CDK- (cyclin dependent kinase-) Inhibitoren p27<?! und p21CP/WAFL
verbleiben diese im Zytosol und werden so an der Translokation in den Nukleus und an der
Inhibition des Zellzyklus gehindert (Sekimoto, Fukumoto, & Yoneda, 2004). Die bereits
erwahnten Modifikationen von GSK3(B, TSC2 und PRAS40 durch Akt tragen durch
Stabilisierung bzw. die induzierte Synthese von Proteinen, die am Zellzyklus beteiligt sind, zu
einem Fortschreiten des Zyklus und somit zur Proliferation bei (Manning & Cantley, 2007).
Durch die Akt induzierte Inaktivierung von GSK3 wird auch beispielsweise der proteasomale
Abbau von cMyc inhibiert, was die Proliferation wiederum positiv beeinflusst (Bechard &
Dalton, 2009).

2.3.4 PI3K Signalweg und Metabolismus

Als Resonanz auf Wachstumsfaktoren reguliert Akt die Nahrstoffaufnahme und die
Nahrstoffumsetzung zelltypspezifisch. Dabei ist eine der wichtigsten Funktionen von Akt die
Stimulation der Glukoseaufnahme als Antwort auf die Aktivierung des Insulin Rezeptors. Akt

aktiviert AS160 (Akt Substrat mit 160 kDa), was wiederum die Translokation von dem
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Glukosetransporter 4 (Glut4) in die Plasmamembran erméglicht (Manning & Cantley, 2007).
Die von Akt induzierte Aktivierung von mTORCL1 fuhrt zu einer HIF1a vermittelten Expression
von dem Glukosetransporter 1 (Glutl) (Taha et al., 1999; Zelzer et al., 1998). Nach der
Glukoseaufnahme Uber die Transporter in die Zelle, wird diese durch die Hexokinase zu
Glucose-6-Phosphat umgesetzt, welches anschlie3end zellspezifisch unter der Regulation
von Akt entweder zu Glykogen umgebaut werden kann oder zur Energiegewinnung durch
Glykolyse verwendet wird (Elstrom et al., 2004).

2.3.5 PI3K/Akt Signalweg und Angiogenese

Ein aktiver PI3K/Akt Signhalweg beeinflusst auch die Angiogenese (Wachstum von
BlutgefaRen) von Endothelzellen. Bindet VEGF (vascular endothelial growth factor) an den
VEGF Rezeptor, wird eNOS (endotheliale Stickoxid Synthase) aktiviert und setzt Stickoxid frei,
wodurch die Angiogenese induziert wird (Dimmeler et al., 1999). Zusatzlich fuhrt ein aktives
Akt Signal zu einer verstarkten Synthese der Transkriptionsfaktoren HIF1la und HIFla
(hypoxia-inducible factor), die wiederum die Expression und Sekretion von VEGF und anderen
Angiogenesefaktoren induzieren (Gordan & Simon, 2007).

2.4 Akt-lsoformen

Es gibt drei bekannte Akt-lsoformen, deren eventuell unterschiedlichen Funktionen noch
weitgehend unerforscht sind (Santi & Lee, 2010). Die drei Isoformen werden von separaten
Genen codiert, verfigen jedoch tber eine PH-, eine katalytische und eine regulatorische C-
terminale Domane. Auflerdem sind die Aminosduresequenzen zu 80% deckungsgleich.
Unterschiede zwischen den Akt Isoformen sind hauptséchlich in der PH-Linker Region und im
C-terminalen Bereich (Kumar & Madison, 2005). Zur Aktivierung wird Aktl an Thr308 und
Ser473, Akt2 an Thr309 und Ser474 und Akt3 an Thr305 und Ser472 phosphoryliert (Santi &
Lee, 2010) (Abbildung 2.8).

Aktl wird ubiquitar exprimiert. Das Fehlen dieser Isoform in Mausen fihrt zu einem
verminderten Wachstum. In vitro weisen Akt knockout Zellen eine erhdhte Apoptoserate auf
(Cho, Thorvaldsen, Chu, Feng, & Birnbaum, 2001). Akt2 wird hauptséchlich in Muskeln, Leber
und Adipozyten exprimiert und reguliert die glucoseabhangige Zellhomdostase. Akt2 defiziente
Méause entwickeln sich weitgehend normal, zeigen aber frih Typ2 Diabetes (Cho, Mu, et al.,
2001). Eine simultane Deletion von Aktl und Akt2 ist neonatal letal und die Tiere weisen
aufgrund der Entwicklungsstérungen von Muskeln, Haut und Knochen ein bis zu 50%
geringeres Korpergewicht als Wildtyp (wt) Tiere auf (Peng et al., 2003). Akt3 wird

hauptséchlich im Gehirn und in den Hoden exprimiert (Hay, 2011) und ist in Mausen fur die
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Entwicklung einer normalen Gehirngréf3e essentiell. Akt3 knockout Mause haben daher
kleinere Gehirne als wt Mause (Easton et al., 2005). Ein gleichzeitiger knockout von Aktl und
Akt3 ist embryonal letal (Dummler et al., 2006).

Expression:
T308 S473

[y

480 Aktl ubiquitar

T309 S474

481 Akt2 Muskeln, Leber und Adipozyten

[EY

T305 S472

465 Akt3 Gehirn und Hoden

[ay

Abbildung 2.8: Domé&nen der Akt Isoformen mit Phosphorylierungsstellen

Die Aminosauresequenzen der drei Akt Isoformen sind zu 80% deckungsgleich. Uber die N-terminale PH-Doméne
bindet Akt an Phospholipide in der Membran. Initial werden die Isoformen durch Phosphorylierung an dem
markierten Threonin innerhalb der katalytischen Kinase Doméne durch PDK1 aktiviert. Durch eine nachfolgende
Phosphorylierung des markierten Serins an der C-terminalen hydrophoben Domé&ne (HD) durch beispielsweise
mMTORC kommt es zur vollstédndigen Aktivierung von Akt. Aktl wird ubiquitér, Akt2 hauptséchlich in Muskeln, Leber
und Adipozyten und Akt3 in Gehirn und Hoden exprimiert.

Obwohl die Aminosauresequenzen der Akt-Isoformen zu einem hohen Grad deckungsgleich
sind, regulieren sie teilweise unterschiedliche physiologische Funktionen. Dies kann durch
unterschiedliche Gewebeverteilung, verschiedenartige Aktivierung durch externe Signale,
andere Zielsubstrate und oder eine inhomogene Verteilung der Isoformen in subzellularen

Kompartimenten bedingt sein (Hay, 2011).

Akt ist eine der meisten hyperaktivierten Kinasen in humanen Tumoren (Altomare & Testa,
2005), was in Anbetracht der Funktionen von Akt beziiglich Proliferation, Uberleben der Zellen,
Metabolismus, Wachstum, Invasion und Angiogenese nicht unerwartet erscheint.
Interessanterweise sind die Akt-Isoformen in bestimmten Tumorarten unterschiedlich
verandert. Dies koénnte ein Hinweis auf isoformspezifische Zelltransformationen,
Zellzykluskontrolle, Tumorentwicklung, Migrationsverhaltens oder Metastasenbildung sein (E.
Gonzalez & McGraw, 2009). Aktl ist beispielsweise haufig in Schilddriisen- und Lungenkrebs
(Leeetal., 2011; Sajietal., 2011), Akt2 in Gliomen (Zhang et al., 2009) und Akt3 in Melanomen
(Stahl et al., 2004) dereguliert.
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Bei der Reprogrammierung von somatischen Zellen zu iPS Zellen spielt Akt ebenfalls eine
Rolle. Eine erhothte Aktl Aktivitat verstarkt iber mTOR die Reprogrammierungseffizienz
aufgrund einer im Vergleich zu Kontrollen erhdhten STAT3 Aktivierung und verstarkten
Expression des LIF Rezeptors. Eine verstarkte Aktivierung von Akt2 und Akt3 fiihrt ebenfalls
zu einer héheren STAT3 Aktivitat und beglnstigt so die Reprogrammierung. Aul3erdem wurde
gezeigt, dass Aktl und Akt3 essentiell fir die Proliferation der resultierenden iPS Zellen ist
(Tang et al., 2014).

2.5 Die Rolle des PI3K/Akt Signalwegs bei der Pluripotenzerhaltung

Die Literatur suggeriert eine bedeutende Rolle von PI3K/Akt bei der Pluripotenzerhaltung von
Stammzellen. Die Gruppe von Storm zeigte 2009, dass die Inhibition von PI3K mit dem
Inhibitor LY294002 in mES Zellen nach drei bis vier Tagen zu einem irreversiblen Verlust der
Selbsterneuerung fuhrt (Storm et al., 2009). Diese Beobachtung bestétigt die von derselben
Gruppe 2006 publizierte Aussage, dass eine Inhibition von PI3K zu einer geringeren
Expression von Nanog fuhrt. Die verringerte Nanog Expression konnte durch eine zusatzliche
Inhibition von GSK3, welches auch von aktivem Akt inhibiert wird, wieder aufgehoben werden
(Storm et al., 2007). Die Expression von Nanog wird zudem durch die Bindung des
Tumorsuppressorproteins p53 an die regulatorische Domane des Nanog-Promotors negativ
reguliert. Bei einem aktivem PI3K/Akt Signalweg wird die Aktivitat von p53 zum Teil durch Akt
Uber eine Aktivierung von MDM2 gehemmt (T. Lin et al., 2005). Zusatzlich begunstigt die
Inaktivierung von GSK3[ durch Akt die Stabilisierung von cMyc, da dadurch cMyc nicht mehr
proteasomal abgebaut wird (Bechard & Dalton, 2009). In diesem Zusammenhang zeigen
weitere Studien, dass mES Zellen mit einem GSK3 Doppelknockout nicht differenzieren und
somit ihren pluripotenten Zustand beibehalten (Doble, Patel, Wood, Kockeritz, & Woodgett,
2007).

Ling publizierte 2013, dass eine Aktivierung von PDK1, welches im Signalweg unterhalb von
PI3K liegt, die Pluripotenz in Stammzellen auch bei einer Kultivierung der Zellen ohne LIF
erhalten kann. Die Pluripotenzerhaltung bei der PDK1 Uberexpression geht auf die verstarkte
Aktivierung von Akt zuriick, da bei einer zusatzlichen Inhibition von Akt die ES Zellen ihren
pluripotenten Zustand verlieren (Ling, Voskas, & Woodgett, 2013). Die Akt abhéangige
Pluripotenzerhaltung von ES Zellen wurde zuvor auch von der Gruppe von Watanabe
postuliert und somit bestatigt. Watanabe zeigte, dass durch eine Uberexpression von aktivem
Akt der pluripotente Zustand der Stammzellen auch bei einer Kultivierung der Zellen ohne LIF
beibehalten werden kann. Die verstarkte Akt Expression fiihrt zu keiner Anderung der
Aktivierung des JAK/STAT Signalwegs und des WNT/B-Catenin Signalwegs (K. Watanabe &
Dai, 2011).
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AuBBerdem wurde gezeigt, dass ein aktives Akt Signal die Expression der
Kernpluripotenzfaktoren Oct4, Sox2 und Nanog Uber Thx3 hochreguliert (Niwa et al., 2009).
Und es wurde beobachtet, dass eine Phosphorylierung von Oct4 an Thr235 durch Akt in
embryonalen Karzinomzellen die Proteinstabilitat erhdht und zusétzlich die Translokation von
Oct4 in den Kern und die DNA Bindungskapazitat begtnstigt. In dieser Studie wurde auf3erdem
gezeigt, dass unphosphoryliertes Oct4 an den Promotor von Akt bindet und so die Expression
von Akt unterdriickt (Y. Lin et al., 2012). Die erhohte DNA Bindungskapazitat von an T234 und
S235 von Oct4 wurde durch Brumbaugh et al. bestatigt (Brumbaugh et al., 2012). Zudem
zeigte die Gruppe von Jeong, dass eine Phosphorylierung von Sox2 an T118 den
Transkriptionsfaktor stabilisiert (Jeong et al., 2010).

2.6 Zielsetzung

Aufgrund vorhergehender Inhibitor- und Uberexpressionsstudien, bei denen gezeigt wurde,
dass die Inhibition von PI3K zu einem Verlust der Pluripotenz in Stammzellen fuhrt (Storm et
al., 2009) und zudem die Aktivierung von PDK1 in Stammzellen zu einer Akt vermittelten
Erhaltung der Selbsterneuerung fuhrt (Ling et al., 2013), sollte Ziel dieser Arbeit die Aufklarung,
welche der Akt Isoformen malgeblich an der PI3K vermittelten Pluripotenzerhaltung in mES
Zellen mitwirkt, sein. Es wurde von verschiedenen Gruppen nicht nur gezeigt, dass die
Uberexpression von hyperaktivem Akt die Stammzellen auch bei einer Kultivierung ohne LIF
pluripotent bleiben (S. Watanabe et al., 2006), sondern auch, dass die aktive Kinase zur
Stabilisierung und Expression wichtiger pluripotenzassoziierter Transkriptionsfaktoren beitragt
(Brumbaugh et al., 2012; Jeong et al., 2010; Y. Lin et al., 2012). Zudem fuhrt eine Inhibition
von Akt auch bei Uberexpression von aktiver PDK1 zu einem Verlust der Pluripotenz in
Stammzellen, was darauf hindeutet, dass die Aktivierung des PI3K/Signalwegs die Pluripotenz
hauptsachlich tber die Aktivitat von Akt beeinflusst (Ling et al., 2013).

Daher sollte in den verwendeten Mausstammzellen V6.4 zuerst untersucht werden, ob die
Inhibition von PI3K in diesen Zellen ebenfalls die Pluripotenz negativ beeinflusst. Anschlie3end
sollte analysiert werden, ob ein Verlust von Aktl oder Akt2 einen Einfluss auf die
Pluripotenzerhaltung der Stammzellen bzw. einen Einfluss auf die Stabilisierung der
pluripotenzrelevanten Transkriptionsfaktoren hat. Dafir sollten Aktl knockout mES Zellen
mittels der TALEN Technologie generiert werden. Zusatzlich sollte Akt2 shRNA basiert
herunterreguliert werden. Zudem sollte getestet werden, ob die drei Akt Isoformen spezifische
Funktionen bei der Pluripotenzerhaltung von Stammzellen besitzen, oder ob alle drei

Isoformen eine redundante Funktion aufweisen.
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3 Material und Methoden

3.1 Gerate und Software

Tabelle 3.1: Verwendete Gerate und Software
Gerat/Software

Detektionsgerat FX Vilber Lourmat
Entwicklermaschine SRX-101
Fluoreszenzmikroskop

Fusion Software

Infinite M200 Reader

LightCycler 480 II

LightCycler Software

NanoDrop 1000 Photometer
NanoDrop 1000 Software

Power Supply

Software ImageJ

Thermocycler Mastercycler epgradient S
Thermoshaker

Tischzentrifuge 5417R
Tischzentrifuge Multifuge Avant-J-30 |
Vortexer Vortex-Genie 2
Zellkulturinkubator HERA cell 240

Zellkultursterilbbank HERA Safe

MATERIAL UND METHODEN

Hersteller

Peqglab

Konica

Leica

Peqglab

Tecan

Roche

Roche

Peqglab

Peqglab

BioRad

ImageJ

Eppendorf

UNIVERSAL Labortechnik
Eppendorf

Eppendorf

Scientific Industries
Heraeus, Thermo Scientific

Thermo Scientific

3.2 Reagenzien und Verbrauchsmaterialien

Tabelle 3.2: verwendete Chemikalien und Verbrauchsmaterial fir die Zellkultur

Chemikalie/Produkt
1-Monothioglycerol
2-Mercaptoethanol
Aggrewell™Plates
Aktivin A

Alkaline Phosphatase Detection Kit

Hersteller

Sigma

Sigma

Stemcell Technologies
PeproTech
Merck/Millipore
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Ascorbinsaure

B27 Serum-free Supplement (50x)
Cell Scraper

Cryogenic vials (Kryoréhrchen)
Dimethylsulfoxid (DMSO)

DMEM High Glucose (4,5 g/l) mit Glutamin

DMEM k.o.
DMEM Low Glucose (1 g/l) mit Glutamin

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (PBS)

Duvelisib

Falcon-Réhrchen

Fetales Kélberserum Gold (10 % (v/v))
Gelatine

GSK2334470

Ham’s F-12 Nutrient Mix

HEPES

Idelalisib

ITS-Supplement

JAK |

jetPei® (PolyPlus-Transfection Inc.)
KnockOut™ Serum Replacement (SR)
L-Glutamin (200 mM)

LIF mouse

LY294002

MEM non-essential aminoacids
Mitomycin C

MK-2206

Mr. Frosty

MycoZap Plus-CL

N2 Supplement

Neubauer Improved Zahlkammer
OPH-109 Q-VD-OPH
Penicillin/Streptomycin

Perform®

PF-4989216

Protaminsulfat

Puromycin Dihydrochlorid

Sigma

GIBCO

Sarstedt

Nalgene

neolLab

PAA Laboratories GmbH
Invitrogen life technologies™
PAA Laboratories GmbH
PAA Laboratories GmbH
Selleckchem

BD Biosciences

PAA Laboratories GmbH
Merck

Selleckchem

Invitrogen life technologies™
PAA Laboratories GmbH
Selleckchem

Sigma-Aldrich
Merck/Millipore

PegLab

Invitrogen life technologies™
GIBCO

Biomol

Merck/Millipore

GIBCO

BIOTREND

Selleckchem

Nalgene

Lonza

PAA Laboratories GmbH
Assistent Bright Line Germany
MP Biomedicals

PAA Laboratories GmbH
Schilke

Selleckchem

Merck/Millipore

ThermoFischer
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Rapamycin

Retinsaure

Sodium Pyruvate (100 mM)
Trypsin/EDTA (0,05%)
Zellkulturflaschen
Zellkulturschalen

Selleckchem
Sigma

GIBCO

GIBCO

Greiner bio-one

Greiner bio-one

Tabelle 3.3: verwendete Chemikalien und Material fiir Western Blot Analyse

Chemikalie/Arbeitsmaterial

96 Well F-Bodenplatte

APS

BCA Protein Assay Kit

Bromphenolblau

Complete Protease Inhibitor Cocktalil

DTT

Glycerin

Glycin

Nitrocellulose-Membran

Nonidet P-40

PhosSTOP Phosphatase Inhibitor Cocktail
Red Alkaline Phosphatase Substrate Kit
Rotiphorese acrylamide 40 (37.5:1)

SDS

Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder
TEMED

Western Bright Sirius

Hersteller

Greiner

Roth

Thermo Scientific Pierce
Sigma-Aldrich
Roche

Roth

AppliChem
AppliChem

Millipore
AppliChem

Roche

Vector Laboratories
Roth

AppliChem
Fermentas

Roth

Biozym

Tabelle 3.4: verwendete Chemikalien und Material fir Immunbiologische Methoden

Chemikalie/Arbeitsmaterial

DAPI

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (PBS)
ECL-LOsung

Fluorescent mounting medium

Formaldehyd <37% fir Histologie
Triton-X-100

Tween 20

Hersteller

Merck

PAA Laboratories GmbH
Promega

Dako

Carl Roth

Roth

Merck
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Tabelle 3.5: verwendete Chemikalien und Material fir Molekularbiologische Methoden

Chemikalien/Arbeitsmaterial Hersteller

384 well plate gRT-PCR white Roche

Agarose Roth

DNeasy Blood & Tissue Kit Qiagen

GeneJET PCR Purification Kit Fermentas

Light Cycler 480 sealing foil Roche

LightCycler 480 SYBR Green | Master Roche

Midori Green Advance Biozym

Nuklease freies Wasser Fermentas

O’GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder Fermentas

Platinum Pfx DNA Polymerase Kit Invitrogen

QuantiTect Reverse Transcription Kit Qiagen

RNeasy Mini kit Qiagen

Tabelle 3.6: Medien fur Zellkultur

Medium Zusammensetzung

MEF-Medium DMEM High Glucose mit Glutamin
10% FCS
0,2% MycoZap

mMESC-Medium DMEM knockout
20% KnockOut™ Serum Replacement (SR)
1% MEM non-essential amino acids
1% Pen/Strep
1% L-Glutamin
0,9 mM 2-Mercaptoethanol
1000 U/ml mLIF

HEK-Medium DMEM High Glucose mit Glutamin

Einfriermedium fur MEFs

10% FCS

1% L-Glutamin

0,2% MycoZAP

1 mM MEM Sodium Pyruvate

80% FCS
20% DMSO
1:1 mit MEF-Medium
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Einfriermedium fir mES Zellen

EB-Medium

Basalmedium

Mesoderm-Medium

Endoderm-Medium

Ektoderm-Medium

80% SR
20% DMSO
1:1 mit mESC-Medium

DMEM knockout

10% SR

1% MEM non essential amino acids
1% L-Glutamin

1% Pen/Strep

1% Natriumpyruvat

0,45 mM 1-Monothioglycerol

DMEM low Glucose
1% | Glutamin

1% Pen/Strep

1% HEPES

Basalmedium

1% N2 Supplement
1% B27 Supplement
5 "9/ Ascorbinsaure

0,4 mM 1-Monothiogycerol

Basalmedium

25 "9/, Activin

1% N2 Supplement
1% B27 Supplement

EB-Medium
1 puM Retinséure
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Tabelle 3.7: Zelllinien

MATERIAL UND METHODEN

Zellen
mESC V6.4

MEF wt

HEK 293 T

Aktl ko mES Zellen

Herkunft Charakteristika
Maus embryonale Adharente Zellen,
Stammzellen, (Stemgent) pluripotent

Maus embryonale Fibroblasten  Adhéarente Zellen
BL6 (Charles River)

humane embryonale Nieren- Adhérente Zellen, Zelllinie,
zellen (Invitrogen) transformiert mit SV40 large
T Antigen

Maus Embryonale Stammzellen Deletion im Aktl Gen
V6.4 (Julia Gunter)

Tabelle 3.8: Plasmide

Bezeichnung
psPAX2

pLKO.1
pMD2.G
shAkt2 #1
shAkt2 #2
shAkt2 #3
shPDK1 #1
shPDK1 #2
shPDK1 #3

Mm-Aktl_TALEN_L1

Mm-Aktl_TALEN_R1

Mm-Aktl_RG2S1

Mm-Aktl_TALEN_L2

Mm-Aktl_TALEN_R2

Mm-Aktl_RG2S2

Charakteristika Bezugsquelle
Lentivirales Verpackungsplasmid, empty Open biosystem
backbone.

TRC Klonierungsvektor Open biosystem
VSV-G Envelop expression Open biosystem
TRCNO0000055259 Sigma
TRCNO0000055260 Sigma
TRCNO0000022670 Sigma
TRCNO0000078808 Sigma
TRCNO0000078809 Sigma
TRCNO0000078810 Sigma
Expressionsvektor fir linkes Akt2-TALEN- ToolGen
Fragment, Zielsequenz 1

Expressionsvektor flr rechtes Akt2-TALEN- ToolGen
Fragment, Zielsequenz 1

Reporterplasmid mit Akt2-Zielsequenz 1 ToolGen
Expressionsvektor fir linkes Akt2-TALEN- ToolGen

Fragment, Zielsequenz 2
Expressionsvektor fir rechtes Akt2-TALEN- ToolGen
Fragment, Zielsequenz 2

Reporterplasmid mit Akt2-Zielsequenz 1 ToolGen
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Tabelle 3.9: verwendete Puffer fir Western Blot Analysen

Puffer Zusammensetzung
Laufpuffer 10x 30 g Tris Base

145 g Glycin

0,1% SDS

Auf 11 ddH20 auffillen

RIPA-Lysepuffer 150 mM NaCl
1% Nonidet P-40
0.5% Desoxycholsaure
0.1% SDS
50 mM Tris ph 7,4
In ddH20

Transferpuffer 3.03 g Tris
14.41 g Glycin
200 ml Methanol
Auf 1 | mit ddH-O auffullen

SDS-Probepuffer 5x (Lammli) 1 M Tris/HCI
0,2M 1,4-DTT
40 % (v/v) Glycerin
2 % (w/v) SDS
0,5 % (w/v) Bromphenolblau
pH 6,8

Tabelle 3.10: verwendete Puffer fir Immunfluoreszenzfarbungen

Puffer Zusammensetzung
Blockpuffer 4% BSA
0,05% Saponin
Auffillen mit PBS

DAPI-Ldsung 19/, Losung verdinnen auf 19/, mit PBS
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Tabelle 3.11: Zusammensetzung des Sammel-und Trenngels der diskontinuierlichen SDS-PAGE

MATERIAL UND METHODEN

Reagenz 10 % Trenngel

Acrylamid 2,5ml 400 pl
TEMED 4 ul 3l
Tris pH 8,8 2,5 ml -

Tris pH 6,8 - 400 pl
10% SDS 100 pl 30
10% APS 100 pl 30 pl
ddH20 4,8 ml 2,2ml

5% Sammelgel

Tabelle 3.12: fur Western Blot verwendete Antikdrper

Antikorper

Anti- B-Catenin
Anti-Aktl

Anti-Akt2

Anti-cMyc

Anti-GSK3 o/
Anti-KlIf4

Anti-LEF1

Anti-MAPK 42/44
Anti-mouse HRP
Anti-Nanog

Anti-Oct4

Anti-pGSK3 a/B (Ser21/9)
Anti-pAktl (Thr308)
Anti-p-Akt1/2/3
Anti-pAkt2 (Ser4d74)
Anti-pMAPK42/44 (Thr202/Tyr204)
Anti-pS6 (Ser235/236)
Anti-pStat3 (Tyr705)
Anti-rabbit HRP
Anti-S6

Anti-Sox2

Anti-Stat3

Anti-TCF4

Bezugsquelle

Cell Signaling Technology®
Cell Signaling Technology®
Cell Signaling Technology®
GeneTex

Cell Signaling Technology®
Abcam

Cell Signaling Technology®
Cell Signaling Technology®
Jackson ImmunoResearch
Abcam

Cell Signaling Technology®
Cell Signaling Technology®
Cell Signaling Technology®

Santa Cruz Biotechnology, Inc.

Cell Signaling Technology®
Cell Signaling Technology®
Cell Signaling Technology®
Cell Signaling Technology®
Jackson ImmunoResearch
Cell Signaling Technology®
Cell Signaling Technology®
R&D Systems

Cell Signaling Technology®

Verdinnung
1:1000
1:1000
1:1000
1:1000
1:1000
1:1000
1:1000
1:1000
1:10 000
1:1000
1:1000
1:1000
1:1000
1:1000
1:1000
1:1000
1:1000
1:1000
1:10 000
1:1000
1:1000
1:1000
1:1000
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Tabelle 3.13: fur Immunfluoreszenz verwendete Antikérper

Antikorper Bezugsquelle Verdinnung
Mouse monoclonal Anti-Nestin Abcam 1:200
Mouse monoclonal Anti-AFP R&D Systems 1:100
Mouse monoclonal Anti-SMA Sigma Aldrich 1:500
Chicken-anti-mouse Alexa Fluor 488 Invitrogen 1:100

Tabelle 3.14: fir gRT-PCR verwendete Primer

Gen Bezeichnung Anbieter

Aktl Mm_Aktl 1 SG QuantiTect Primer Assay Qiagen

Akt2 Mm_Akt2_1 SG QuantiTect Primer Assay Qiagen

Cdh2 Mm_Cdh2_1 SG Qiagen

cMyc Mm_Myc_1 SG QuantiTect Primer Assay Qiagen

Dppa2 Mm_Dppa2_2_SG Qiagen

Epcam Mm_Epcam_2_SG Qiagen

GAPDH Mm_Gapdh_3_SG QuantiTect Primer Assay Qiagen

Kif4 Mm_KIf4_1 SG QuantiTect Primer Assay Qiagen

Nanog Mm_Nanog_1 SG QuantiTect Primer Assay Qiagen

Oct4 Mm_Pou5fl_1 SG QuantiTect Primer Assay Qiagen

Sox2 Mm_Sox2_1 SG QuantiTect Primer Assay Qiagen

Thx3 Mm_Tbx3_1 SG QuantiTect Primer Assay Qiagen

Tcf3 Mm_Tcf3_1 SG QuantiTect Primer Assay Qiagen

Tert Mm_Tert_1 SG QuantiTect Primer Assay Qiagen

B-Aktin Mm_Actb 2 SG QuantiTect Primer Assay Qiagen

AFP For: GATGAAACCTATGCCCCTCC Sigma Aldrich
Rev: CTGTCAGTTCAGGCTTTTGC

AXin2 For: TGACTCTCCTTCCAGATCCCA Sigma Aldrich
Rev: TGCCCACACTAGGCTGACA

Brachyury For: AGGTACCCAGCTCTAAGGAAC Sigma Aldrich
Rev: CGAGGCTAGACCAGTTATCATG

DKK1 For: CTCATCAATTCCAACGCGATCA Sigma Aldrich
Rev: GCCCTCATAGAGAACTCCCG

GATA4 For: CTGTCATCTCACTATGGGCAC Sigma Aldrich
Rev: GAGTGACAGGAGATGCATAGC

Grb10 For: GTGAAAGAGGTAGGACGCAAGT Sigma Aldrich
Rev: TCCAGCAATCAGGTAGAAGATG

KREMEN2 For: ACGACTAGGCATCTATGAAGTGT Sigma Aldrich
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LEF1

Nestin

Sall4

Sox17

Wnt8a

a-SMA

Rev: CCGGTCTGGTCCATACTCATC

For: AAGGCGATCCCCAGAAGGA Sigma Aldrich
Rev: AGGGTGTTCTCTGGCCTTGT

For: TGGAACATGAATCTGTGGGTGA Sigma Aldrich
Rev: CGATTGGGCATCTAAATGGTCAATCG

For: CCCTGGGAACTGCGATGAAG Sigma Aldrich
Rev: TCAGAGAGACTAAAGAACTCGGC

For: ACGCTAGCTCAGCGGTCTACTATT Sigma Aldrich
Rev: AGGGATTTCCTTAGCGCTTCCAGG

For: GGGAACGGTGGAATTGTCCTG Sigma Aldrich
Rev: GCAGAGCGGATGGCATGAA

For: CCCAGACATCAGGGAGTAATGG Sigma Aldrich

Rev: TCTATCGGATACTTCAGCGTCA
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3.3 Methoden

3.3.1 Zellbiologische Methoden

3.3.1.1 Isolierung und Mitomycin C-Behandlung von MEFs

Fir die Isolierung von MEFs zur Generierung von Feederzellen wurden tragende E13.5 Mause
verwendet, welche durch Genickbruch getdtet wurden. Der Uterus wurde entnommen und in
Petrischalen mit eiskaltem PBS Uberfuhrt. Die Embryonen wurden aus dem Uterus prapariert,
mit eiskaltem PBS gewaschen und anschlie3end wurde die Leber und der Kopf entfernt. Die
Embryonen wurden in EppendorfgefalRe mit 100 pl PBS tberfihrt, mit einer Schere zerkleinert
und mit 900 pl Trypsin/EDTA versetzt. Die Gewebestucke wurden fur 5 Minuten bei 37°C
inkubiert, resuspendiert und nochmal fiir 5 Minuten bei 37°C inkubiert, bis die Zellen vereinzelt
waren. Die Zellen wurden von abgestorbenen Zellen und ausgetretener DNA gesaubert und
mit MEF-Medium versetzt. Die Zellsuspension wurde in ein 15-ml Falcon-R6hrchen Gberfihrt,
mit MEF-Medium auf 10 ml aufgefillt und fir 5 Minuten bei 150 x g zentrifugiert. Das Pellet
wurde in MEF-Medium resuspendiert, in 25 cm? Zellkulturflaschen tberfiihrt und bei 37°C, 5%
CO2 und 5% O- bei 100% Luftfeuchtigkeit kultiviert. Bei einer Konfluenz von 100% wurden die

MEFs in einem Verhaltnis von 1:3 passagiert.

Ab Passagenzahl 2 wurde ein Teil der MEFs eingefroren und ein Teil weiterkultiviert. Fir die
Behandlung mit Mitomycin C wurden die Zellen expandiert, dann das verbrauchte Medium
abgenommen und mit 10 "9/, Mitomycin C (geldst in PBS, Konzentration 1 M9/ in MEF-
Medium ohne Pen/Strep versetzt. Nach einer Inkubation von drei Stunden bei 37°C, 5% CO.
und 5% O bei 100% Luftfeuchtigkeit wurde das Mitomycin C-haltige Medium abgenommen
und die adhéarenten Zellen dreimal mit PBS gewaschen. AnschlieBend wurden die MEFs mit
EDTA/Trypsin von den Zellkulturplatten abgel6st, in MEF-Medium aufgenommen, fir 5
Minuten bei 150 x g pelletiert und in Aliquots von 10°® Zellen pro Kryor6hrchen eingefroren
(siehe 3.1.10). Um die Teilungsinaktivierung der Mitomycin C behandelten MEFs zu testen,
wurden diese neu auf Zellkulturplatten ausgebracht und mittels Zellzahl-Bestimmung (siehe
3.1.5) im Verlauf der bis zu 10-tdgigen Kultivierung quantifiziert. AuRerdem wurden mES

Zellen auf den behandelten MEFs ausgebracht, um ihr Wachstumsverhalten zu beobachten.

3.3.1.2 Kultivierung Embryonaler Mausfibroblasten (MEFs)

Primare MEFs wurden bei 5% CO;, 5% O,, 37°C und 100% relativer Luftfeuchtigkeit kultiviert.
Die MEF Zellen wurden alle drei Tage passagiert. Dazu wurden die adharenten Zellen mit PBS
gewaschen und mit EDTA/Trypsin bei 37°C fur 5-20 Minuten von den Zellkulturschalen
abgel6st und in neuem Medium resuspendiert. Die Zellen wurden in einem Verhéltnis von 1:3

auf Zellkulturplatten ausgebracht.

30



MATERIAL UND METHODEN

3.3.1.3 Ausbringen von Feederlayerzellen

Mitomycin C-behandelte MEFs, die in flussigem Stickstoff gelagert wurden, wurden in
vorgewarmten MEF-Medium resuspendiert, bei 150 x g fur 5 Minuten pelletiert und in neues
MEF-Medium aufgenommen. Ausgebracht wurden die Zellen in einer Dichte von ungeféahr
10* Zellen/cm?.

3.3.1.4 Beschichtung von Zellkulturplatten mit Gelatine

Fur die Beschichtung von Zellkulturplatten mit Gelatine wurde eine 2% Gelatinelésung bei
37°C geschmolzen und mit ebenfalls 37°C warmen Wasser auf eine 0,1% L6sung verdunnt.
Mit dieser 0,1% Gelatinelésung wurde der Boden von Zellkulturplatten vollsténdig benetzt.
Nach einer Inkubationszeit von 30 min wurde die Gelatineldsung wieder abgezogen und die
Platten fur 2 h bei RT getrocknet.

3.3.1.5 Bestimmung der Zellzahl und Ausplattieren von Zellen

Um Zellen fir weiterfihrende Experimente in Kulturschalen auszubringen, wurden die
entsprechenden Zelllinien durch Zugabe von EDTA/Trypsin von der Plastikoberflache geltst
und erneut im jeweiligen Medium aufgenommen. Die abgelosten Zellen wurden mit einer
Neubauer-Kammer (0,1 mm Tiefe und 0,0025 mm? Gesamtflache) gezahlt. Dazu wurden 10
pl der Zellsuspension verwendet und die Anzahl intakter Zellen in vier GroRRquadraten
bestimmt. Die gewtinschte Zellzahl wurde in zellspezifischem Medium in neue Zellkulturplatten

ausgebracht.

3.3.1.6 Kultivierung von embryonalen Mausstammzellen (MES Zellen)

Embryonale Mausstammzellen wurden in 5% CO. bei 37°C und 100% Luftfeuchtigkeit
kultiviert. Dem mESC-Medium wurde kurz vor Verwendung Maus-LIF in einer Konzentration
von 1000 U/ml zugesetzt. Die Zellen wurden auf einer Feederzellschicht oder Gelatine
kultiviert und alle 2-4 Tage passagiert. Dazu wurden die adhérenten Zellen mit vorgewarmtem
PBS gewaschen und mit EDTA/Trypsin von den Zellkulturplatten abgel6st, in neues
Kulturmedium aufgenommen und in einem Verhaltnis von 1:10 bis 1:200 wieder ausgebracht.

Nach dem Passagieren wurde am tbernachsten Tag das Medium erneuert, ansonsten taglich.

3.3.1.7 Auftauen von in Stickstoff gelagerten Zellen

Um eingefrorene Zellen aufzutauen, wurden diese in 37°C warmem Kulturmedium
resuspendiert und anschlieRend bei 150 x g fur 5 Minuten pelletiert. Um restliches DMSO zu
entfernen, wurden die Zellen einmal mit Zellkulturmedium gewaschen, dann in

Zellkulturschalen uberfiihrt und bei zellspezifischen Bedingungen kultiviert.

Bei Akt defizienten mES Zellen wurde in das entsprechende Kulturmedium 20 uM Caspase-

Inhibitor Q-VD-OPH zugegeben, um Apoptose der Zellen zu verhindern.
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3.3.1.8 Kryokonservierung von Zellen

Fir die Kryokonservierung von Zellen wurden diese mit EDTA/Trypsin von den
Zellkulturplatten abgeldst, das tberschissige Trypsin anschlieBend mit FCS- bzw. SR-
haltigem Medium abgesattigt und die Zellen fiir 5 Minuten bei 150 x g pelletiert. Das Zellpellet
wurde mit zellspezifischem Medium versetzt und mit Einfriermedium fur MEF Zellen bzw. fur
MES Zellen in einem Verhéltnis von 1:1 gemischt. Von der Zellsuspension wurde 1 ml in
Kryor6hrchen dberfihrt und in einem Einfriergefal® (,Mr. Frosty®), der fur eine konstante
Kihlungsrate sorgt, bei -80°C eingefroren. Fir eine Langzeitlagerung wurden die
Kryordhrchen in flissigen Stickstoff Gberfihrt.

3.3.1.9 Kultivierung von HEK 293 T Zellen

Nach dem Auftauen der HEK 293 T Zellen (siehe 3.1.9) wurden diese in HEK-Medium bei
37°C, 5% CO; und 100% Luftfeuchtigkeit kultiviert. Bei einer Konfluenz von 70-90% wurden
die adharenten Zellen mit vorgewarmten PBS gewaschen, mit EDTA/Trypsin abgeldst, in
neues Medium aufgenommen und in einem Verhdaltnis von 1:10 auf Zellkulturplatten

ausgebracht.

3.3.1.10 Transfektion von HEK 293 T Zellen

Fir die Transfektion von HEK 293 T Zellen mit Fremd-DNA in Form von Plasmiden wurde das
Transfektionsreagenz jetPei® (ein Polyethylenimin Derivat) nach Herstellerangaben
verwendet. Die Transfektionsmethode beruht auf Lipofektion der behandelten Zellen. Hierbei
wird die negativ geladene DNA von den positiv geladenen Lipidpartikeln umschlossen. Diese
Partikel interagieren mit der Zelloberflache und werden durch Endozytose in die Zellen

aufgenommen.

3.3.1.11 Generierung stabiler Zelllinien mittels TALEN-Technologie

Um die Funktion von Aktl und Akt2 im Zellsystem genauer untersuchen zu kdnnen, wurden
die Gene Aktl und Akt2 in MEFs bzw. Aktl in mES Zellen mittels der TALEN- (Transcription
Activator-Like Effector Nuclease) Technologie deletiert (Miller et.al...). Im Abschnitt 4.2.1 der
Ergebnisse findet sich eine detaillierte Beschreibung der TALEN-Konstrukte und deren
Wirkungsweise im Zellsystem. Bereits vordesignte TALEN-Paare und entsprechende
Reporterplasmide wurden von dem Unternehmen ToolGen Genome Engineering erworben (Y.
Kim et al., 2013) und zuerst in HEK 293 T Zellen getestet. Um zu testen, ob die Konstrukte in
HEK 293 T Zellen eingebracht werden kénnen und ob es folgend zu einem Doppelstrangbruch
und somit zu einer Deletion des entsprechenden Gens kommt, wurden die
zusammengehdrenden TALEN-Konstrukte (TALEN-Paar) und das Reporterplasmid mittels
Lipofektion mit jetPEI in die Zellen eingebracht. Das konstitutiv RFP (red fluorescent portein)
exprimierende Reporterplasmid ist so konstruiert, dass es bei einer erfolgreichen Bindung der

TALEN-Konstrukte an die spezifische DNA-Bindungssequenz zu einem DNA-
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Doppelstrangbruch kommt. Der Doppelstrangbruch wird in Zellen meist durch NHJE (nicht
homologe Verknipfung der Enden) repariert. Resultiert daraus eine Leserasterverschiebung,
wird EGFP (enhanced green fluorescent portein), was sich nun im Leseraster befindet,
exprimiert. Die Expression von EGFP ermdglicht eine Selektion mittels FACS (fluorescence-
activating cell sorting) der Zellen, die erfolgreich alle TALEN-Konstrukte aufgenommen haben
(Abb 3.1).

Zielsequenz  |—10P EGFP - EGFP -
\ Fok I induzierter Doppelstranbruch

\ Leserasterverschiebung durch NHIJE

Insertion oder
Deletion

:

Abbildung 3.1: Schematische Darstellung der Funktion des TALEN Reporterplasmids.
Das Plasmid enthalt ein konstitutiv exprimiertes RFP Gen, den beiden TALEN DNA-Zielsequenzen und zwei EGFP
Genen, die sich auBerhalb des Leserasters befinden. Bei einer Leserasterverschiebung um +1 oder +2 nach einem
durch die Fok | induzierten Doppelstrangbruchs der DNA und einer nachfolgenden Reparatur (NHEJ - Insertion
oder Deletion), kann das jeweilige sich im Leseraster befindliche EGFP Gen abgelesen und zusammen mit RFP

exprimiert werden. Abbildung modifiziert nach (H. Kim et al., 2011).

2 x 10° HEK 293 T Zellen wurden pro 6-well Platte ausgebracht und 24 h spater mit jeweils
1ug der Plasmide Mm-Aktl TALEN_L1, Mm-Aktl TALEN R1 und Mm-Aktl_RG2S1
(Reporterplasmid) im Verhaltnis 1:2 mit jetPEI transfiziert. Analog erfolgte die Transfektion von
HEK 293 T Zellen mit den Plasmiden Mm-Aktl TALEN_ L2, Mm-Aktl TALEN_R2 und Mm-
Aktl RG2S2. Die Zielsequenz der TALEN-Paare liegt jeweils in Exon 1 des Aktl Gens,
weshalb bei einem Doppelstrangbruch ein friihes Stopp-Codon zu erwarten ist, was dazu fuhrt,
dass kein Akt Protein exprimiert wird. Aufgrund der erfolgten Leserasterverschiebung, konnten

mit dem Mikroskop EGFP positive Zellen dargestellt werden.

Fur die Generierung von Aktl ko mES Zellen wurde jeweils ein zusammengehotrendes
TALEN-Paar mit einem entsprechenden TALEN-Reporterplasmids mittels Nukleofektion in die
Zellen eingebracht. Die Nukleofektion basiert auf Elektroporation bei der ein elektrischer
Impuls fir einen kurzzeitigen Zusammenbruch der Membranintegritat sorgt. Dadurch kénnen
Plasmide in die Zelle und direkt in den Zellkern gelangen. Fir das Einbringen der TALEN

Konstrukte in mES Zellen wurde das Mouse ES Cell Nucleofection Kit verwendet. Es wurden
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10° mES Zellen und 3 pg pro TALEN-Plasmid und die Programme A-23, A-24 und A-30 des
Nukleofektors pro Ansatz verwendet. Die Nukleofektion erfolgte nach Protokoll des Herstellers.
AnschlieRend wurden die Zellen auf Feederzellen ausgebracht. Die Nukleofektion von MEFs
erfolgte mittels Mouse/Rat Hepatocyte Nuclofector Kit. Es wurden jeweils 2 x 108 Zellen und
das Programm N-24 verwendet. Die Zellen wurden anschlieBend in 6-well Platten
ausgebracht. Fur die FACS basierte Selektion wurden die Zellen zwei Tage nach der
Transfektion mit Trypsin vereinzelt und gewaschen und anschlie3end in 0,5 ml eiskaltem PBS
resuspendiert und durch einem Nylonsieb (40 um) in FACS-RoOhrchen Uberfiihrt. Die Zellen
wurden bis zur FACS-Analyse durch die FACS Core Facility Tubingen auf Eis gelagert. GFP
positive mES Zellen wurden einzeln in 24-well Platten mit Feederzellen und entsprechendem
MESC-Medium sortiert. Die selektionierten Einzelklone wurden kultiviert und bei
entsprechender Konfluenz passagiert. Mittels Western Blot wurden die einzelnen Klone auf
Aktl getestet.

3.3.1.12 shRNA vermittelter knockdown in mES Zellen
Fur die Generierung stabiler PDK1 bzw. Akt2 knockout Zelllininen wurden wt und Aktl” mES
Zellen mit lentiviralen shRNA Konstrukten transduziert.

Fur die Virusherstellung wurden HEK 293 T Zellen verwendet. Konfluente HEK 293 T Zellen
wurden einen Tag vor der Transfektion 1:10 in 10 cm Zellkulturplatten mit 10 ml HEK-Medium
ausgebracht. Fur die Transfektion der Zellen wurde die Calciumphosphat Methode verwendet.
Pro Transfektionsansatz wurden 500 pl Nuklease freies Wasser mit 50 ul CaCl; (2,5 M)
gemischt und mit den Helferplasmiden (jeweils 3 ug pMD2.G und 6,5 pg psPAX2) und 10 ug
des entsprechenden lentiviralen silencing Vektor (pLKO.1 Konstrukte) versetzt und gemischt.
AnschlieRend wurden unter konstanter Mischung mit einem Vortex-Gerat tropfenweise 500 pl
HeBS Puffer (280 mM NaCl, 1,5 mM Na;HPO,4, 50 mM Hepes, pH 7,05) zugefihrt. Die
Mischung wurde fur 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend tropfenweise
auf die am Tag zuvor ausgebrachten HEK 293 T Zellen gegeben. Nach 18 Stunden wurde das

Medium abgezogen und gegen 7 ml mESC-Medium mit 5% FCS ersetzt.

Nach weiteren zwei Tagen wurde der Uberstand der virusproduzierenden HEK 293 T Zellen
abgenommen, sterilfiltriert (45 um) und 1 ml davon auf am Tag zuvor ausgebrachte mES Zellen
(10* Zellen pro 6-well Platten) gegeben. 24 Stunden nach der Infektion wurden die Zellen
zweimal mit PBS gewaschen, um verbleibende Viruspartikel zu entfernen. Weitere zwei Tage
spater wurde mit der Puromycin Selektion der transduzierten Zellen begonnen. Dazu wurden

dem mESC-Medium 1 "9/, Puromycin zugesetzt.

Alle Materialien und Losungen, die mit Lentiviren in Kontakt kamen, wurden mit Perform nach

Herstellerangaben desinfiziert.
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3.3.1.13 Ungerichtete Differenzierung vom mES Zellen

Fur die ungerichtete Differenzierung von mES Zellen wurden aus diesen zuerst
embryodhnliche Aggregate (EBs) generiert. Dazu wurden Aggrewell-Platten, die
1200 Mikrowells mit einem Durchmesser von 400 pm enthalten, mit 1 ml DMEM/F-12
gewaschen, mit 0,5 ml EB-Medium versetzt und bei 2000 x g fir 5 Minuten bzw. bis in den
Mikrowells keine Luftblaschen mehr sichtbar waren, zentrifugiert.

mES Zellen wurden mit EDTA/Trypsin vereinzelt. Pro Aggrewell wurden 1,2 x 10° Zellen in 1,5
ml EB-Medium aufgenommen, in ein vorbereitetes well der Aggrewell-Platte Uberfihrt,
vermischt und, um die Zellen in den Mikrowells zu sammeln, bei 50 x g fir drei Minuten
zentrifugiert. Die Zellen wurden in den Aggrewell-Platten bei 37°C, 5% CO> und 100%
Luftfeuchtigkeit fir 72 Stunden kultiviert, wobei nach 48 Stunden 1 ml Medium durch frisches
EB-Medium ersetzt wurde.

Um die EBs in Zellen der verschiedenen Keimblatter zu differenzieren, wurden ca. 150 EBs
nach vorsichtigem Mischen und Abspilen der Aggrewells auf mit Gelatine beschichtete
Glasplattchen in 12-well Platten ausgebracht und fiir 24 Stunden mit DMEM high Glucose, 5%
FCS und 1% Pen/Strep bei 37°C, 5% CO. und 100% Luftfeuchtigkeit kultiviert, bis die
Zellaggregate sich abgesetzt hatten. Nachdem die EBs angewachsen waren, wurde auf die
verschiedenen Differenzierungsmedien (Ektoderm-, Endoderm- und Mesoderm-Medium)
umgestellt und diese jeweils alle 2 Tage gewechselt. Nach 8 Tagen wurde das Medium von
den differenzierten Zellen abgenommen, diese mit 4% eiskaltem Formaldehyd fiir 15 min auf
Eis fixiert und anschlieBend durch zweimaliges Waschen mit PBS (berschissiges
Fixierungsreagenz entfernt. Die fixierten Zellen wurden fir eine Immunfluoreszenzfarbung

(siehe 3.3.3) verwendet.

3.3.2 Immunbiologische Methoden

3.3.2.1 Gewinnung von Gesamtzellextrakten

Zur Herstellung von Gesamtzellextrakten wurden die entsprechenden Zellen mit PBS
gewaschen, mit EDTA/Trypsin vereinzelt und in den Zellen entsprechendem FCS- bzw. SR-
haltigen Medium resuspendiert. Anschliel3end wurden die Zellen bei 150 x g pelletiert, mit PBS
gewaschen und nochmals bei 150 x g pelletiert. Das Pellet wurde entweder eingefroren und
bei -80°C gelagert oder direkt mit 150 pl RIPA-Lysepuffer, versetzt mit Protease Inhibitor
Cocktail und Phosphatase Inhibitor Cocktail, homogenisiert, fir 30 Minuten auf Eis lysiert und
teilweise im Ultraschallbad fir 5 Minuten mit 50% Unterbrechungen behandelt. Zur Abtrennung
von DNA wund unléslichen Zellbestandteilen wurden die Lysate 5 Minuten bei

20 000 x g zentrifugiert. Die Uberstande wurden bei -20°C gelagert.
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3.3.2.2 Konzentrationsbestimmung von Proteinextrakten

Die Proteinkonzentration von Gesamtzelllysat wurde mittels BCA Protein Assay Kit nach
Herstelleranleitung bestimmt. Der enthaltene BCA-Puffer wurde in einem Verhéltnis von 1:50
mit einer Kupferkomplexlésung gemischt und in einem Volumen von 200 pl pro 2 pl Probe
bzw. BCA-Standardlosung eingesetzt. Die Proben wurden unverdinnt in eine 96-Well-Platte
tberfihrt, mit der verdinnten Kupferkomplexldsung versetzt und 30 Minuten bei 37°C unter
Lichtausschluss inkubiert und anschlieBend die Absorption bei 595 nm bestimmt. Die
Konzentration der Proben wurde mit 5x bzw. 2,5x Probenpuffer (Lammli) auf 1 "9/, eingestellt.

3.3.2.3 Denaturierende SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Proteine der Zelllysate wurden entsprechend ihrer Grof3e elektrophoretisch tiber ein SDS-
Polyacrylamidgel aufgetrennt. Die Auftrennung erfolgt dabei durch die gréRenabhangige
Wanderungsgeschwindigkeit der Proteine durch das Gel. Eine einheitliche Laufrichtung wird
durch SDS, welches an die Proteine bindet, diese denaturiert und ihnen eine negative
Gesamtladung verleiht, gewahrleistet.

Mit Probepuffer versetzte Lysate wurden bei 95°C fir 5 Minuten erhitzt und mit einem
diskontinuierlichen Polyacrylamidgel (siehe Tabelle 3.7) mit dem Proteingrof3enstandard
Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder als Referenz bei 20 mA im Sammelgel bzw.
40 mA im Trenngel aufgetrennt.

3.3.2.4 Detektion der Alkalischen Phosphatase-Aktivitat in pluripotenten Zellen

Die Aktivitdt der Alkalischen Phosphatase (AP) wurde mit dem Vector Red Alkaline
Phosphatase Substrate Kit bestimmt. Dafir wurden mES Zellen fur 3-5 Tage kultiviert, zwei
Minuten mit 4% Formaldehyd fixiert, zweimal mit Waschpuffer (PBS, 0,2% Tween) gewaschen
und nach Herstellerangaben fur 30 Minuten mit der Farbelésung im Dunkeln inkubiert. Nach
der Einwirkzeit wurde die Farbeldsung abgesaugt, die Zellen mit Waschpuffer gewaschen und
anschliel3end mit PBS bedeckt. Die Platten mit den fixierten und gefarbten Zellen wurden zum
einen mit einem Epson Scanner gescannt und zum anderen fluoreszenzmikroskopisch (10x

Objektiv, Laser: 560nm) fotografiert und mit ImageJ ausgewertet.

3.3.2.5 Western Blot

Der Western Blot ermdglicht eine Identifizierung von Proteinen anhand der Bindung und
Detektion spezifischer Antikdrper. Die denaturierten, reduzierten und Uber eine SDS-PAGE
(siehe 3.2.3) aufgetrennten Proteine der Zelllysate wurden im Tank Blotting System auf eine
zuvor mit Transferpuffer aktivierten Nitrocellulose-Membran Ubertragen. Dafur wurden
Membran und Gel luftblasenfrei zwischen Whatman Filterpapieren und Schwadmmen zu einem

»Sandwich“ zusammengelegt.
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Der Proteintransfer erfolgte unter Kihlung in Transferpuffer fir 90 Minuten bei 100 V. Im
Anschluss wurde die Membran fur 1 Stunde in 5% Magermilch in PBS/T (0,2% Tween)
langsam geschiittelt, um unspezifische Bindungen abzusattigen. Die Inkubation mit
Primarantikorper (in 5% Magermilchpulver in PBS/T und 0,05% Natriumazid) erfolgte bei 4°C
Uber Nacht. Danach wurde die Membran dreimal fur 10 Minuten mit PBS/T gewaschen und
fur zwei Stunden mit einem entsprechenden speziesspezifischen HRP-gekoppelten
Sekundarantikorper (in 5% Magermilch in PBS/T bzw. 5% BSA in PBS/T bei Anti-P Antikorper)
bei 4°C inkubiert.

Bei HRP-gekoppelten Sekundarantikdrpern erfolgt die Detektion durch Chemilumineszenz.
Zunachst wurde eine ECL-Lésung (1:1-Gemisch aus einer Luminol- und einer
Wasserstoffperoxid-Losung) hergestellt und die Membran damit benetzt. Die Peroxidase
katalysiert die Oxidation von Luminol durch H:O,. Das oxidierte Luminol - und somit die
Lokalisation des an das Zielprotein gebundenen Antikérpers - wurde mit dem Fusion FX Vilber

Lourmat Detektionsgerat detektiert.

3.3.2.6 Immunfluoreszenz- und Fluoreszenzmikroskopie

Mit dieser Methode kénnen bestimmte Strukturen in Zellen lber eine spezifische Bindung von
Antikdérpern, die wiederum mit fluoreszierenden Farbstoffen markiert sind, sichtbar gemacht
werden. Die fluoreszierenden Farbstoffe werden mit Licht einer bestimmten Wellenlange
bestrahlt, was zu einer Emission von Licht einer anderen Wellenlange fihrt und somit

detektierbar ist.

Fur die Immunfluoreszenzfarbung wurden auf Glasplattchen in 12-well Platten kultivierte und
fixierte Zellen fir zweimal 10 Minuten unter leichtem Schwenken mit PBS gewaschen. Danach
erfolgte das Blocken in Blockpuffer fir 1 h bei sanftem Schwenken und eine anschlieBende
Inkubation der Zellen in entsprechender Primarantikérperldsung (Primarantikorper
entsprechend verdinnt in Blockpuffer, jeweils 250 pl pro 12-well) tGber Nacht bei 4°C. Nach
Entfernung der Primarantikorperldsung wurden die Zellen zweimal mit PBS fiir 10 Minuten
unter leichtem Schwenken gewaschen und anschlielBend mit entsprechend gekoppelten
Sekundarantikorpern fur 2h bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellen
nochmal zweimal 10 Minuten mit PBS gewaschen und anschlielend die Zellkerne mit DAPI
(1 "9/m) gefarbt. Nach einem weiteren Waschschritt mit PBS wurden die mit Zellen
bewachsenen Glasplattchen mit Dako Fluorescent Mounting Eindeckelmedium auf
Objekttrager fixiert und nach der Trocknung am Fluoreszenzmikroskop (Leica DMI6000)

analysiert.
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3.3.3 Molekularbiologische Methoden

3.3.3.1 RNA-Isolierung

Die RNA-Isolierung aus Zellen erfolgte mit den Kits QiaShredder und Qiagen RNeasy RNA
Mini (Qiagen) nach dem vom Hersteller mitgelieferten Protokoll. Das Elutionsvolumen betrug
35 ul. Danach wurde sowohl die Konzentration als auch die Reinheit der RNA mit Hilfe eines

Nanodrops bestimmt. Die Proben wurden bei -80°C gelagert.

3.3.3.2 Reverse Transkriptase (RT)-Reaktion

Durch reverse Transkription wurde eine DNA-Kopie (cDNA) der zuvor isolierten RNA
angefertigt. Die Reverse-Transkriptase (RT)-Reaktion beruht auf einer retroviralen reversen
Transkriptase (RNA-abhéngige DNA-Polymerase) und wurde mit dem QuantiTect Reverse
Transcription Kit (Qiagen) durchgefihrt. Daftir wurde 1 pg RNA mit Nuklease freiem Wasser
auf ein Volumen von 12 pl aufgefillt. Um genomische DNA zu entfernen, wurde im ersten
Schritt 2 ul gDNA Wipeout Buffer zugefligt. Die Entfernung der genomischen DNA erfolgte bei
42°C fir zwei Minuten. Im Anschluss wurde die RNA in cDNA umgeschrieben. Dafir wurden
pro Ansatz 1 pl Primerlosung, 1 pl der reversen Transkriptase Losung und 4 pl Reverse-
Transkriptase Puffer zugefligt und gemischt. Die reverse Transkription erfolgte fir 15 Minuten
bei 42°C, gefolgt von einer Inaktivierung des Enzyms fiir 5 Minuten bei 95°C. Die cDNA wurde
bei -20°C gelagert.

3.3.3.3 Quantitative Real-Time-PCR (qRT-PCR)

Mit gRT-PCRs wurde die Expression der zu untersuchenden Gene relativ zu den konstitutiv
exprimierten (,house-keeping“) Genen (GAPDH und 3-Aktin) in Echtzeit quantifiziert. Fur die
Amplifikation der cDNA wurde eine FastStart Tag DNA-Polymerase und fiir die Detektion der
dsDNA-spezifische Fluoreszenzfarbstoff Resolight verwendet. Nach der reversen
Transkription der RNA wurde die erhaltene cDNA 1:6 in Nuklease freiem PCR-Wasser
verdinnt und davon 2,5 pl (entspricht ~ 20 ng) mit 5 yl KAPA Master Mix sowie 1
Primerlésung, 1,5 yl PCR-Wasser und 1:400 Resolight versetzt. Die Auswertung erfolgte mit
der LightCycler Software von Roche, wobei die erhaltenen CT-Werte auf die CT-Werte der
house-keeping-Gene (GAPDH, 3-Aktin) normalisiert wurden (AACT-Methode). Die gRT-PCR

wurde mit dem LightCycler unter folgenden Bedingungen durchgefihrt:
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Tabelle 3.15: Bedingungen der qRT-PCR

MATERIAL UND METHODEN

Programm Zyklen
Initiale Denaturierung 1
Amplifikation 45
Denaturierung
Annealing
Elongation
Schmelzkurve 1

Dauer

5 min

10 sec
10 sec
10 sec
5 sec

1 min

Temperatur
95°C

95°C
60°C
72°C
95°C
65°C
97°C

3.3.3.4 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Zur Genotypisierung der mittels TALEN Technologie hergestellten Akt1” mES Zellen wurde

eine PCR zur Amplifikation eines spezifischen DNA-Abschnitts mit der RedTag DNA-

Polymerase nach Herstellerangaben durchgefiihrt.

Zunachst wurden die Zellen mit

EDTA/Trypsin vereinzelt, in Medium aufgenommen, mit PBS gewaschen. und die DNA mit

dem DNeasy Blood & Tissue Kit isoliert. Die Konzentration der Nukleinsauren wurde mit Hilfe

des Spektralphotometers Nano Drop 1000 durch Absorptionsmessung bei 260 nm bestimmt.

Dazu wurden jeweils 1,5 pl gegen den Leerwert (Wasser) gemessen. Fir die Berechnung der

Hybridisierungstemperaturen wurde von den vom Oligonukleotidhersteller (Sigma Aldrich)

angegebenen Schmelztemperaturen 5°C abgezogen. Der PCR-Reaktionsansatz wurde wie

folgt angesetzt:

RedTag Mastermix
Vorwarts-Primer (10 mM)
Ruckwarts-Primer (10 mM)
DNA-Template

Wasser

12,5l

1l
1l

250 ng

Auffillen auf 25 ul

Tabelle 3.16: Primer fur Amplifizierung

Aktl TALEN for:
Aktl TALEN rev:

CCTAATCTGCTGGGGTAGCA

CTCCTGAAGCAGGCCTAGAG
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Das zyklische PCR-Programm wurde folgendermaf3en mit einem Thermocycler durchgefiihrt:

Initiale Denaturierung 3 min 94°C
Denaturierung der DNA 30 sec 94°C
Hybridisierung der Primer 30 sec 64°C 35x
Elongation der DNA 1 min 72°C
Finale Elongation 2 min 72°C

3.3.3.5 Agarosegelelektrophorese

Um die Produkte der Amplifikation auf ihre Grof3e zu untersuchen, wurden diese mittels
Gelelektrophorese aufgetrennt. Dazu wurden 1%-ige Agarosegele (in TAE-Puffer (0,04 M Tris-
Acetat, 0,001 M EDTA pH 8,0)) verwendet, die fur die UV-abhangige Detektion mit 9 ul Midori
Green Advance versetzt wurden. Von den amplifizierten Proben und der DNA-Standard
(O’GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder) wurden jeweils 10 pl aufgetragen und bei 80-150 V
aufgetrennt. Die Detektion der DNA-Banden erfolgte in einem UV-Transilluminator.

3.3.3.6 DNA-Extraktion nach Amplifizierung und Sequenzierung

Nach der Amplifizierung der spezifischen DNA Fragmenten wurden diese mit dem GeneJet
PCR Purification Kit von Fermentas gemald den Herstellerangaben aufgereinigt. Zur
Uberprufung der synthetisierten Fragmente wurden diese durch das Unternehmen Eurofins
MWG Operon (Ebersberg) sequenziert. Dazu wurden pro Sequenzierung 15 pl DNA (50-
100 "9/, mit 2 pl Sequenzierprimer (10 uM) versetzt und versandt.

Tabelle 3.17
Aktl TALEN Sequ. for TGGGAACCAGAGATGGGTAG
Aktl TALEN Sequ. rev CTTTCTGATAGGGCCTGCTG

Die Ergebnisse der Sequenzierung wurden mit dem Programm ApE (frei zuganglich)

ausgewertet.
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4 Ergebnisse

4.1 Die Inhibierung des PI3K Signalwegs in mES Zellen fuhrt in

Stammzellen zu einem Verlust der Pluripotenz

Um die Rolle des PI3K/Akt Signalwegs in Mausstammzellen genauer zu untersuchen, wurde
getestet, ob eine Inhibition von PI3K in den verwendeten mES Zellen V6.4, wie in der
Publikation von Storm et al. (Storm et al., 2009) beschrieben, zu einem Verlust des
Selbsterneuerungspotentials fuhrt.

Dafur wurden mES Zellen auf Feederzellen ausgebracht und fur 4 Tage mit dem spezifischen
PI3K Inhibitor LY294002 (O - 40 uM) kultiviert. Anschliel3end wurden die Zellen fixiert und die
Alkalische Phosphatase Aktivitat nachgewiesen. Die Expression aktiver Alkalischer
Phosphatase ist eine der pluripotenzrelevanten Eigenschaften von Stammzellen. Zusatzlich
wurde die Morphologie der Stammzellkolonien analysiert. Nach der Farbung mit dem Vector
FastRed Kit wurden die Zellkulturplatten eingescannt bzw. unter dem Fluoreszenzmikroskop
bei einer Anregung von 560 nm, fotografiert. Mit zunehmender Inhibitorkonzentration nahm die
GroRe der mES Zellkolonien deutlich ab und nur noch der innenliegende Zellanteil der
Kolonien exprimierte Alkalische Phosphatase (Abbildung 4.1 A). Mittels Western Blot wurde
die Funktionsfahigkeit von LY294402 nachgewiesen. Daftr wurden auf Gelatine kultivierte
MES Zellen fir 24 Stunden ohne LIF kultiviert. Nach einer anschlieenden Vorinkubation mit
LY294002, wurde dem Zellkulturmedium fir 15 Minuten LIF zugesetzt, um die
Phosphorylierung von Proteinen im LIF-Signalweg zu induzieren. Die Phosphorylierung von
Aktl und S6, die beide unterhalb von PI3K im Signalweg liegen, nhahm mit steigender
Konzentration von LY294002 deutlich ab. Die Phosphorylierung von Stat3 und ERK1/2, die
ebenfalls LIF-abhangig induziert wird, wurde durch die Inhibition von PI3K nicht beeinflusst
(Abbildung 4.1 B). Fur die Analyse der Wirkung des Inhibitors auf Kernpluripotenzfaktoren
wurde zusétzlich die Expression von Nanog untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass bei
einer Inkubation der mES Zellen mit dem Inhibitor flr eine Stunde die Expression von Nanog
nicht beeinflusst wurde. Im Gegensatz dazu konnte bei einer Kultivierung der Zellen auf
Feederzellen fir 4 Tage in Anwesenheit des PI3K Inhibitors nachgewiesen werden, dass die
Expression der Kernpluripotenzfaktoren Nanog und Oct4 konzentrationsabhangig deutlich
abnahm (Abbildung 4.1 C).
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Abbildung 4.1: Die Inhibition von PI3K mit LY294002 reduziert konzentrationsabhéngig die Pluripotenz in
Stammzellen.

V6.4 Zellen wurden fiir 4 Tage in Anwesenheit von LIF und dem PI3K Inhibitor LY294002 (0 — 40 puM) auf
Feederzellen kultiviert, anschlieRend fixiert und die Alkalische Phosphatase Aktivitdt mit dem Vector FastRed Kit
nachgewiesen. Die gefarbten Zellen wurden gescannt (A) und unter dem Fluoreszenzmikroskop (10x Objektiv,
Laser: 560 nm) fotografiert (B). Der Grof3enbalken entspricht 250 um. Auf Gelatine kultivierte V6.4 ES Zellen wurden
24 h ohne LIF kultiviert. Nach einer Vorinkubation mit dem PI3K Inhibitor LY294002 von 1 h, wurden die Zellen mit
1000 U/ml LIF fur weitere 15 min kultiviert und geerntet. Mittels Western Blot wurde die Herunterregulation der PI3K
abhangigen Phosphorylierung von S6, sowie auch die Expression und die Aktivierung LIF abh&ngiger Proteine
nachgewiesen (C). V6.4 mES Zellen wurden fir 4 Tage mit LY294002 kultiviert und anschlieBend die Expression
der pluripotenzrelevanten Transkriptionsfaktoren Oct4 und Nanog ebenfalls mittels Western Blot detektiert (D). Es

wurden jeweils 20 pg Gesamtzelllysat aufgetragen und als Ladekontrolle diente 3-Aktin.

Um die Ergebnisse, die eine Abnahme des Selbsterneuerungspotentials von Stammzellen in
Abhangigkeit der PI3K Inhibition zeigen, zu validieren, wurden die Zellen zuséatzlich mit einem
weiteren PI3K Inhibitor kultiviert. Nach einer Kultivierung der mES Zellen mit PF-4989216 (0 —
20 uM), konnte mittels Nachweis der Alkalischer Phosphatase Ubereinstimmend mit den
vorherigen Ergebnissen gezeigt werden, dass die Zellkolonien ebenfalls bei hdheren
Inhibitorkonzentrationen deutlich kleiner waren und Alkalische Phosphatase ebenfalls nur von
den innenliegenden Zellen der Kolonien exprimiert wurde (Abbildung 4.2 A, B). Als Nachweis
der Funktionsfahigkeit von PF-4989216 diente die konzentrationsabhangige Abnahme der
Phosphorylierung von S6. Dafir wurden die auf Gelatine kultivierten Stammzellen fir einen
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Tag ohne LIF kultiviert, mit PF-4989216 fur eine Stunde vorinkubiert und anschlielBend die
Phosphorylierung von S6 mit LIF fir 15 Minuten induziert (Abbildung 4.2 C). Die Expression
der Kernpluripotenzfaktoren Oct4 und Nanog nahm bei einer Kultivierung der Zellen mit
diesem PI3K Inhibitor fur 4 Tage konzentrationsabhéngig ebenfalls stark ab (Abbildung 4.2 D).

A PF-4989216 [uM] C  PF4989216[uM] O 13 25 5 10 20 1h
P-S6 P - —
S6 T e e e o
Aktin —— —— — o —

PF-4989216[uM] 0 13 25 5 10 20 4d

Oct4 -
Nanog -— :
Aktin ——— ————

Abbildung 4.2: Die Inhibition von PI3K mit PF-4989216 reduziert konzentrationsabhé&ngig die Pluripotenz in
Stammzellen.

V6.4 Zellen wurden fiir 4 Tage in Anwesenheit von LIF und dem PI3K Inhibitor PF-4989216 auf Feederzellen
kultiviert, anschlieRend fixiert und die Alkalische Phosphatase Aktivitdt mit Vector FastRed nachgewiesen. Die
geféarbten Zellen wurden gescannt (A) und unter dem Fluoreszenzmikroskop (10x Objektiv, Laser: 560 nm)
fotografiert (B). Der GréRRenbalken entspricht 250 pm. V6.4 mES Zellen wurden 24 h ohne LIF kultiviert. Nach einer
Vorinkubation mit dem PI3K Inhibitor PF-4989216 von 1h, wurden die Zellen mit 1000 U/ml LIF fiir weitere 15 min
kultiviert und geerntet. Mittels Western Blot wurde die Herunterregulation der PI3K abh&éngigen Phosphorylierung
von S6 Protein nachgewiesen (C). V6.4 Zellen wurden fur 4 Tage mit PF-4989216 kultiviert und anschlieRend die
Expression der pluripotenzrelevanten Transkriptionsfaktoren Oct4 und Nanog detektiert (D). Es wurden jeweils 20

Hg Gesamtzelllysat aufgetragen und als Ladekontrolle diente B-Aktin.
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4.2 Stammzellen behalten bei Herunterregulation von Akt ihre

Fahigkeit der Selbsterneuerung bei

Aufgrund der Beobachtung, dass die Inhibition von PI3K eindeutig das
Selbsterneuerungspotential von Stammzellen beeinflusst und der Aussage von der Gruppe
von Watanabe, dass Stammzellen bei einer Uberexpression von aktivem Akt auch bei einer
Kultivierung ohne LIF ihren pluripotenten Zustand beibehalten (S. Watanabe et al., 2006),
sollte als n&chster Schritt die Rolle der Akt Isoformen im Zusammenhang mit der

Pluripotenzerhaltung genauer untersucht werden.

4.2.1 Generierung von Aktl defizienten mES Zellen mittels TALEN Technologie

Um die Rolle von Aktl in Stammzellen genauer zu analysieren, wurden mittels der TALEN
Technologie Aktl defiziente mES Zellen generiert. Zur Ausschaltung des Aktl Gens in den
V6.4 Zellen wurde die TALEN (Transcription Activator-Like Effector Nuclease) Technologie
(Miller et al., 2011) verwendet. TALEN Konstrukte enthalten eine Kernlokalisierungssequenz,
eine spezifischen DNA-Bindedomé&ne und eine Fok | Nuklease. Nach der Bindung der DNA
Bindedoméne an die entsprechende Zielsequenz des betreffenden Gens, erzeugt die
Nukleaseaktivitdt von Fok | einen DNA Doppelstrangbruch, der anschlie3end durch DNA-
Reparaturmechanismen der Zelle behoben wird. Aufgrund einer haufig fehlerhaften Reparatur
des Doppelstrangbruchs kann dies folgend zu einer Leserasterverschiebung und somit zu
einem verfrihten Stopp-Codon fuhren. Durch ein verfrihtes Stopp-Codon kann keine RNA als
Vorlage fir ein funktionelles Protein mehr exprimiert werden. Da die Fok | Nuklease
ausschlieBlich paarweise funktionsfahig ist, werden zur Erhéhung der Spezifitat zwei TALEN
Konstrukte eingesetzt, die an zwei gegeniberliegenden DNA-Bindesequenzen liegen, so dass
bei gleichzeitiger Bindung die Fok | dimerisieren und somit aktiv werden kann. Die fir murines
Aktl spezifischen TALEN Konstrukte wurden von dem Unternehmen ToolGen Genome
Engineering erworben (H. Kim et al., 2011). Die Zielsequenz des Aktl TALEN Konstrukts liegt
im Exon 1 des Aktl Gens (Abbildung 4.3 B). Bei erfolgreichem Doppelstrangbruch in Exon 1
beider Allele und einer nachfolgenden fehlerhaften Reparatur ist also zu erwarten, dass die

mit den Konstrukten transfizierten Zellen kein funktionelles Aktl Protein mehr exprimieren.

In V6.4 Zellen wurden die Aktl TALEN Konstrukte (Abbildung 4.3 A) mit den spezifischen
Erkennungssequenzen fur das Aktl Gen im Exonl (Aktl TALEN Bindedomanen) (Abbildung
4.3 B), sowie auch ein entsprechendes Reporterplasmid mittels Nukleofektion eingebracht.
Das Reporterplasmid dient der Selektion von Zellen, die erfolgreich alle drei Plasmide
aufgenommen haben. Es exprimiert RFP (red fluorescent protein) und enthalt die spezifische
Aktl TALEN Bindedoméane, so dass es bei Bindung der beiden TALEN Konstrukte zu einem
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Doppelstrangbruch und Reparatur kommen kann. Aufgrund einer mdglichen folgenden
Leserasterverschiebung kommt es zu Expression von EGFP, welches zuvor auf3erhalb des
Leserasters lag. Die Expression von EGFP wird genutzt, um die Zellen mittels FACS
(fluorescence-activated cell sorting) zu sortieren. 48 Stunden nach der Transfektion der mES
Zellen mit den TALEN Konstrukten und dem Reporterplasmid wurden die Zellen mittels FACS
sortiert und in 48-Well Platten mit Feederzellen und vorgelegtem Medium einzeln ausgebracht.
Aufgrund der geringen Transfektionseffizienz der mES Zellen waren unter 0,1 % der Zellen
EGFP positiv (Daten nicht gezeigt).

A B
Akt1 TALEN Paar:
mouse Akt1 TALEN L1: 5'TACCATGAACGACGTAGCCA
Spacer: 13
mouse Akt1 TALEN R1: 5'TACCTCGTTTGTGCAGCCAG

Akt1 TALEN Plasmid

6763 bp

Abbildung 4.3: Generierung einer Aktl knockout Zelllinie mittels TALEN Technologie
Vereinfachte schematische Darstellung des Aktl TALEN kodierenden Plasmids (NLS = Kernlokalisierungssequenz,
TALE = Transcription Activator-like Effector) (A) mit der Aktl TALEN Bindungsstelle (B).

4.2.2 Aktl knockout Zellen sind pluripotent und weisen im Vergleich zu wildtyp Zellen

keine Veranderungen beziiglich Morphologie und Proliferation auf
Die mit FACSs sortierten Einzelklone wurden kultiviert und vermehrt. Mittels Western Blot
wurden die erhaltenen Klone auf die Aktl Proteinexpression getestet. Drei der Aktl defizienten
Klone (Aktl”) wurden fir weitere Analysen verwendet. Die Zellen wurden zunachst auf
Feederzellen kultiviert und mittels Western Blot die Proteinexpression der Akt Isoform 2 sowie
auch die Expression der Kernpluripotenzfaktoren Oct4, Nanog und Sox2 analysiert. Weder die
Akt2 Expression noch die der Transkriptionsfaktoren Oct4, Nanog und Sox2 war gegeniber
wildtyp (wt) Zellen verandert (Abbildung 4.4 A).
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Abbildung 4.4: Aktl knockout mES Zellen sind pluripotent.

Mit der TALEN Technologie generierte Aktl ko ES Zellen wurden wie wt V6.4 Zellen auf Feederzellen kultiviert.
Mittels Western Blot wurde die Expression von Akt2 und der pluripotenzrelevanten Transkriptionsfaktoren Oct4,
Nanog und Sox2 nachgewiesen. Es wurden 20 ug Gesamtzelllysat aufgetragen und als Ladekontrolle diente (3-
Aktin (A). Wt und Aktl ko Zellen wurden fixiert und die Alkalische Phosphatase Aktivitat mit Vector FastRed
nachgewiesen. Die gefarbten Zellen wurden unter dem Fluoreszenzmikroskop (10x Objektiv, Laser: 560 nm)
fotografiert (B). Der GréRenbalken entspricht 250 pm. Die mMRNA Expression von Oct4, Nanog und Sox2 in wt und
Aktl ko mES Zellen wurde relativ zu GAPDH und B-Aktin bestimmt. Normalisiert wurde auf die relative mRNA

Expression von wt ES Zellen (C).

Die Alkalische Phosphatase Expression in Aktl” Zellen war ebenfalls vergleichbar mit der
Expression in wildtyp Zellen. Ebenso zeigten die Aktl knockout mES Zellen keine
morphologischen Unterschiede zu wt Zellen auf (Abbildung 4.4 B). Es konnten auch keine
Unterschiede bei der mit gRT-PCR analysierten Genexpression der pluripotenzrelevanten

Transkriptionsfaktoren Oct4, Sox2 und Nanog festgestellt werden (Abbildung 4.4 C).

Da Aktl in vielen Zellen einen Einfluss auf die Zellproliferation hat (Manning & Cantley, 2007),
wurden die Aktl” Zellen in Bezug auf ihr Proliferationsverhalten analysiert. Dafir wurden
50 000 Zellen auf Feederzellen ausgebracht und in Anwesenheit bzw. Abwesenheit von LIF
kultiviert. Nach 24, 48 und 72 Stunden wurde jeweils die Zellzahl bestimmt. Die Aktl
defizienten mES Zellen zeigten unabhangig von LIF ein mit wt Zellen vergleichbares

Proliferationsverhalten (Abbildung 4.5).
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Abbildung 4.5: Aktl” ES Zellen zeigen dasselbe Proliferationsverhalten wie wt Zellen.

 w
Akt1 ko

Zellzahl
Zellzahl

50 000 wt und Akt1” ES Zellen wurden jeweils auf Feederzellen ausgebracht, in Anwesenheit bzw. Abwesenheit
von LIF kultiviert und nach 2, 3 bzw. 4 d geerntet und gezéhlt.

Da Feederzellen ebenfalls LIF exprimieren, wurden die Stammzellen zusatzlich zu der
Kultivierung auf Feederzellen auf Gelatine kultiviert, um LIF freie Bedingungen zu
gewabhrleisten. Nach 4 Tagen wurde die Zellzahl bestimmt. Es wurde festgestellt, dass die Aktl

knockout mES Zellen dasselbe LIF abhangige Proliferationsmuster aufweisen wie wt Zellen
(Abbildung 4.6).
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Abbildung 4.6: Aktl ko ES Zellen zeigen dieselbe LIF abh&angige Proliferation wie wt Zellen.
50 000 wt und Aktl ko ES Zellen wurden jeweils auf Feederzellen bzw. auf Gelatine ausgebracht, in Anwesenheit
bzw. Abwesenheit von LIF kultiviert und nach 4 d geerntet und gezahit.

Zusatzlich zum Nachweis der LIF abhangigen Proliferation der Aktl” mES Zellen wurden die
Zellen auf Gelatine mit (Abbildung 4.7 A) und ohne LIF (Abbildung 4.7 B) kultiviert und nach 4
Tagen die Alkalische Phosphatase Aktivitat nachgewiesen.
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Abbildung 4.7: Aktl ko mES Zellen zeigen dieselbe LIF abhéngige Fahigkeit der Selbsterneuerung wie wt
Zellen.

100 000 wt und Aktl ko mES Zellen wurden auf Gelatine ausgebracht, in Anwesenheit (A) bzw. Abwesenheit (B)
von LIF kultiviert und nach 4 d fixiert und die Alkalische Phosphatase Aktivitdt mit Vector FastRed nachgewiesen
Die gefarbten Zellen wurden unter dem Fluoreszenzmikroskop (10x Objektiv, Laser: 560 nm) fotografiert (der
GrolRenbalken entspricht 250 pm) bzw. gescannt.

Die Aktl knockout Stammzellen zeigten wie wt Zellen LIF abhangige Proliferation und
Selbsterneuerung.

Zusatzlich wurde die relative Genexpression der Kernpluripotenzfaktoren Sox2 und Nanog
mittels qRT-PCR bestimmt. In den Zellen, die auf Gelatine ohne LIF kultiviert wurden, wurden
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die Transkriptionsfaktoren in allen Stammzellen vergleichbar stark vermindert exprimiert.
Folglich weisen die Aktl” mES Zellen dieselbe LIF abhangige Fahigkeit der Selbsterneuerung
auf (Abbildung 4.8).
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Abbildung 4.8: Relative mMRNA Expression von Sox2 und Nanog in mES Zellen auf Gelatine in Anwesenheit
und Abwesenheit von LIF.

V6.4 mES Zellen wurden fur 4 Tage auf Gelatine in Anwesenheit und Abwesenheit von LIF kultiviert. Die relative
MRNA Expression der pluripotenzrelevanten Transkriptionsfaktoren Nanog und Sox2 relativ zu GAPDH und B-Aktin
bestimmt. Normiert wurde auf die relative mRNA Expression von mit LIF kultivierten wt mES Zellen.

Ein weiteres Pluripotenzmerkmal von Stammzellen ist die Fahigkeit, in Zellen aller drei
Keimblatter zu differenzieren (Hirai et al., 2011). Um die Aktl” mES Zellen in Bezug auf die
Differenzierungsfahigkeit zu analysieren, wurden die Zellen Giber embryoid bodies (EBs) in
verschiedenen Differenzierungsmedien in Zellen der drei Keimblatter differenziert. Nach der
Differenzierung wurden die Zellen fixiert und die keimblattspezifische Proteinexpression mittels
Immunfluoreszenzfarbung nachgewiesen. SMA (Smooth Muscle Actin) wird in mesodermal,
AFP (Alpha Fetoprotein) in endodermal und Nestin in ektodermal differenzierten
Vorlauferzellen exprimiert. Sowohl die Aktl defizienten als auch die wt Stammzellen konnten
in Zellen der drei Keimblatter differenzieren (Abbildung 4.9 A). Zusatzlich zu der
Immunfluoreszenzfarbung wurden die differenzierten Zellen per gRT-PCR bezlglich der
relativen Genexpression Keimblattspezifischer Gene untersucht. Brachyury wird in
mesodermal, Gata6 in endodermal und Sox1 in ektodermal differenzierten Vorlauferzellen
exprimiert (Abbildung 4.9 B)
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Abbildung 4.9: Differenzierte Akt1”- mES Zellen exprimieren keimblattspezifische Proteine.

Aktl” und wt V6.4 Zellen wurden tber embryoid bodies in Zellen der drei Keimbléatter differenziert. AnschlieRend
wurden die Zellen fixiert und mit entsprechenden GFP-gekoppelten Primérantikdrpern inkubiert. Darstellung mittels
Immunfluoreszenzmikroskopie (63x Immersionsobjektiv) Uber Alexa Fluor 488 gekoppelte Sekundéarantikdrper.
DAPI-Farbung: Lokalisation der Zellkerne. Der GrofRenbalken entspricht 50 um (A). Von analog differenzierten
Zellen wurde die mRNA Expression von Brachyury, GATA6 und Sox1 relativ zu GAPDH und B-Aktin bestimmt.
Normiert wurde auf undifferenzierte V6.4 mES Zellen und Aktl ko ES Zellen anschlieRend auf die jeweiligen
undifferenzierten Kontrollzellen (B). SMA und Brachyury wird in mesodermalen, AFP und GATAG in endodermalen

und Nestin und Sox1 in ektodermalen Vorlauferzellen exprimiert.

4.2.3 Sowohl wt als auch Akt1” mES Zellen zeigen LIF-abhangige Phosphorylierung
von Stat3 und ERK1/2

Da in Stammzellen LIF nicht nur den PI3K/Akt Signalweg, sondern auch den JAK/STAT und
MAPK Signalweg beeinflusst, wurden mittels Western Blot Analysen die Lysate von Aktl
knockout und wt mES Zellen beziglich der Aktivierung der beiden anderen Signalwege
getestet. Dazu wurde in Zelllysaten von Zellen, die auf Feederzellen in Anwesenheit von LIF
kultiviert wurden, der Phosphorylierungsstatus von Stat3 und ERK1/2 analysiert. Die Daten
zeigten, dass im Grundzustand der Zellen keine unterschiedliche Phosphorylierung und somit
Aktivierung von Stat3 und ERK1/2 vorlagen (Abbildung 4.10 A).
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Aulerdem spielt in Stammzellen der WNT/B-Catenin eine Rolle bei der Pluripotenzerhaltung
und Differenzierung. Im Western Blot konnte im Grundzustand der Aktl” mES Zellen im
Vergleich zu wt Zellen jedoch keine Anderung der B-Catenin Expression bzw. der GSK3B
Phosphorylierung detektiert werden (Abbildung 4.10 B).

A Akt1 ko B Akt1 ko
Co C1 C2 C3 Co 01 €2 OB
P-Stat3 e s s—— s B-Catenin  “=—— ——
Stat3 - ——— P-GSK3 0/B s s
P-ERK1/2 s e :: GSK3a/p = :::J
ERK1/2 S S Sy = Aktin P ——

Aktin St et S D

Abbildung 4.10: In Aktl ko mES Zellen sind weder die B-Catenin Expression noch die Phosphorylierung
von Stat3 und ERK1/2 verandert.

Aktl ko mES Zellen und wt V6.4 Zellen wurden auf Feederzellen kultiviert. Mittels Western Blot wurde die LIF
abhangige Phosphorylierung von Stat3 und ERK1/2 detektiert (A). Zusatzlich wurde die Expression von 3-Catenin
und die Phosphorylierung des B-Catenin Targets GSK3  nachgewiesen (B). Es wurden 20 pug Gesamtzelllysat
aufgetragen und als Ladekontrolle diente B-Aktin.

Des Weiteren wurden die Aktl defizienten und wt mES Zellen getestet, ob Stat3 und ERK1/2
dasselbe LIF induzierbare Phosphorylierungsmuster aufweisen. Daftir wurden die Zellen fir 3
Tage in Anwesenheit von LIF auf Gelatine kultiviert, anschlieBend fur weitere 24 Stunden ohne
LIF kultiviert und danach firr 15 Minuten mit LIF stimuliert und geerntet. Sowohl Akt1” als auch
wt Stammzellen wiesen dieselbe LIF-abh&ngige Phosphorylierung von Stat3 und ERK1/2 auf
(Abbildung 4.11).
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Abbildung 4.11: Stat3 und ERK1/2 werden in Aktl ko mES Zellen gleichermallen phosphoryliert wie in wt
Zellen.

V6.4 ES und Aktl ko Zellen wurden 24h ohne LIF kultiviert. AnschlieRend wurden die Zellen fur 15 bzw. 30 min mit
1000 U/ml LIF stimuliert und geerntet. Mittels Western Blot wurde die LIF abhangige Phosphorylierung von Stat3
und ERK1/2 nachgewiesen. Es wurden 20 pg Gesamtzelllysat aufgetragen und als Ladekontrolle diente 3-Aktin.

4.2.4 Stammzellen behalten ihre Fahigkeit zur Selbsterneuerung sowohl bei einem
knockdown von Akt2 als auch bei einem Doppelknockdown von Aktl und Akt2
bei

Aufgrund der vorangegangenen Experimente, bei denen festgestellt wurde, dass ein Verlust

von Aktl keinen Einfluss auf die Pluripotenzerhaltung in Stammzellen hat, obwohl eine

Inhibition von PI3K die Pluripotenz der Zellen beeinflusst, wurde Akt2 in V6.4 wt und Aktl

defizienten Zellen mittels sShRNA (short hairpin RNA) herunterreguliert. Die Generierung von

shRNA exprimierenden Zellpools erfolgte durch Transduktion der wt und Aktl knockout mES

Zellen mit Lentiviren. Durch eine anschlieRende Selektion der shRNA exprimierenden Zellen

mit Puromycin wurden nicht oder wenig transduzierte Zellen aus dem jeweiligen Zellpool

entfernt.

Die erfolgreiche Herunterregulation von Akt2 in den transduzierten Zellen wurde mittels gRT-
PCR und Western Blot analysiert. Bei der qRT-PCR Analyse konnte gezeigt werden, dass die
relative mMRNA Expression in den transduzierten und selektionierten shAkt2 exprimierenden
Zellen um mindestens 75% reduziert vorlag (Abbildung 4.12 A). Im Western Blot wurde bei
den selektionierten Zellen kein Akt2 detektiert. Um auszuschlie3en, dass die Akt Isoform 3
eventuell die Funktion von Aktl bzw. Akt2 in den Stammzellen Gibernimmt, wurde im Western
Blot eine gleichbleibende Akt3 Expression in den selektionierten Akt defizienten mES Zellen
gezeigt. Als Kontrolle fur eine positive Akt3 Expression wurden Lysate von HEK 293 FT Zellen
verwendet (Abbildung 4.12 B).
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Abbildung 4.12: Die Expression von Akt3 bleibt bei einer Herunterregulation von Akt2 in Aktl ko mES Zellen
unverandert.

V6.4 mES Zellen und Aktl ko mES Zellen wurden mit lentiviralen shRNA Konstrukten fur Akt2 transduziert und
shRNA exprimierende Zellen mit Puromycin selektioniert. Die MRNA Expression von Akt2 in den mit Puromycin
selektionierten Zellen wurde relativ zu GAPDH und B-Aktin bestimmt. Normalisiert wurde auf die relative mRNA
Expression von wt ES Zellen (A). Mittels Western Blot wurde in den selektionierten Zellen die Herunterregulation
von Akt2 (B) und die Expression von Akt3 (C) nachgewiesen. Als Positivkontrolle fiir die Akt3 Expression wurde
zuséatzlich das Lysat von HEK Zellen aufgetragen. Es wurden jeweils 20 pg Gesamtzelllysat aufgetragen und als
Ladekontrolle diente B-Aktin.

Die Akt2 shRNA exprimierenden wt und Aktl” Stammzellen wurden anschlieRend auf deren
Fahigkeit der Pluripotenzerhaltung untersucht. Dazu wurden die mES Zellen auf Feederzellen
in Anwesenheit von LIF und Puromycin kultiviert. Mittels gRT-PCR wurde die relative mRNA
Expression der Kernpluripotenzfaktoren Oct4, Sox2 und Nanog analysiert. Sowohl die Akt2
knockdown als auch die Aktl/Akt2 doppelknockdown Zellen exprimierten die
Transkriptionsfaktoren in vergleichbarem MaR bzw. leicht erhdht im Vergleich zu wt Zellen
(Abbildung 4.13 A). Diese gleichbleibende Expression von Oct4, Sox2 und Nanog konnte mit
einer Western Blot Analyse der entsprechenden Zelllysate bestatigt werden (Abbildung
4.13 B). Zusétzlich wurden die Zellen fixiert und die Alkalische Phosphatase Aktivitat
detektiert. Alle Zellpopulationen zeigten eine vergleichbare Morphologie und Alkalische
Phosphatase Expression (Abbildung 4.13 C).
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Abbildung 4.13: mES Zellen mit einem Akt2 bzw. einem Akt1/Akt2 knockdown bleiben pluripotent

V6.4 mES Zellen und Aktl” mES Zellen wurden mit shRNA Konstrukten fur Akt2 transduziert und shRNA
exprimierende Zellen mit Puromycin selektioniert. Die mMRNA Expression von Oct4, Nanog und Sox2 wurde relativ
zu GAPDH und B-Aktin bestimmt. Normalisiert wurde auf die relative mRNA Expression von wt ES Zellen (A).
Mittels Western Blot wurde in den selektionierten Zellen die Expression der pluripotenzrelevanten
Transkriptionsfaktoren Oct4, Nanog und Sox2 nachgewiesen. Es wurden 20 ug Gesamtzelllysat aufgetragen und
als Ladekontrolle diente B-Aktin (B). Die selektionierten Zellen wurden aufRerdem fixiert und die Alkalische
Phosphatase Aktivitat mit Vector FastRed nachgewiesen. Die gefarbten Zellen wurden unter dem
Fluoreszenzmikroskop (10x Objektiv, Laser: 560 nm) fotografiert (C). Der GréBenbalken entspricht 250 pum.

4.2.5 Akt2 knockdown und Akt1l/Akt2 knockdown mES Zellen zeigen das selbe LIF-
abhéangige Proliferationsverhalten wie wt Zellen

Wie zuvor bei den Aktl” mES Zellen wurde das Proliferationsverhalten der wt und der Aktl

knockout mES Zellen mit einem zuséatzlichen Akt2 knockdown bestimmt. Dazu wurden jeweils

50 000 Zellen auf Feederzellen bzw. Gelatine ausgebracht und nach 4 Tagen Kaultivierung in

Anwesenheit bzw. Abwesenheit von LIF geerntet und gezahlt. Wie schon bei den Aktl” mES

Zellen gezeigt wurde, wiesen auch die Zellen, bei denen zusétzlich Akt2 herunterreguliert war,
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die selbe LIF abhangige Proliferation wie entsprechende wt Zellen, wobei die Aktl defizienten

Zellen eine tendenziell leicht hdhere Teilungsrate aufwiesen (Abbildung 4.14)
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Abbildung 4.14: Akt1/2 knockdown mES Zellen zeigen dieselbe LIF abhangige Proliferation wie wt Zellen.
50 000 wt mES Zellen, Aktl ko mES Zellen mit und ohne Akt2 knockdown wurden jeweils auf Feederzellen bzw.
auf Gelatine ausgebracht, in Anwesenheit bzw. Abwesenheit von LIF kultiviert und nach 4 d geerntet und gezahlt.

Zusatzlich zum Nachweis der LIF abhéngigen Proliferation der Akt2 knockdown und Akt1/Akt2
doppelknockdown mES Zellen wurden die Zellen auf Gelatine mit und ohne LIF kultiviert und
nach 4 Tagen die Alkalische Phosphatase Aktivitdt nachgewiesen. Die Akt2 bzw. Aktl/Akt2
defizienten Stammzellen zeigten wie wt und Aktl knockout Zellen ein vergleichbares LIF
abhangiges Pluripotenzverhalten (Abbildung 4.15).
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Abbildung 4.15: Aktl” mES Zellen mit zusatzlichem Akt2 knockdown zeigen dieselbe LIF abhangige
Fahigkeit der Selbsterneuerung und Proliferation wie wt Zellen.

100 000 wt, Aktl ko und Akt2 shRNA exprimierende mES Zellen wurden jeweils auf Gelatine ausgebracht, in
Anwesenheit bzw. Abwesenheit von LIF kultiviert, nach 4 d fixiert und die Alkalische Phosphatase Aktivitat mit
Vector FastRed nachgewiesen. Die gefarbten Zellen wurden unter dem Fluoreszenzmikroskop (10x Objektiv,

Laser: 560 nm) fotografiert (der GroR3enbalken entspricht 250 pm) bzw. gescannt.

4.2.6 Akt2 und Aktl/Akt2 defiziente mES Zellen kbénnen in Zellen der drei Keimblatter
differenzieren
Um die Akt2 bzw. Akt1/Akt2 defizienten mES Zellen in Bezug auf die Differenzierungsfahigkeit
zu analysieren, wurden die Zellen tber EBs in verschiedenen Differenzierungsmedien in
Zellen der drei Keimblatter differenziert. Nach der Differenzierung wurden die Zellen fixiert und
die keimblattspezifische Proteinexpression mittels Immunfluoreszenzfarbung nachgewiesen.
SMA wird in mesodermal, AFP in endodermal und Nestin in ektodermal differenzierten
Vorlauferzellen exprimiert. Sowohl die shAkt2 exprimierenden Akt1™” als auch wt Stammzellen

konnten in Zellen der drei Keimblatter differenzieren (Abbildung 4.16).
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Abbildung 4.16: Differenzierte Akt1/Akt2 defiziente mES Zellen exprimieren keimblattspezifische Proteine.
Aktl” und wt V6.4 Zellen mit zusatzlichem Akt2 knockdown wurden tber embryoid bodies in Zellen der drei
Keimblatter differenziert. AnschlieRend wurden die Zellen fixiert und mit entsprechenden GFP-gekoppelten
Primarantikdrpern inkubiert. Darstellung mittels Immunfluoreszenzmikroskopie (63x Immersionsobjektiv) Uber
Alexa Fluor 488 gekoppelte Sekundéarantikérper. DAPI-Farbung: Lokalisation der Zellkerne. Der Grof3enbalken
entspricht 50 pum. SMA wird in mesodermalen, AFP in endodermalen und Nestin in ektodermalen Vorlauferzellen

exprimiert.
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Zusatzlich zu der Immunfluoreszenzfarbung wurden die differenzierten Zellen per gRT-PCR
beziglich der Expression Keimblattspezifischer Gene untersucht. Brachyury wird in
mesodermal differenzierten Vorlauferzellen exprimiert (Abbildung 4.17).
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4.2.7 Akt2 und Aktl/Akt2 defiziente mES Zellen zeigen die selbe LIF-abhé&ngige
Phosphorylierung von Stat3 und ERK1/2

Wie zuvor bei den mit TALEN generierten Aktl defizienten mES Zellen, wurden diese und wt

Zellen, bei denen zusatzlich Akt2 herunterreguliert war, mittels Western Blot beziiglich der

Aktivierung des JAK/STAT und MAPK Signalwegs untersucht. Dafiir wurde in den

entsprechenden Zelllysaten von Stammzellen, die auf Feederzellen in Anwesenheit von LIF

kultiviert wurden, der Phosphorylierungsstatus von Stat3 und ERK1/2 analysiert. Die Daten
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zeigten, dass im Grundzustand der Zellen keine unterschiedliche Phosphorylierung und somit

keine unterschiedliche Aktivierung von Stat3 und ERK1/2 in den analysierten Zellen vorlag
(Abbildung 4.18 A).

Zusatzlich zu der Phosphorylierung von Stat3 und ERK1/2 wurde die Expression von (-
Catenin bzw. die GSK3B Phosphorylierung analysiert. Im Grundzustand der Zellen konnte

sowohl keine Anderung in der B-Catenin Expression als auch bei der GSK3B Phosphorylierung
festgestellt werden (Abbildung 4.18 B).
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Abbildung 4.18: In Aktl”- mES Zellen mit zusatzlichem Akt2 knockdown sind weder die Phosphorylierung
von Stat3 und ERK1/2 noch die B-Catenin Expression verandert.

Wt und Aktl” mES Zellen mit und ohne Akt2 knockdown wurden auf Feederzellen kultiviert. Mittels Western Blot
wurde die LIF abhangige Phosphorylierung von Stat3 und ERK1/2 detektiert (A). Zusatzlich wurde die Expression
von B-Catenin und die Phosphorylierung des B-Catenin Targets GSK3f nachgewiesen (B). Es wurden jeweils 20 pg
Gesamitzelllysat aufgetragen und als Ladekontrolle diente B-Aktin.

Des Weiteren wurden die shAkt2 exprimierenden, Akt1” und wt mES Zellen getestet, ob Stat3
und ERK1/2 dasselbe LIF induzierbare Phosphorylierungsmuster von Stat3 und ERK1/2
aufweisen. Dafur wurden die Zellen fur 3 Tage in Anwesenheit von LIF auf Gelatine kultiviert,
anschliel3end fir weitere 24 Stunden ohne LIF kultiviert und danach fur 15 Minuten mit LIF

stimuliert. Alle untersuchten Stammzellen zeigten dieselbe LIF-abh&ngige Phosphorylierung
von Stat3 und ERK1/2 (Abbildung 4.19).
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Abbildung 4.19: Stat3 und ERK1/2 werden in Aktl” mES Zellen mit zuséatzlichem Akt2 knockdown
gleichermaRen phosphoryliert wie in wt Zellen.

V6.4 mES und Aktl” Zellen mit und ohne zusatzlichem Akt2 knockdown wurden 24h ohne LIF kultiviert.
AnschlieBend wurden die Zellen fur 15 min mit 2000 U/ml LIF und geerntet. Mittels Western Blot wurde die LIF
abhangige Phosphorylierung von Stat3 und ERK1/2 nachgewiesen. Es wurden 20 pg Gesamtzelllysat aufgetragen
und als Ladekontrolle diente 3-Aktin.

4.2.8 Stammzellen behalten bei Inhibition von Akt mit MK-2206 ihre Fahigkeit der
Pluripotenz

Aufgrund der erstaunlichen Ergebnisse, dass weder der Verlust von Aktl oder Akt2 bzw. von

beiden Isoformen gleichzeitig zu Anderungen der Pluripotenzfahigkeit in den V6.4 mES Zellen

fuhrt, sollte ausgeschlossen werden, dass die Akt Isoform 3 das Defizit der beiden anderen

Isoformen kompensiert.

Daher wurden mES Zellen fur 4 Tage mit dem Akt Inhibitor MK-2206 (0 — 20 uM), der alle drei
Akt Isoformen inhibiert, auf Feederzellen kultiviert, anschlieRend fixiert und die Expression der
Alkalischen Phosphatase detektiert. Erst mit hohen Konzentrationen des Inhibitors (ab 5 pM)
nahm die Grol3e der Zellkolonien leicht ab, die Zellen exprimierten jedoch trotzdem Alkalische
Phosphatase vergleichbar zu Kontrollzellen (Abbildung 4.20 A, B). Ab einer Konzentration von
20 pM wirkte der Inhibitor zytotoxisch. Mittels Western Blot wurde gezeigt, dass nach einer 24
stindigen Kultivierung der mES Zellen auf Gelatine ohne LIF mit einer anschlieRenden
Vorinkubation von einer Stunde mit MK-2206, die LIF induzierte Phosphorylierung von Aktl
deutlich geringer war als bei Kontrollzellen (Abbildung 4.20 C). In Ubereinstimmung zu der
gleichbleibenden Expression der Alkalischen Phosphatase bei einer Kultivierung der mES
Zellen fur 4 Tage mit dem Akt Inhibitor, wurde eine gleichbleibende Expression der

Kernpluripotenzfaktoren Oct4 und Nanog im Western Blot detektiert (Abbildung 4.20 D).
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Somit wurde gezeigt, dass die Inhibition von Akt mit MK-2206 tber den Zeitraum von 4 Tagen
ebenfalls keinen Einfluss auf die Pluripotenz der V6.4 Zellen hat. Die Zellen wurden daher tUber
einen Zeitraum von 21 Tagen zusammen mit MK-2206 kultiviert, wobei es keinen
auswertbaren Unterschied zu den Zellen, die 4 Tage mit dem Inhibitor kultiviert waren gab
(Daten nicht gezeigt).

A MK-2206 [uM] C
MK-2206[uM] o 13 25 5 10 20 1h
P-Akt1 - - - -
Akt1 —— —— — —

P-GSK3 JEL el
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Aktin e ———————
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Ot - —— -
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Aktin T — — —

B MK-2206 [uM]
0 1,3 25 5 10 20

Abbildung 4.20: Bei einer Inhibition von Akt bleiben V6.4 mES Zellen pluripotent.

V6.4 mES Zellen wurden fur 4 Tage in Anwesenheit von LIF und dem Akt Inhibitor MK-2206 auf Feederzellen
kultiviert, anschlieRend fixiert und die Alkalische Phosphatase Aktivitdt mit Vector FastRed nachgewiesen. Die
geféarbten Zellen wurden gescannt (A) und unter dem Fluoreszenzmikroskop (10x Obijektiv, Laser: 560 nm)
fotografiert (B). Der GréRRenbalken entspricht 250 um. Die Zellen wurden zudem 24 h ohne LIF kultiviert. Nach einer
Vorinkubation mit MK-2206 von 1h, wurden die Zellen mit 1000 U/ml LIF fur weitere 15 min kultiviert und geerntet.
Mittels Western Blot wurde die Phosphorylierung Aktl und GSK3 nachgewiesen (C). V6.4 mES Zellen wurden flr
4 d mit MK-2206 kultiviert und anschlie3end die Expression der pluripotenzrelevanten Transkriptionsfaktoren Oct4
und Nanog mittels Western Blot detektiert (D). Es wurden jeweils 20 ug Gesamtzelllysat aufgetragen und als
Ladekontrolle diente B-Aktin.
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4.3 Stammzellen behalten bei Inhibition von PDK1 ihr

Selbsterneuerungspotential

Da aktivierte PI3K zu einer Aktivierung von PDKZ1 fiihrt und gezeigt werden konnte, dass eine
Inhibition von PI3K mit den Inhibitoren LY294002 wund PF-4989216 das
Selbsterneuerungspotential von Stammzellen negativ beeinflusst, wurde als néchstes die
Rolle von PDK1 in Bezug auf die Selbsterneuerung in Stammzellen genauer untersucht. Dafur
wurden mES Zellen fur 4 Tage in Anwesenheit des PDK1 Inhibitors GSK2334470 in
unterschiedlichen Konzentrationen (0 — 10 uM) auf Feederzellen kultiviert, anschlie3end fixiert
und die Alkalische Phosphatase Aktivitat der Zellen analysiert. Im Gegensatz zur Kultivierung
der Stammzellen mit einem PI3K Inhibitor, waren die Zellkolonien auch bei Kultivierung mit
hohen Inhibitorkonzentrationen nicht wesentlich im Vergleich zu Kontrollzellen bezlglich
GroRRe, Morphologie und der Alkalische Phosphatase Aktivitat verandert (Abbildung 4.21 A,
B). Mittels Western Blot wurde die Funktion des PDK1 Inhibitors nachgewiesen. Es wurde
gezeigt, dass der Inhibitor mit héheren Konzentrationen (ab 2,5 uM) zu einer geringeren
Phosphorylierung des Targetproteins S6 fuhrt. Dazu wurden auf Gelatine kultivierte mES
Zellen fur 24h ohne LIF weiterkultiviert, anschlieRend mit GSK2334479 (0 — 10 uM) fur
1 Stunde inkubiert und danach fir 15 Minuten die Phosphorylierung von S6 mit LIF far
15 Minuten induziert. Mit zunehmender Konzentration des Inhibitors nahm die
Phosphorylierung von S6 sehr stark ab (Abbildung 4.21 C). Passend zu den Ergebnissen der
Alkalischen Phosphatase Expression wurde mittels Western Blot gezeigt, dass bei einer
Kultivierung mit dem Inhibitor fir 4 Tage die Expression der pluripotenzrelevanten

Transkriptionsfaktoren Oct4 und Nanog nicht beeintrachtigt wurde (Abbildung 4.21 D).

Aufgrund der erstaunlichen Tatsache, dass die Inhibition von PDK1 keinen Effekt auf die
Pluripotenzerhaltung der Stammzellen hat, obwohl die Inhibition von PI3K einen eindeutigen
Effekt zeigt, wurden die Zellen mit shRNA Konstrukten zur Herunterregulation von PDK1
transduziert, um unspezifische Effekte des PDK Inhibitors auszuschlie3en. Zur Erzeugung
eines stabilen shRNA exprimierenden Zellpools, wurden zunéchst mit HEK 293T Zellen
entsprechende Lentiviren hergestellt. Mit diesen Lentiviren wurden die mES Zellen
transduziert. AnschlieBend wurden die transduzierten Zellen mit Puromycin selektioniert.
Mittels Western Blot konnte gezeigt werden, dass PDK1 mit den shRNA Konstrukten effizient
herunterreguliert wurde. In den selektionierten Zellen wurde aufRerdem das PDK1
Targetprotein S6 deutlich geringer phosphoryliert als in Kontrollzellen (Abbildung 4.22 A). In
Ubereinstimmung mit den mES Zellen, die mit dem PDK Inhibitor GSK2334470 kultiviert
wurden, waren auch Zellen mit herunterregulierter PDK1 weder Anderungen der Alkalischen

Phosphatase Expression noch in der Koloniemorphologie erkennbar (Abbildung 4.22 B, C).
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Abbildung 4.21: Stammzellen behalten bei Inhibition von PDK1 ihre Fahigkeit zur Selbsterneuerung.

V6.4 mES Zellen wurden fiir 4 Tage in Anwesenheit von LIF und dem PDK1 Inhibitor GSK2334470 auf Feederzellen
kultiviert, anschlieBend fixiert und die Alkalische Phosphatase Aktivitdt mit Vector FastRed nachgewiesen. Die
geféarbten Zellen wurden gescannt (A) und unter dem Fluoreszenzmikroskop (10x Objektiv, Laser: 560 nm)
fotografiert. Der GréRRenbalken entspricht 250 um (B). Auf Gelatine kultivierte V6.4 mES Zellen wurden 24 h ohne
LIF kultiviert. Nach einer Vorinkubation mit GSK2334470 von 1 h, wurden die Zellen mit 1000 U/ml LIF fur weitere
15 min kultiviert und geerntet. Mittels Western Blot wurde die Herunterregulation der PDK1 abhé&ngigen
Phosphorylierung von S6 nachgewiesen (C). V6.4 mES Zellen wurden fir 4 d mit GSK2334470 kultiviert und
anschlieRend die Expression der pluripotenzrelevanten Transkriptionsfaktoren Oct4 und Nanog mittels Western
Blot detektiert (D). Es wurden jeweils 20 ug Gesamtzelllysat aufgetragen und als Ladekontrolle diente 3-Aktin.

A wt ShPDK B wt ShPDK#1 shPDK#2 G

#1 #2 #3 - :
PDK : ShPDK#1  shPDK#2
P-s6 %

S6 e —
Nanog & B0 & =
AKLn  —— ——

Abbildung 4.22: Stammzellen behalten bei Herunterregulation von PDK1 ihre Fahigkeit zur
Selbsterneuerung.

Nach Transduktion mit shRNA Konstrukten fur PDK1 und der anschlieBenden Selektion der shPDK1
exprimierenden Zellen mit Puromycin wurde mittels Western Blot die Herunterregulation von PDK1 und die damit
einhergehende Herunterregulation der S6 Phosphorylierung, sowie auch die Expression des pluripotenzrelevanten
Transkriptionsfaktors Nanog nachgewiesen. Es wurden jeweils 20 pg Gesamtzelllysat aufgetragen und als
Ladekontrolle diente B-Aktin (A). Zusatzlich wurden fir den Nachweis der Alkalischen Phosphatase Expression die
mit Puromycin selektionierten V6.4 Zellen fixiert und die Alkalische Phosphatase Aktivitdt mit Vector FastRed
nachgewiesen. Die gefarbten Zellen wurden gescannt (B) und unter dem Fluoreszenzmikroskop (10x Obijektiv,
Laser: 560 nm) fotografiert (C). Der GroRenbalken entspricht 250 pum.
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4.4 Die Inhibition von mTOR fuhrt zu einer geringeren Proliferation

in wt und Akt defizienten Stammzellen

Mit den vorangegangenen Versuchen wurde gezeigt, dass eine Inhibition bzw.
Herunterregulation der unterhalb von PI3K liegenden Kinasen PDK1 und Akt keinen Einfluss
auf die Pluripotenzerhaltung der untersuchten Stammzellen hat. Da die Gruppe von Imai 2012
gezeigt hatte, dass eine Inhibition von PI3K mit LY294002 zusatzlich auch mTOR hemmt (Imai,
Yamagishi, Ono, & Ueda, 2012), sollte untersucht werden, ob der Verlust der Pluripotenz in
den V6.4 mES Zellen unspezifisch tber eine mTOR Inhibition induziert wird.

Daher wurden V6.4 Zellen unter Anwesenheit des mTOR Inhibitors Rapamycin (0 — 20 uM)
fur 4 Tage auf Feederzellen kultiviert, anschlieend die Zellen fixiert und die Alkalische
Phosphatase Aktivitat bestimmt. Nach dieser Zeit wiesen die Zellen, die mit einer héheren
Inhibitorkonzentration kultiviert worden waren, deutlich kleinere Kolonien auf. Die Aktivitat der
Alkalischen Phosphatase wurde jedoch nicht beeinflusst (Abbildung 4.23 A, B). Mittels
Western Blot wurde gezeigt, dass bei einer Kultivierung der mES Zellen auf Gelatine,
anschlieender LIF freien Kultivierung fir 24 Stunden und einer Inkubation der Zellen fur 1
Stunde mit Rapamycin, die Phosphorylierung von S6 nach einer 15-minitigen Stimulation mit
LIF schon bei geringen Inhibitorkonzentrationen stark reduziert vorlag (Abbildung 4.23 C). Bei
einer Kultivierung der Zellen fir 4 Tage zusammen mit Rapamycin in unterschiedlichen
Konzentrationen wurde ebenfalls mittels Western Blot die Proteinexpression der
pluripotenzrelevanten Transkriptionsfaktoren Oct4 und Nanog nachgewiesen. Oct4 wurde in
den mit dem Inhibitor kultivierten Zellen stéarker als in Kontrollzellen exprimiert, Nanog nur
geringfligig schwacher (Abbildung 4.23 D). Zusammen mit der gleichbleibenden Aktivitat der
Alkalischen Phosphatase und kleineren Kolonien, sieht es so aus als ob Rapamycin die

Proliferation und nicht die Pluripotenz der Stammzellen beeinflusst.
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Abbildung 4.23: Die Inhibition von mTOR reduziert die Proliferation von Stammzellen.

V6.4 Zellen wurden fiir 4 Tage in Anwesenheit von LIF und dem mTOR Inhibitor Rapamycin auf Feederzellen
kultiviert, anschlieRend fixiert und die Alkalische Phosphatase Aktivitdt mit Vector FastRed nachgewiesen. Die
geféarbten Zellen wurden gescannt (A) und unter dem Fluoreszenzmikroskop (10x Objektiv, Laser: 560 nm)
fotografiert. Der GréBenbalken entspricht 250 um (B). Auf Gelatine kultivierte V6.4 mES Zellen wurden fur 24 h
ohne LIF kultiviert. Nach einer Vorinkubation mit Rapamycin von 1h, wurden die Zellen mit 1000 U/ml LIF ftr 15 min
stimuliert und geerntet. Mittels Western Blot wurde die Herunterregulation der PI3K abhangigen Phosphorylierung
von S6 nachgewiesen (C). V6.4 mES Zellen wurden fir 4 d auf Feederzellen mit Rapamycin kultiviert und
anschlieRend die Expression der Transkriptionsfaktoren Oct4 und Nanog mittels Western Blot detektiert (D). Es
wurden jeweils 20 pg Gesamtzelllysat aufgetragen und als Ladekontrolle diente B-Aktin.

Um zu testen, ob die Akt defizienten Zellen starker von Rapamycin beeinflusst werden als wt
mMES Zellen, wurden Aktl/Akt2 - und wt Zellen mit verschiedenen Konzentrationen an
Rapamycin fir 4 Tage kultivert und anschlie3end die Alkalische Phosphatase Aktivitat der
Zellen bestimmt. Die Aktl/Akt2 defizienten mES Zellen verhielten sich beziiglich der Aktivitat
der Alkalischen Phosphatase vergleichbar mit wt Zellen. Die KoloniengroRe nahm bei
Rapamycin kultivierten Akt1/Akt2 - mES Zellen, wie bei wt Zellen ebenfalls ab. In Abbildung
4.24 A und B sind Akt1/Akt2 defiziente mES Zellen abgebildet (wt Zellen nicht gezeigt, sahen
morphologisch gleich aus). Im Western Blot konnte gezeigt werden, dass nach einer
Kultivierung der Zellen ohne LIF fir 24 Stunden und einer anschlieBenden Vorinkubation fur 1
Stunde mit Rapamycin, die LIF induzierte Phosphorylierung von S6 nur noch sehr schwach
war (Abbildung 4.24 C).
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Abbildung 4.24: Die Inhibition von mTOR reduziert ebenfalls die Proliferation in Akt1/Akt27- Stammzellen.
V6.4 wt und Akt1”- Zellen mit zusatzlichem knockdown von Akt2 mittels sShRNA, wurden fiir 4 d in Anwesenheit von
LIF und dem mTOR Inhibitor Rapamycin auf Feederzellen kultiviert, anschlieRend fixiert und die Alkalische
Phosphatase Aktivitat mit Vector FastRed nachgewiesen. Die gefarbten Zellen wurden gescannt (A) und unter dem
Fluoreszenzmikroskop (10x Objektiv, Laser: 560 nm) fotografiert (B). Die Zellen wurden ebenfalls 24 h ohne LIF
kultiviert. Nach einer anschlieRenden Vorinkubation mit Rapamycin von 1 h, wurden die Zellen mit 1000 U/ml LIF
fur weitere 15 min kultiviert und geerntet. Mittels Western Blot wurde die Herunterregulation der PI3K abhéngigen
Phosphorylierung von S6 nachgewiesen (C). Es wurden jeweils 20 pug Gesamtzelllysat aufgetragen. Als
Ladekontrolle diente B-Aktin.
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4.5 Die Inhibition des JAK Signalweges fuhrt zu einem geringeren
Selbsterneuerungspotential in  wt und Akt defizienten

Stammzellen

Aufgrund der unerwarteten Ergebnisse, dass weder die Herunterregulation von PDK1 noch
von Aktl/Akt2 den pluripotenten Zustand der V6.4 Zellen beeinflussen, wurden die
Stammzellen mit einem JAK Inhibitor (JAK ) kultiviert. Damit sollte geprift werden, ob die
Pluripotenzerhaltung der verwendeten Stammzellen, wie in der Literatur beschrieben abhangig
vom JAK/STAT Signalweg ist (Niwa et al., 2009).

Dafur wurden V6.4 Zellen fir 4 Tage mit JAK | (0 — 20 uM) kultiviert, anschliel3end fixiert und
die Alkalische Phosphatase Aktivitat bestimmt. Mit zunehmender JAK | Konzentration wurden
die Zellkolonien deutlich kleiner und nur noch der innere Teil der Zellkolonien exprimierte aktive
Alkalische Phosphatase. Die GroBe der Kolonien und die Aktivitat der Alkalischen
Phosphatase nahm dabei schon bei einer Konzentration von 2,5 uM JAK | leicht, bei h6heren
Konzentrationen stark ab (Abbildung 4.25 A, B). Mittels Western Blot wurde gezeigt, dass nach
einer 24 stindigen Kultivierung der mES Zellen auf Gelatine ohne LIF mit einer
anschliel3enden Vorinkubation von einer Stunde mit zunehmenden JAK | Konzentrationen, die
LIF induzierte Phosphorylierung von Stat3 deutlich geringer war als bei Kontrollzellen. Die
Phosphorylierung von ERK1/2 und Aktl wurde dabei nicht beeintrachtigt. Ebenso gab es bei
einer Kultivierung der Zellen fir 1 Stunde mit dem Inhibitor keine veréanderte Expression der
Kernpluripotenzfaktoren Oct4 und Nanog (Abbildung 4.25 C). In Ubereinstimmung zu der
verminderten Expression der Alkalischen Phosphatase bei einer Kultivierung der mES Zellen
fur 4 Tage mit dem JAK Inhibitor, wurde bei hoheren JAK | Konzentrationen eine verminderte
Expression der Kernpluripotenzfaktoren Oct4 und Nanog im Western Blot sowie auch eine

geringere Expression und Phosphorylierung von Stat3 detektiert (Abbildung 4.25 D).

Somit konnte gezeigt werden, dass das Pluripotenzverhalten der in dieser Arbeit verwendeten
V6.4 mES Zellen abh&ngig vom JAK/STAT Signalweg ist.

Des Weiteren wurden Aktl”, Akt2” und Aktl/Akt2”- mES Zellen ebenfalls fiir 4 Tage mit dem
JAK Inhibitor kultiviert, fixiert und anschlieRend die Alkalische Phosphatase Aktivitat bestimmt.
Die Grof3e der jeweiligen Akt defizienten mES Zellkolonien nahm wie bei wt mES Zellkolonien
ebenfalls mit zunehmender Konzentration an JAK | ab, wobei beobachtet werden konnte, dass
die Abnahme der Koloniegré3e bei den Aktl knockout mES Zellen geringer war als in wt Zellen
(Abbildung 4.26 A, B). Ebenso wie die Aktl defizienten Stammzellen, zeigten Aktl/Akt2”"
Zellen eine geringere Abnahme der KoloniegréRRe als wt und Akt2” mES Zellen (Abbildung
4.27 A, B)
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Abbildung 4.25: Die Inhibition von JAK reduziert konzentrationsabhangig die Fahigkeit der
Pluripotenzerhaltung in Stammzellen.

V6.4 Zellen wurden fir 4 Tage in Anwesenheit von LIF und dem JAK Inhibitor JAK | auf Feederzellen kultiviert,
anschlieend fixiert und die Alkalische Phosphatase Aktivitat mit Vector FastRed nachgewiesen. Die gefarbten
Zellen wurden gescannt (A) und unter dem Fluoreszenzmikroskop (10x Objektiv, Laser: 560 nm) fotografiert (B).
V6.4 mES Zellen wurden 24 h ohne LIF kultiviert. Nach einer Vorinkubation mit dem JAK | von 1 h, wurden die
Zellen mit 1000 U/ml LIF fiir weitere 15 min kultiviert und geerntet. Mittels Western Blot wurde die Herunterregulation
der JAK abhangigen Phosphorylierung von Stat3, sowie auch die Expression und die Aktivierung LIF abh&ngiger
Proteine nachgewiesen (C). V6.4 mES Zellen wurden fur 4 d mit JAK | kultiviert und anschlieRend die Expression
der pluripotenzrelevanten Transkriptionsfaktoren Stat3, Oct4 und Nanog ebenfalls mittels Western Blot detektiert

(D). Es wurden jeweils 20 ug Gesamtzelllysat aufgetragen und als Ladekontrolle diente 3-Aktin.
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Abbildung 4.26: Die Inhibition von JAK reduziert konzentrationsabhangig die Fahigkeit der
Pluripotenzerhaltung in Aktl knockout mES Zellen.

V6.4 Zellen (A) und Aktl defiziente Zellen (B) wurden fir 4 d in Anwesenheit von LIF und dem JAK Inhibitor JAK |
auf Feederzellen kultiviert, anschlieBend fixiert und die Alkalische Phosphatase Aktivitdt mit Vector FastRed
nachgewiesen. Die gefarbten Zellen wurden gescannt und unter dem Fluoreszenzmikroskop (10x Objektiv, Laser:
560 nm) fotografiert.

A mESC wt shAkt2#1 B mESC Akt1 ko shAkt2#1
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Abbildung 4.27: Die Inhibition von JAK reduziert konzentrationsabhangig Fahigkeit der

,e
i.“.a

Pluripotenzerhaltung in wt und Akt1”- mES Zellen mit einem Akt2 knockdown.
V6.4 wt (A) und V6.4 Aktl” (B) Zellen mit zusatzlichem knockdown von Akt2 mittels ShRNA, wurden fir 4 d in
Anwesenheit von LIF und dem PI3K Inhibitor LY294002 auf Feederzellen kultiviert, anschlieBend fixiert und die
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Alkalische Phosphatase Aktivitdt mit Vector FastRed nachgewiesen. Die gefarbten Zellen wurden gescannt und

unter dem Fluoreszenzmikroskop (10x Objektiv, Laser: 560 nm) fotografiert.

Da bei der Analyse der Alkalischen Phosphatase Aktivitat und bei morphologischen
Betrachtung der Aktl” mES Zellen zu sehen war, dass die Enzymaktivitit und die
KoloniegréRe im Vergleich zu wt mES Zellen nicht so stark von JAK | beeinflusst wurde,
wurden mittels Western Blot die JAK | vermittelte Herunterregulation der Stat3
Phosphorylierung in Aktl/Akt2 knockdown mES Zellen und wt Zellen getestet. Daflr wurden
auf Gelatine kultivierte Zellen fur 24 Stunden ohne LIF kultiviert, fir 1 Stunde mit JAK |
vorinkubiert und anschlie3end die LIF abhéngige Phosphorylierung von Stat3 fir 15 Minuten
stimuliert. Es konnte gezeigt werden, dass die Phosphorylierung von Stat3 in den Akt
defizienten nicht so stark herunterreguliert war, wie in wt Zellen (Abbildung 4.28 A). Zusétzlich
wurden die Aktl/Akt2 knockdown und wt mES Zellen fur 4 Tage auf Feederzellen kultiviert und
mit Western Blot die Stat3 Phosphorylierung und die Expression der pluripotenzassoziierten
Transkriptionsfaktoren Oct4 und Nanog detektiert. Die Phosphorylierung von Stat3 in den Akt
defizienten Zellen nahm erst bei einer héheren Inhibitorkonzentration ab als bei wt Zellen. Die
Expression von Oct4 und Nanog war in Aktl/Akt2 knockdown mES Zellen und wt Zellen
vergleichbar (Abbildung 4.28 B).
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Abbildung 4.28: Die Inhibition von JAK reduziert konzentrationsabhdngig die LIF vermittelte
Phosphorylierung von STAT3 und reduziert die Expression von Oct4 und Nanog in wt und in Akt1/Akt2"
Stammzellen.

Auf Gelatine kultivierte wt mES Zellen und Akt1”- Zellen mit einem zusatzlichen Akt2 knockdown wurden 24 h ohne
LIF kultiviert. Nach einer Vorinkubation mit JAK | von 1 h, wurden die Zellen mit 1000 U/ml LIF fir weitere 15 min
kultiviert und geerntet. Mittels Western Blot wurde die Herunterregulation der JAK abhéngigen Phosphorylierung
von Stat3 nachgewiesen (A). Dieselben Zellen wurden fur 4 d mit JAK | auf Feederzellen kultiviert und anschlieRend
die Phosphorylierung von Stat3 und die Expression der Transkriptionsfaktoren Oct4 und Nanog ebenfalls mittels
Western Blot detektiert (B). Es wurden jeweils 20 pg Gesamtzelllysat aufgetragen und als Ladekontrolle diente (-
Aktin.
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4.6 Der knockout von Aktl in V6.4 mES Zellen fuhrt zu einer
Herunterregulation verschiedener Gene im WNT/B-Catenin

Signalweg
Obwohl weder die B-Catenin Expression noch die Phosphorylierung von GSK3B in den
Stammzellen mit einer Aktl bzw. Akt2 Defizienz per Western Blot gezeigt werden konnte, fuihrt
der knockout von Akt1 zu einer Herunterregulation von einigen Genen im WNT/B-Catenin
Signalweg. Von auf Feederzellen kultivierten Akt1” und wt mES Zellen wurde mittels qRT-
PCR gezeigt, dass die mRNA Expression von LEF1, Grb10, Wnt8a, DKK1 und KREMEN?2 in
Akt1” mES Zellen im Vergleich zu wt Zellen herunterreguliert wurde (Abbildung 4.29).
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Abbildung 4.29: Der knockout von Aktlin V6.4 mES Zellen fuhrt zu einer Herunterregulation verschiedener
Gene im WNT/B-Catenin Signalweg.

Relative mRNA Expression ausgewahlter Targetgene im WNT/B-Catenin Signalweg in wt und Aktl”- mES Zellen.
Relativiert wurde auf die Expression von GAPDH und B-Aktin, normalisiert wurde auf die mRNA Expression in V6.4

Zellen.

Um zu testen, ob die Expression der entsprechenden Gene auch in Stammzellen mit
herunterreguliertem Akt2 verandert vorliegt, wurden wt und Aktl” mES Zellen mit einem
zusatzlichen Akt2 knockdown ebenfalls auf Feederzellen kultiviert und die Expression einiger
WNT/B-Catenin Signalweg per gRT-PCR bestimmt. Beispielhaft an Grb10 und Wnt8a wurde
festgestellt, dass im Vergleich zu wt mES Zellen die beide Gene bei einem Aktl knockout
herunterreguliert wurden, nicht aber bei Akt2”- Zellen (Abbildung 4.30).
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Abbildung 4.30: Der knockout von Aktl, nicht aber der knockdown von Akt2 in mES Zellen fuhrt zu einer
Herunterregulation verschiedener Gene im WNT/B-Catenin Signalweg.

Relative mMRNA Expression ausgewahlter Targetgene im WNT/B-Catenin Signalweg in wt und Aktl” Zellen mit
zusatzlichem Akt2 knockdown. Relativiert wurde auf die Expression von GAPDH und B-Aktin, normalisiert wurde

auf die mMRNA Expression in V6.4 Zellen.

Viele Gene im WNT/B-Catenin Signalweg wurden aber bei einem knockout von Aktl bzw.
einem knockdown von Akt2 im Vergleich zu wt mES Zellen unverandert exprimiert. Dafiir sind
beispielhaft die Gene von Tcf3, Tert, Sall4 und Axin2 gezeigt (Abbildung 4.31).
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Abbildung 4.31: Die Expression von Tcf3, Tert, Sall4 und Axin2 wird durch die Herunterregulation von Aktl
und Akt2 nicht beeinflusst.

Relative MRNA Expression ausgewahlter Targetgene im WNT/B-Catenin Signalweg in wt und Aktl” Zellen mit
zusétzlichem Akt2 knockdown. Relativiert wurde auf die Expression von GAPDH und B-Aktin, normalisiert wurde

auf die mMRNA Expression in V6.4 Zellen.
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Die Herunterregulation der Proteinexpression von LEF1 wurde zusatzlich mittels Western Blot
getestet. Daflir wurden Aktl” und wt mES Zellen mit zusatzlichem Akt2 knockdown auf
Feederzellen kultiviert und die Expression von LEF1 detektiert. Wie zuvor schon auf mRNA
Ebene gezeigt wurde, wurde auch auf Proteinebene eine geringere LEF1 Expression bei Aktl
knockout Zellen nachgewiesen. Der knockdown von Akt2 zeigte keinen Effekt in Bezug auf die
Proteinexpression von LEF1 (Abbildung 4.32).

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass PI3K, aber weder PDK1 noch Akt fir die

Pluripotenzerhaltung der V6.4 mES Zellen relevant ist.

Akt1 ko wt Akt1 ko C1
Co €1 ©2 3 shAkt2 Co #1 #2 #3 Co #1 #2 #3
B-Catenin e s— w— — B-Catenin " s s s s— ———
LEF1 - - LEF1 - ——
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Abbildung 4.32: In Aktl knockout mES Zellen ist die Expression von LEF1 herunterreguliert

Aktl ko mES Zellen mit wurden wie wt V6.4 Zellen auf Feederzellen kultiviert. Mittels Western Blot wurde die
Expression von 3-Catenin und LEF1 nachgewiesen (A). AuRerdem wurde die Expression von 3-Catenin und LEF1
in wt Aktl ko mES Zellen mit zusatzlichem Akt2 knockdown detektiert (B). Es wurden 20 pg Gesamtzelllysat

aufgetragen und als Ladekontrolle diente B-Aktin.
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5 Diskussion

Stammzellen haben das Potential in vitro unbegrenzt zu proliferieren, ohne dabei ihr
Selbsterneuerungspotential zu verlieren. Zudem besitzen sie die Fahigkeit, in alle Zelltypen
differenzieren zu konnen. Aufgrund dieser Merkmale kdnnten Stammzellen somit in Zukunft
einen grofRen Beitrag zur Regenerativen Medizin Leisten. Das Differenzierungspotential der
Zellen ist die Grundlage fur den Ersatz von zerstortem oder abgestorbenem Gewebe,
beispielsweise bedingt durch degenerativen Erkrankungen. Hinsichtlich der rechtlichen
Einschrankungen und ethisch bedenklichen Verwendung von humanen Stammzellen und des
noch nicht ausgereiften Verstandnisses der induzierten pluripotenten Stammzellen, bietet sich
fur die Forschung das murine Modellsystem fur die Erforschung grundlegender

Stammzelleigenschaften an.

Charakteristisch fir mES Zellen, die in vitro kultiviert werden, ist die kugelférmige
Koloniebildung der Zellen und eine deutliche definierte au3ere Umrandung der Kolonien. Unter
dem Mikroskop sind die Zellmembranen der Einzelzellen kaum erkennbar. AuRerdem kdénnen
sie Uber EBs (embryoid bodies) durch Zugabe von bestimmten Wachstumsfaktoren in Zellen
der drei Keimblatter differenzieren. Ein weiteres Merkmal von Stammzellen ist die Expression
der Alkalischen Phosphatase, die bei einer Differenzierung der Zellen herunterreguliert wird
(Stefkova, Prochazkova, & Pachernik, 2015). Fiur die Kultivierung von mES Zellen ist ein
aktiver LIF Signalweg von Bedeutung, da er die Expression der Kernpluripotenzfaktoren Oct4,
Sox2 und Nanog reguliert. Der LIF Signalweg fuhrt neben der Aktivierung des MAPK
Signalwegs, der die Pluripotenzerhaltung in Stammzellen negativ reguliert, zur Aktivierung des
JAK/STAT Signalwegs und des PI3K/Akt Signalwegs. Die Aktivierung von Akt fiihrt unter
anderem zur |Inhibition von GSK3B und aullerdem zu einer Hochregulation des
pluripotenzrelevanten Transkriptionsfaktors Tbhx3, welcher wiederum die Expression von
Nanog hochreguliert (Niwa et al., 2009). Aul3erdem stabilisiert aktives Akt STAT3 (lber eine
CREB vermittelte Acetylierung (Niwa et al., 1998). Zudem werden die Transkriptionsfaktoren
Oct4 und Sox2 durch die Akt vermittelte Phosphorylierung zum einen stabilisiert und deren
transkriptionelle Aktivitat erhéht (Brumbaugh et al., 2012; Jeong et al., 2010; Y. Lin et al., 2012)
(Abbildung 5.1). Bei einer Inaktivierung des PI3K/Akt Signalwegs durch eine Inhibition von
PI3K mit dem Inhibitor LY294002 fuhrt dies nach drei bis vier Tagen zu einem Verlust der
Pluripotenz in Stammzellen (Storm et al.,, 2007; Storm et al., 2009). Wird hingegen
hyperaktives PDK1 bzw. Akt exprimiert, behalten die Zellen ihr Selbsterneuerungspotential
auch ohne Zusatz von LIF bei (Ling et al., 2013; S. Watanabe et al., 2006). Des Weiteren

konnen Stammzellen bei einer Kultivierung mit einem GSK3 Inhibitor ohne zusétzliches LIF
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ihren pluripotenten Charakter beibehalten. Durch die Inaktivierung von GSK3 wird zum einen
cMyc nicht mehr abgebaut und kann transkriptionell aktiv sein und zum anderen wird die
Expression von Nanog hochreguliert (Niwa et al., 2009). Bei der Kultivierung von Stammzellen
mit einem Akt Inhibitor, der alle Akt Isoformen betrifft, hatte die Gruppe von Ling festgestellt,
dass trotz der Expression hyperaktiver PDK1, die Akt Inhibition zu einem Verlust der
Pluripotenz fuhrt (Ling et al., 2013).
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Abbildung 5.1: Die Aktivierung des PI3K Signalwegs durch LIF fihrt zu einer Hochregulation
pluripotenzrelevanter Transkriptionsfaktoren.

LIF bindet an den LIF Rezeptor, woraufhin PI3K aktiviert wird. Dies fuhrt wiederum zur Aktivierung von Akt und der
Akt vermittelten Inaktivierung von GSK3B. Nachfolgend werden pluripotenzrelevante Transkriptionsfaktoren wie
Tbx3 und Nanog verstarkt exprimiert bzw. stabilisiert (STAT3, Oct4, Sox2 und cMyc). Kinasen sind rot,
Transkriptionsfaktoren blau dargestellt. Die schematische Darstellung wurde mit Hilfe von Servier Medical
Art erstellt.

Bisher war noch nicht bekannt, welche der Akt Isoformen bedeutend flr die
Pluripotenzerhaltung in Stammzellen ist. Daher sollte im Rahmen dieser Arbeit genauer
untersucht werden, Uber welche der drei Akt Isoformen die Inhibition von PI3K zu einem

Verlust der Pluripotenz flhrt.
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5.1 Die Inhibition von PI3K beeinflusst die Pluripotenz von

Stammzellen

In dieser Arbeit sollte zuerst sollte untersucht werden, ob die Pluripotenzerhaltung der
verwendeten mES Zellen V6.4 wie in der Literatur fir andere mES Zellen beschrieben,
abhangig von der PI3K Aktivierung ist. Ubereinstimmend mit der Arbeit von Storm (Storm et
al., 2009), nahm die Pluripotenz der mit dem PI3K Inhibitor LY294002 kultivierten Stammzellen
konzentrationsabhéngig ab. Der negative Einfluss des Inhibitors auf die Pluripotenz wurde
Uber die abnehmende Gr6RRe der Stammzellkolonien sowie die verringerte Expression der
Alkalischer Phosphatase und der pluripotenzassoziierten Transkriptionsfaktoren Oct4 und
Nanog gezeigt. Die Western Blot Analyse zeigte eine deutlich verminderte Phosphorylierung
von Aktl, GSK3 und S6, welche unterhalb von PI3K im Signalweg liegen. Die
Phosphorylierung von STAT3 und ERK1/2, die wichtige Mediatoren der anderen beiden LIF
induzierten Signalwege sind, wurde hingegen nicht durch die Kultivierung mit LY294002
beeinflusst (Abbildung 4.1).

Da durch den PI3K Inhibitor auch andere Kinasen wie mTOR, DNA-PK, CK2 und Pim-1
inhibiert werden, kann nicht ausgeschlossen werden, dass dadurch oder durch die Inhibition
unbekannter Kinasen der Inhibitor nicht direkt tber PI3K zu einem Verlust der Pluripotenz in
MES Zellen fuhrt. Beispielsweise wurde LY294002 bereits direkt mit der Inhibition des
Kalziumsignalwegs und Transkriptionsfaktoren, wie NF-kB in Verbindung gebracht (Gharbi et
al., 2007).

Um unspezifische Effekte von LY294002 in Bezug auf das Pluripotenzpotential in den
Stammzellen auszuschlieBen, sollten die Ergebnisse mit einem weiteren PI3K Inhibitor,
PF-4989216, validiert werden. Wie bei den mES Zellen, die mit LY294002 kultiviert wurden,
nahm die Expression von Oct4 und Nanog schon bei geringen Konzentrationen von PF-
4989216 und die GrolRe der Stammzellkolonien und die Expression der Alkalischen
Phosphatase mit zunehmender Inhibitorkonzentration stark ab. Die beobachteten negativen
Effekte von PF-4989216 auf die Pluripotenz von Stammzellen sind somit mit denen von
LY294002 vergleichbar. Es scheint daher unwahrscheinlich, dass der Pluripotenzverlust von
Stammzellen bei einer Kultivierung mit LY294002 auf einen unspezifischen Effekt des

Inhibitors zuriick zu fuhren ist.

Zusammenfassend mit der Literatur, lassen diese Daten darauf schlieRen, dass PI3K ein

Hauptregulator der Pluripotenz in mES Zellen ist.
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5.2 Stammzellen behalten bei Inhibition von Akt ihren pluripotenten

Zustand bei

Bisherige Studien deuten darauf hin, dass PI3K das Pluripotenzpotential von Stammzellen
durch die Aktivierung von Akt reguliert. Die Beobachtungen der Gruppe von Watanabe
suggerieren, dass bei einer Expression von hyperaktivem Akt die Pluripotenz in Stammzellen
bei einer Kultivierung ohne LIF erhalten bleiben kann (S. Watanabe et al., 2006). Weitere
Studien von Ling et al. zeigten, dass die Inhibition von Akt auch bei einer Expression von
hyperaktiver PDK1 zu einem Verlust der Pluripotenz im Stammzellen fihrt (Ling et al., 2013).
Bisher gibt es keine Daten Uber die Expression der verschiedenen Akt Isoformen in mES
Zellen. Um zu untersuchen, welche der Akt Isoformen bei einer Inhibition verantwortlich far
den Verlust der Pluripotenz der Stammzellen ist, sollten zunachst mES Zellen mit einem
knockout einer Isoform generiert werden. Aufgrund der Uberlegung, dass Ling et al. mit einem
Aktl Expressionskonstrukt gearbeitet hatten (in der Verdéffentlichung von Watanabe wird nicht
erlautert, welche Isoform von Akt Uberexprimiert wurde), Aktl ubiquitar exprimiert wird und
zudem in den V6.4 mES Zellen die am starksten exprimierte Isoform ist, wurden zuerst Aktl

knockout mES Zellen hergestellt.

5.2.1 Aktl defiziente Stammzellen erneuern sich selbst und zeigen dasselbe
Proliferationsverhalten wie wt Zellen
Fir die Herstellung von Aktl knockout mES Zellen wurde die TALEN Technologie verwendet.
Der Vorteil dieser Technologie beispielsweise gegentber CRISPR (Clustered Regularly
Interspaced Short Palindromic Repeats) ist die hohe Spezifitat der Konstrukte, da zweimal 20
Basenpaare der DNA spezifisch erkannt werden miissen, damit die Konstrukte binden und die
Fok | Nuklease aktiv werden kann. Nachteile sind, dass 3 Plasmide gleichzeitig in die Zellen
eingebracht werden muissen und die verwendeten Stammzellen relativ schlecht zu
transfizieren sind. AuRBerdem ist die Generierung der knockout Zellen langwierig, da die
Einzelklone nach dem Sortieren der positiven Zellen flr weitere Analysen zuerst vermehrt
werden mussen. Die TALEN Konstrukte wurden zuerst in HEK 293T Zellen auf ihre Funktion
getestet. Die Transfektionseffizienz war hoch und beinahe alle der GFP positiven Zellen waren
auch RFP positiv, was zeigte, dass ein hoher Anteil der Zellen alle drei Konstrukte
aufgenommen hatte und die Dimerisierung und Aktivierung der Fok | erfolgte (Daten nicht
gezeigt). Um die Transfektionseffizienz in den mES Zellen zu verbessern, wurden die
Plasmide mittels Nukleofektion in die Zellen eingebracht. Bei der Sortierung mES Zellen mittels
FACS waren unter 1% der Zellen GFP positiv (Abbildung 4.3). Es wurden GFP und nicht RFP
positive Zellen sortiert, da es fir RFP keinen entsprechenden Laser gab. Das Problem, dass

GFP positive Zellen nicht unbedingt alle drei Plasmide aufgenommen haben und so ein
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knockout vorliegen kann, wurde durch die Validierung des Aktl knockout durch den Nachweis
des Verlusts von Aktl in den Lysaten der vermehrten Klone im Western Blot umgangen. Es
konnten mehrere mES Zellklone, die kein Aktl mehr exprimieren detektiert werden (Abbildung
4.4). Um auszuschlieRen, dass sich die Aktl defizienten Klone beziglich der
Pluripotenzerhaltung unterschiedlich verhalten oder die Einbringung der TALEN Konstrukte zu
unspezifischen off-target Effekten fuhrt, wurden fir nachfolgende Analysen immer drei der
Klone verwendet. Mittels Western Blot wurde gezeigt, dass der Verlust von Aktl nicht zu einer
verstarkten Expression oder zu einer erhdhten Phosphorylierung von Akt2 fuhrt. Es sieht
demnach so aus, als ob der Verlust von Aktl in den mES Zellen nicht durch eine veranderte
Aktivierung von Akt2 kompensiert wird.

Die Aktl” mES Zellen zeigten im Vergleich zu wt Zellen weder eine veranderte mRNA
Expression von Oct4, Sox2 und Nanog noch Anderungen der Proteinexpression dieser
Transkriptionsfaktoren. Des Weiteren war in Akt1”- mES Zellen im Vergleich zu wt Zellen keine
Anderungen bezlglich ihrer Morphologie und der Aktivitat der Alkalischer Phosphatase
detektierbar (Abbildung 4.4). Der Verlust von Aktl scheint demnach die Pluripotenz der
Stammzellen nicht zu beeinflussen. Zusatzlich zu diesem unerwarteten Ergebnis beziglich
der Pluripotenzerhaltung konnte aul3erdem gezeigt werden, dass der knockout von Aktl auch
keinen Einfluss auf die Proliferation der Stammzellen in Anwesenheit bzw. Abwesenheit von
LIF hat (Abbildung 4.5 und 4.6). Die Akt defizienten mES Zellen wiesen zudem dieselbe
Aktivitat der Alkalischen Phosphatase, sowie auch mRNA Expression der
pluripotenzassoziierten Transkriptionsfaktoren Sox2 und Nanog wie wt Zellen auf (Abbildung

4.7). Die LIF abhangige Pluripotenz wird daher nicht durch den Verlust von Aktl beeinflusst.

Ein weiteres Merkmal von pluripotenten Zellen ist die Fahigkeit, in Zellen der drei Keimblatter
(mesodermal, endodermal und ektodermal) differenzieren zu konnen. Daher wurde
untersucht, ob der Verlust von Aktl einen Einfluss auf die Differenzierungsfahigkeit in den
MES Zellen hat. Mittels Immunfluoreszenzmikroskopie und mRNA Expressionsanalyse wurde
nachgewiesen, dass Aktl” mES Zellen wie wt Zellen erfolgreich tiber EBs erfolgreich in Zellen

der drei Keimblatter differenziert werden konnten (Abbildung 4.9).

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass der Verlust von Aktl weder einen Einfluss auf die
Pluripotenzerhaltung, die Proliferation und die Differenzierungsfahigkeit der in dieser Arbeit

verwendeten Stammzellen hat.
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5.3 Der Verlust von Aktl in mES Zellen beeinflusst weder den
JAK/STAT noch den MAPK Signalweg

Um zu untersuchen, ob der Aktl knockout einen Einfluss auf den ebenfalls durch LIF
aktivierten JAK/STAT bzw. MAPK Signalweg hat, wurde in Aktl” und wt mES Zellen die
Aktivierung dieser beiden Signalwege untersucht. Weder unter Standardbedingungen noch
bei einer kurzzeitigen Induktion der Signalwege durch LIF wurden Unterschiede bezlglich der
relativen Mengen an phosphoryliertem STAT3 bzw. ERK1/2 in Akt1” mES Zellen im Vergleich
zu wt Zellen im Western Blot detektiert (Abbildung 4.10 und 4.11).

Der Verlust von Aktl hat somit keine Auswirkung auf die LIF induzierte Aktivierung der beiden
anderen bedeutenden pluripotenzrelevanten Signalwege in den Stammzellen. Dies stimmt mit
der Beobachtung der Gruppe von Watanabe (S. Watanabe et al., 2006) Uberein, die
festgestellt hatte, dass eine Uberexpression von aktivem Akt in Stammzellen die
Phoshporylierung von STAT3 und ERK1/2 und somit den JAK/STAT und MAPK Signalweg
nicht beeinflusst.

Ein weiterer pluripotenzrelevanter Signalweg, der WNT/B-Catenin Signalweg wurde durch den
Verlust von Aktl ebenfalls nicht beeinflusst. Die Phosphorylierung von GSK3a/ (Ser9/Ser21)
und die B-Catenin Expression war in den Aktl defizienten mES Zellen gegeniiber wt Zellen
nicht verandert (Abbildung 4.10 B). Die Aktl Defizienz hat somit keine Auswirkungen auf die
Stabilisierung von (-Catenin. Diese Beobachtung wird durch die Arbeit von Nicholas Paling
bestétigt, in der ebenfalls festgestellt wurde, dass eine Kultivierung von mES Zellen mit
LY294002 keine Auswirkung auf die Stabilisierung von -Catenin hat (Paling, Wheadon, Bone,
& Welham, 2004). In der Studie von Ling et al. wird ebenfalls gezeigt, dass eine Anderung des
PI3K Signalwegs in mES Zellen durch eine Expression von hyperaktiver PDK1 bzw. Akt zu

keiner veranderten B-Catenin Stabilisierung fiihrt (Ling et al., 2013).

5.4 Stammzellen behalten ihre Fahigkeit der Pluripotenzerhaltung

bei einem gleichzeitigen Verlust von Aktl und Akt2 bei

Aufgrund der bisherigen Ergebnisse, die zeigen, dass eine Inhibition von PI3K eindeutig die
Pluripotenz in den in dieser Arbeit verwendeten Mausstammzellen beeinflusst, ist es
erstaunlich, dass ein Verlust von Aktl keine Auswirkungen auf die Erhaltung der Pluripotenz
der Stammzellen zeigt. Obwohl bei den Aktl” mES Zellen die Akt2 Expression und die
Aktivierung der Kinase im Vergleich zu wt Zellen unverandert waren, kann so noch nicht
ausgeschlossen werden, dass diese Isoform das Fehlen von Aktl kompensiert. Deshalb
wurde in wt und Aktl defizienten mES Zellen mittels shRNA die Akt2 Expression
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herunterreguliert. Die Herunterregulation fihrte zu einer um mindestens 75 % reduzierten
MRNA Expression von Akt2 und im Western Blot konnte in den mit sShRNA behandelten Zellen
kein Akt2 mehr detektiert werden. Um eine Kompensation der Akt2 bzw. Aktl/Akt2 Defizienz
durch Akt3 auszuschlie3en, wurde im Western Blot gezeigt, dass die Akt Isoform 3 in allen
aufgetragenen Zelllysaten nicht detektierbar exprimiert wurde (Abbildung 4.12).

Der Verlust von Akt2 bzw. von Aktl/Akt2 in V6.4 mES Zellen beeinflusste weder die mRNA
Expression der Transkriptionsfaktoren Oct4, Sox2 und Nanog noch die Proteinexpression bzw.
die Stabilitat dieser Proteine. Des Weiteren wiesen die Zellen, die kein Akt2 bzw. kein Aktl
und Akt2 exprimierten, dieselbe Morphologie und Alkalische Phosphatase Aktivitat wie wt
Zellen auf (Abbildung 4.13). Zusatzlich konnte auch keine negative Auswirkung des knockout
von Akt2 bzw. des gleichzeitigen knockout beider Akt Isoformen beziglich der Proliferation
unter verschiedenen Bedingungen festgestellt werden. Wie schon zuvor beobachtet, teilten
sich die mES Zellen mit einem Aktl knockout tendenziell starker als wt Zellen (Abbildung 4.14).

Um zu testen, ob die Stammzellen, die kein Akt2 bzw. gleichzeitig kein Aktl und Akt2
exprimieren, sich bei einer Kultivierung auf Gelatine unter LIF freien Bedingungen beziiglich
der Pluripotenz anders verhalten als wt Zellen, wurden diese auf ihre Alkalische Phosphatase
Aktivitat untersucht. Die Aktl” mES Zellen mit zusatzlich herunterreguliertem Akt2 zeigten
denselben Mangel an Enzymaktivitdit und Verdnderungen der Morphologie in Richtung
differenzierte Zellen wie die entsprechende Kontrollen (Abbildung 4.15).

Des Weiteren wurden die Akt2 bzw. Aktl/Akt2 defizienten mES Zellen in Bezug auf ihre
Differenzierungsfahigkeit in Zellen der drei Keimblatter analysiert. Wie zuvor schon die Akt1”
MES Zellen konnten Zellen mit einer zusatzlichen Herunterregulation von Akt2 erfolgreich
differenziert werden, was ein weiterer Hinweis auf den uneingeschrankten pluripotenten
Zustand der Zellen darstellt (Abbildung 4.16 und 4.17).

Wie bei den Akt1” mES Zellen sollte in den Akt1/Akt2 defizienten Zellen analysiert werden, ob
der Verlust der beiden Akt Isoformen zu einer veranderten Aktivierung der beiden anderen LIF
induzierten Signalwege fuihrt. Die Herunterregulation von Akt2 in wt sowie auch in Aktl” mES
Zellen beeinflusste weder die Aktivierung des JAK/STAT noch des MAPK Signalwegs. Dies
wurde durch eine mit wt mES Zellen vergleichbare Phosphorylierung von STAT3 und ERK1/2
mittels Western Blot nachgewiesen (Abbildung 4.18A und 4.19).

AulRRerdem konnten in den mES Zellen, die kein Akt2 bzw. kein Aktl und Akt2 exprimieren,
keine Unterschiede bei der Phosphorylierung von GSK3@ und bei der Expression von [3-
Catenin im Vergleich zu wt Zellen festgestellt werden (Abbildung 4.18 B). Die Aktivitat des
WNT/B-Catenin Signalwegs wurde durch den zusétzlichen Verlust von Akt2 in wt und Akt1”

MES Zellen daher ebenfalls nicht verandert.
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Aufgrund der unerwarteten Ergebnisse, dass weder Aktl noch Akt2 die Pluripotenz in den
V6.4 mES Zellen beeinflusst, sollte ausgeschlossen werden, dass das Fehlen beider
Isoformen eventuell doch durch Akt3 kompensiert werden kann. Daher wurden die mES Zellen
mit dem Akt Inhibitor MK-2206, der alle drei Akt Isoformen hemmt, kultiviert. Die Grof3e der
Stammzellkolonien nahm mit zunehmender Inhibitorkonzentration stark ab. Die Kolonien
exprimierten jedoch auch bei zunehmender Konzentration von MK-2206 aktive Alkalische
Phosphatase und wiesen auch im Western Blot eine mit Kontrollzellen vergleichbare
Expression von Oct4 und Nanog auf (Abbildung 4.20). Dies deutet darauf hin, dass eine
hohere Konzentration des Inhibitors eher die Proliferation oder Apoptose der Zellen als deren
pluripotentes Potential beeinflusst. Abweichend zu dieser Uberlegung hierzu hatte die Gruppe
von Ling gezeigt, dass eine Inhibition von Akt zu einem Ruckgang der Pluripotenz in
Stammezellen fihrt (Ling et al., 2013).

Unerwarteter Weise konnte also gezeigt werden, dass obwohl eine Inhibition von PI3K einen
eindeutigen Effekt auf die Pluripotenzerhaltung der mES Zellen hat, aber weder eine
Herunterregulation der beiden Akt Isoformen 1 und 2 noch die Inhibition von Akt mit MK-2206
die Pluripotenz der V6.4 mES Zellen beeinflusst.

5.5 Stammzellen behalten ihren pluripotenten Zustand bei der

Herunterregulation von PDK1 bei

In der Literatur wird ein positiver Effekt der Expression von hyperaktiver PDK1 auf den
Pluripotenzerhalt von Stammzellen bei einer Kultivierung der Zellen ohne LIF beschrieben
(Ling et al., 2013). Im Gegensatz zu diesen Beobachtungen zeigte die Gruppe von Williams
jedoch, dass die Herunterregulation von PDK1 keinen Einfluss auf die Proliferation von
Stammzellen hat (Williams et al., 2000). Um zu testen, ob die Reduktion des
Selbsterneuerungspotentials der in dieser Arbeit verwendeten Stammzellen V6.4 durch
LY294002 utber PDK1 vermittelt wird, wurden die Zellen fir vier Tage auf Feederzellen in
Anwesenheit von LIF zusammen mit dem PDK1 Inhibitor GSK2334470 kultiviert. Weder die
GroRRe und Morphologie der Zellkolonien noch die Aktivitat der Alkalischen Phosphatase durch
die Inhibition von PDK1 im Vergleich zu Kontrollzellen war jedoch verringert. Zudem wurde
mittels Western Blot eine gleichbleibende Expression von Oct4 und Nanog nachgewiesen
(Abbildung 4.21). Diese Ergebnisse bestatigen daher die Beobachtungen von Williams et al.,
dass aktive PDK1 nicht fir den Erhalt der Pluripotenz in mES Zellen benétigt wird (Jung, Kim,
& Williams, 2013). Um unspezifische Effekte des PDK1 Inhibitors auszuschlieRen, wurde
PDK1 in den V6.4 mES Zellen mit shRNA Konstrukten herunterreguliert. Die

Herunterregulation von PDK1 war sehr effizient, da das Protein im Western Blot nicht mehr
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detektiert werden konnte. AulRerdem wurde das im Signalweg weiter unterhalb liegende
Protein S6 ebenfalls nicht mehr detektierbar phosphoryliert. Wie zuvor bei der Kultivierung mit
dem Inhibitor GSK2334470 war die Grol3e der Stammzellkolonien, die Aktivitat der Alkalischen
Phosphatase und die Expression von Nanog gegenuber Kontrollzellen nicht verandert
(Abbildung 4.22). Dies bestatigt sowohl die Ergebnisse der Kultivierung der Stammzellen mit
dem Inhibitor GSK2334470 als auch die Beobachtungen der Gruppe von Williams, dass die
Inhibition von PDK1 die Pluripotenzerhaltung in Stammzellen nicht beeinflusst.

5.6 Die Inhibition von mTOR beeinflusst die Proliferation von V6.4

MES Zellen

MTOR gehort zur Klasse IV der PI3K Superfamilie (Liu, Cheng, Roberts, & Zhao, 2009). Daher
erscheint es nicht unwahrscheinlich, dass der Komplex ebenfalls durch den PI3K Inhibitor
LY294002 gehemmt wird (Abbildung 5.2), was von der Gruppe von Brunn 1996 auch
nachgewiesen wurde (Brunn et al., 1996). mTORC1 reguliert die fur das Zellwachstum
notwendige Proteinsynthese hauptséachlich durch Phosphorylierung von 4E-BP1 und S6K.
Phosphoryliertes 4E-BP1 bindet an elF4E (eucaryotic initiation factor 4E), welches dadurch
die Translation fordert. Die Phosphorylierung von S6K aktiviert die Kinase, die wiederum die
Aktivitdt vieler Proteine im Signalweg aktiviert, was die Ribosomenbiogenese und
Transkription ribosomaler RNA antreibt (Laplante und Sabatini 2009).

Eine Hemmung von mTOR fihrt indirekt wiederum auch zu einer Hemmung von Akt, da dieses
an Serd473 hauptsachlich durch mTOR zur vollstdndigen Aktivierung der Kinaseaktivitat
phosphoryliert wird (McDonald et al., 2008).

Um also auszuschlielen, dass der negative Effekt der PI3K Inhibitoren auf die
Pluripotenzerhaltung von Stammzellen auf eine parallele Suppression von mTOR zuriick zu
fuhren ist, wurden mES Zellen mit dem mTOR Inhibitor Rapamycin kultiviert. Schon bei einer
kurzzeitigen Exposition der Zellen mit geringen Rapamycin Konzentrationen war die LIF
induzierte Phosphorylierung des mTOR Targetproteins S6 stark reduziert. Die langfristige
Kultivierung der Stammzellen mit Rapamycin hatte zur Folge, dass mit zunehmender
Konzentration des Inhibitors die Zellkolonien kleiner waren als die Kolonien von Kontrollzellen.
Alle Zellen der Kolonien exprimierten dennoch Alkalische Phosphatase. Zusammen mit den
Ergebnissen des Western Blot, dass weder die Oct4 noch die Nanog Expression in den mit
Rapamycin kultivierten Zellen mit steigender Inhibitorkonzentration verandert war, deuten
diese Beobachtungen darauf hin, dass Rapamycin hauptséchlich einen Einfluss auf die
Proliferation, nicht aber auf den Pluripotenzerhalt der Stammzellen hat (Abbildung 4.23). Dies

wird durch die Beobachtungen der Gruppe von Murakami bestatigt, die ebenfalls gezeigt hat,
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dass die Inhibition von mTOR die Proliferation von Stammzellen beeinflusst (Murakami et al.,
2004).

LIF
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Abbildung 5.2: Der PI3K Inhibitor LY294002 inhibiert in mES Zellen auch mTOR.

Durch die LIF induzierte Aktivierung des PI3K Rezeptors und somit PI3K, wird Akt an die Membran rekrutiert und
dort an T308 initial phosphoryliert. Zur vollstandigen Aktivierung der Kinase von Akt wird dieses an Ser473 durch
beispielsweise mMTOR phosphoryliert. Der PI3K Inhibitor LY294002 hemmt zuséatzlich auch mTOR in mES Zellen
(Brunn et al., 1996). Die schematische Darstellung wurde mit Hilfe von Servier Medical Art erstellt.

Somit kann ausgeschlossen werden, dass der negative Effekt der PI3K Inhibitoren auf den
Pluripotenzerhalt von Stammzellen nicht Uber die gleichzeitige Inhibition von mTOR induziert

wird.

Um zu testen, ob Stammzellen, die kein Aktl und Akt2 exprimieren, eine veranderte
Sensitivitat bei einer Inhibition von mTOR beziiglich ihrer Pluripotenz aufweisen, wurden die
Zellen sowie entsprechende Kontrollen in Anwesenheit von Rapamycin kultiviert. Es konnte
gezeigt werden, dass eine Inhibition von mTOR mit Rapamycin in Stammzellen mit
herunterreguliertem Aktl und Akt2 die Proliferation in gleichem Male wie in wt Zellen
beeinflusst und das Pluriptenzpotential wie in wt Zellen nicht beeintrachtigt wird. Zudem liegt
S6 in den Stammzellen ohne Aktl und Akt2 ahnlich phosphoryliert wie in wt Zellen vor
(Abbildung 4.24). AulRerdem ist die Inhibierung der Proliferation durch Rapamycin nicht durch
Akt1/Akt2 beeinflusst.
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5.7 Die Inhibition des JAK/STAT Signalwegs beeinflusst die
Pluripotenz in V6.4 mES Zellen

Aufgrund der unerwarteten Ergebnisse, dass weder die Herunterregulation von PDK1 noch
von Akt den pluripotenten Zustand der mES Zellen beeinflussen, sollte in den verwendeten
V6.4 mES Zellen geprtft werden, ob die Pluripotenz dieser Zellen, wie es in der Literatur
beschrieben wird, abhéngig von einem aktivem JAK/STAT Signalweg ist (Hall et al., 2009;
Matsuda et al., 1999; Niwa et al., 1998; Niwa et al., 2009).

Die Koloniegrof3e der Zellen, die mit dem JAK Inhibitor JAK | kultiviert wurden, sowie die
Aktivitat der Alkalischen Phosphatase nahmen mit zunehmender Inhibitorkonzentration stark
ab. Bei hohen Inhibitorkonzentrationen wuchsen die mES Zellen auch nicht mehr in
stammzelltypischen Kolonien mit klar definierten Randern. Mittels Western Blot wurde gezeigt,
dass der Inhibitor zu einer stark reduzierten Expression von Oct4 und Nanog in Zellen flhrte.
Steigende Konzentrationen des Inhibitors fihrten nicht nur zu einer geringeren
Phosphorylierung von Stat3, sondern auch zu einer geringeren Expression des Proteins. Die
Inhibition von JAK hatte somit einen eindeutigen Einfluss auf die Proliferation und die
Pluripotenz der V6.4 mES Zellen.

Unerwarteter Weise hatte die Inhibition von JAK mit JAK | in Aktl bzw. Aktl und Akt2
defizienten Zellen im Gegensatz zu wt Stammzellen eine geringere Abnahme der GroR3e der
Zellkolonien und der Aktivitat der Alkalischen Phosphatase zur Folge (Abbildung 4.26 und
4.27). Mittels Western Blot konnte nachgewiesen werden, dass bei einer kurzzeitigen
Kultivierung der mES Zellen mit JAK | einen geringeren Einfluss auf die Phosphorylierung von
STAT3 in Aktl” Zellen als in wt Zellen aufwies. Bei einer langzeitigen Kultivierung der Zellen
mit dem Inhibitor war der protektive Effekt des fehlenden Aktl auf die STAT3 Phosphorylierung
jedoch geringer und die Expression der Pluripotenzfaktoren Oct4 und Nanog nahm in den

Stammzellen ohne Aktl gleichermalf3en ab wie in wt Zellen (Abbildung 4.28).

Bei einer langfristigen Kultivierung der Stammzellen, die kein Aktl und Akt2 exprimieren, glich
sich der Effekt des JAK Inhibitors auf die Expression der pluripotenzrelevanten

Transkriptionsfaktoren in den wt Zellen wieder an.

5.8 Herunterregulation von Genen im WNT Signalweg bei einem
Aktl knockout

Der WNT/B-Catenin Signhalweg beeinflusst nicht nur die Entscheidung, ob Stammzellen
differenzieren oder ihren pluripotenten Zustand beibehalten, sondern spielt auch bei der

Reprogrammierung somatischer Zellen zu iPS Zellen eine Rolle. Beispielsweise ist der
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pluripotenzassoziierte Transkriptionsfaktor cMyc ein WNT/B-Catenin Targetgen. Aul3erdem
kébnnen  WNT  Molekile, GSK3 Inhibitoren und TCF3 Repressoren die
Reprogrammierungseffizienz erhéhen (Lluis et al., 2011, Lluis, Pedone, Pepe, & Cosma, 2008;
Marson et al., 2008). In Stammzellen wurde gezeigt, dass eine kurzzeitige Kultivierung mit
einem GSK Inhibitor oder WNT Molekilen die Selbsterneuerung stimuliert und somit die
Pluripotenz der Zellen erhalt, eine langfristige Kultivierung mit WNT3a hingegen zur
Differenzierung der Zellen fuhrt. Eine weitere Studie weist darauf hin, dass die Blockierung
des WNT Signalwegs in Stammzellen zu einem Expressionsprofil fuhrt, das eher dem
Epiblastenstadium der Zellen entspricht (ten Berge et al., 2011). Ein vollstéandiger Verlust von
B-Catenin in Stammzellen fuhrt aber zu einer unvollstandigen Differenzierbarkeit der Zellen
(Lyashenko et al., 2011).

Einige Studien postulierten, dass der PI3K Signalweg den WNT/B-Catenin Uber inaktivierung
von GSK3 beeinflusst (Desbois-Mouthon et al., 2001; Maes et al., 2010). Die Gruppe von Ling
hatte 2013 in diesem Zusammenhang ebenfalls festgestellt, dass eine Uberexpression von
aktiver PDK1 bzw. aktivem Akt weder zu einer Anderung der B-Catenin Proteinexpression
noch zu Anderungen der Lokalisierung des Proteins fiihrt und somit die Aktivitat des WNT/B-

Catenin Signalweg nicht beeinflusst (Ling et al., 2013).

Obwohl weder die B-Catenin Expression noch die Phosphorylierung von GSK3p in den
Stammzellen mit einer Aktl bzw. Akt2 Defizienz gegentber wt Zellen verandert war, fuhrte der
Verlust von Aktl zu einer geringeren mRNA Expression von einigen Genen des WNT/B-
Catenin Signalwegs wie LEF1, Grb10, Wnt8a, DKK1 und KREMEN2 (Abbildung 4.29).

LEF1 bindet zusammen mit transkriptionell aktivem -Catenin und p300 an regulatorische
Elemente der DNA (Lien & Fuchs, 2014). Die Herunterregulation von LEF1 in den Akt1” mES
Zellen konnte mittels Western Blot auch auf Proteinebene nachgewiesen werden. Der Verlust
von Akt2 hingegen hatte keine Auswirkungen auf die Expression von LEF1 (Abbildung 4.32).
Die Beobachtung, dass die Expression von LEF1 stark reduziert ist, obwohl die Pluripotenz
der Akt1l” Stammzellen nicht beeinflusst ist, steht im Widerspruch zu der Feststellung von der
Gruppe von Huang, dass bei einer Herunterregulation von LEF1 mit siRNA in mES Zellen,
Oct4 und Nanog geringer exprimiert werden und die Zellen differenzieren. Im Gegensatz zu in
dieser Arbeit wurden andere mES Zellen verwendet. Und in der Studie wurde die
Herunterregulation von LEF1 nur auf mRNA, nicht aber auf Protein Ebene gezeigt. Die Gruppe
zeigte zudem, dass LEF1 zusammen mit 3-Catenin den Oct4 Promotor aktiviert. Auf3erdem
soll LEF1 direkt mit Nanog interagieren. In dieser Studie wurde auch gezeigt, dass eine
Uberexpression von LEF1 den pluripotenten Zustand der Stammzellen bei einer Kultivierung
der Zellen ohne LIF erhalten kann (Huang & Qin, 2010).
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Wnt8a aktiviert durch die Interaktion mit dem Frizzled Rezeptor den WNT Signalweg. Die
anderen Gene, die bei den Aktl” mES Zellen herunterreguliert sind, verhindern eine
Aktivierung des WNT Signalwegs. Grb10 verhindert aufgrund der intrazellularen Interaktion
mit LRP6 die Bindung von Axin an den Rezeptor und inhibiert so den WNT Signalweg (Tezuka,
Brown, & Yanagawa, 2007). DKK1 und KREMEN bilden zusammen einen Komplex, der zu
einer Internalisierung von LRP5/6 fuhrt und so die Interaktion mit WNT verhindert (Causeret,
Sumia, & Pierani, 2016).

Ein zusatzlicher Verlust von Akt2 in den mES Zellen hatte keinen Effekt auf die mRNA
Expression der Gene im WNT Signalweg, die in Akt1” Zellen verandert vorlagen. Beispielhaft
sind die mRNA Expression von Grb10 und Wnt8a gezeigt (Abbildung 4.30). Viele Wnt
Signalweg relevante Gene sind jedoch in den mES Zellen, die kein Aktl bzw. Akt2 exprimieren
gegenlber wt Zellen unverandert. Beispielhaft hierfur sind die mRNA Expressionen von Tcf3,
Tert, Sall4 und Axin2 gezeigt (Abbildung 4.31).

Die Herunterregulation auf mMRNA Ebene der genannten Gene im WNT Signalweg beeinflusst
aufgrund der Interpretation der vorherigen Ergebnisse beziiglich der Akt1” Zellen weder die
Proliferation noch die Pluripotenzerhaltung in den mES Zellen. Dieses Ergebnis deckt sich mit
den Angaben in der Literatur, dass der WNT Signalwegs bedeutender flr die Differenzierung
von Stammzellen als fur deren Pluripotenzerhaltung ist (Davidson et al., 2012; Lindsley, Gill,
Kyba, Murphy, & Murphy, 2006). Es gibt jedoch auch Studien, die zeigen, dass der WNT
Signalweg essentiell fur die Pluripotenzerhaltung in Stammzellen ist (Sato, Meijer, Skaltsounis,
Greengard, & Brivanlou, 2004; ten Berge et al., 2011).

5.9 AbschlieRende Bemerkungen und Ausblick

Im Hinblick auf eine veranderte Regulation des PI3K/Akt Signalwegs in vielen Tumorarten, die
auch teilweise mit einer erhéhten Tumoraggressivitat in Verbindung gebracht wird, werden zur
Zeit auch verschiedene PI3K Inhibitoren einzeln sowie auch in Kombination mit anderen
Chemotherapeutika in der Klinischen Anwendung getestet. Verschiedene Studien haben
jedoch gezeigt, dass bei der Behandlung mit einem PI3K Inhibitor viele Tumorzellen
Resistenzen entwickeln. Dies geschieht beispielsweise durch eine Hochregulation von
Rezeptortyrosinkinasen oder fuhrt nach einer verringerter Glucoseaufnahme der Zellen zu
einer verstarkten Insulinsekretion und somit wiederum zu einer Hochregulation von Insulin-
und Wachstumsfaktorrezeptoren (Mayer & Arteaga, 2016). Es gibt auch viele verschiedene
Akt Inhibitoren, die in vitro und in vivo Modellen verwendet werden, aber nur wenige davon

werden in Einzel- oder Kombinationstherapie klinisch getestet. Studien mit MK-2206 weisen

86



DISKUSSION

darauf hin, dass Akt Inhibitoren bei Tumoren mit einer PTEN Defizienz oder PIK3CA (Gen fir
P13Ka) Mutationen eingesetzt werden kénnten. Bisher wurde jedoch noch kein Akt Inhibitor far
die Klinische Anwendung zugelassen. Ein Problem stellen hierbei eine zu geringe Spezifitat
der Inhibitoren aufgrund der strukturellen Gemeinsamkeiten der Isoformen und der Analogie
von Akt zu anderen Kinasen der AGC Kinase Familie dar (Nitulescu et al., 2016).

Immer mehr Studien implizieren neben Schlisselsignalwegen wie WNT/B-Catenin, STAT3
und TGF-B, eine durch die Aktivierung des PI3K/Akt/mTOR Signalwegs assoziierte Erhaltung
von stammzellahnlichen Krebszellen (cancer stem-like cells, CSCs) (Xia & Xu, 2015). CSCs
werden als eine Tumorsubpopulation definiert, die eine sich selbst erneuernde Quelle an
Tumorzellen darstellen und eine bedeutende Rolle in der Tumorresistenz einnehmen, die
wiederum zu einem verstarkten Wiederauftreten, Metastasenbildung und Progression fuhrt
(Dubrovska et al., 2009). Da einige Tumormodelle Ahnlichkeiten zwischen den sogenannten
Tumorstammzellen bzw. Tumoriniitierenden Zellen zu embryonalen Stammzellen aufzeigen
(Ben-Porath et al., 2008; J. Kim & Orkin, 2011; Wong et al., 2008), kdnnte es sein, dass
basierend auf den Ergebnissen dieser Arbeit die Verwendung von Akt Inhibtoren wie bei den
Mausstammzellen sich eher auf die Proliferation oder das Uberleben der Zellen, nicht aber auf
die Pluripotenz der Zellen auswirkt. Aufgrund der grofden Unterschiede der Tumore, die von
Patient zu Patient und Tumor zu Tumor variieren, kbnnen ohne genauere Analysen keine
Aussagen zu einer generellen Wirksamkeit von Inhibitoren, die den PI3K/Akt Signalweg
betreffen, gemacht werden. Beispielsweise zeigte die Gruppe von Schafer in diesem
Zusammenhang, dass die Inhibition von Akt in Brustkrebszellen das Wachstum von Sox2
exprimierenden Krebsstammzellen effizient reduziert und Akt Inhibitoren fir Sox2 positive
Brusttumore daher einen vielversprechenden Therapieansatz darstellen kdnnten (Schaefer et
al., 2015). Im Gegensatz zu der Studie von Schafer mit humanen Brustkrebszellen wurde in
der vorliegenden Arbeit gezeigt, dass die Expression von Sox2 durch die Inhibition von Akt mit
MK-2206 bzw. durch die Herunterregulation von Aktl und Akt2 in mES Zellen nicht
beeintrachtigt wird. Dies koénnte zum Beispiel auf Unterschiede zwischen den Spezies,
Unterschiede zwischen Tumorstammzellen und Stammzellen oder generelle Unterschiede

innerhalb von verschiedenen Krebsstammzellpopulationen zurtick zu fihren sein.

Im Gegensatz zu den vorherigen Publikationen Gber den PI3K Signalweg in mES Zellen, in
denen vorwiegend mit PI3K Inhibitoren und Uberexpressionsstudien gearbeitet wurde, wurden
in der vorliegenden Arbeit Aktl komplett mittels TALEN aus dem Zellsystem entfernt und Akt2
ebenso erfolgreich herunterreguliert. Der Vorteil hierbei liegt in einer geringeren
Fehleranfalligkeit der Methode als bei der Expression hyperaktiver Kinasen, die zudem weit
starker als endogene Proteinlevel exprimiert werden. Bei der Studie, in der gezeigt wurde,

dass hyperaktives Akt die Selbsterneuerung der mES Zellen erhalten kann, wurde
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beispielsweise phosphoryliertes Akt sehr viel starker detektiert als endogenes in
entsprechenden Kontrollen (S. Watanabe et al., 2006). Der Problematik von
Uberexpressionsstudien liegt in der moglichen Generierung von off-Target Effekten der
entsprechenden Kinase. Hyperaktives Akt, kdonnte so mdglicherweise auch andere
Signalwege, die nicht durch LIF induziert werden, aktivieren oder deregulieren. Zudem wurde
von Watanabe et al. fir die Expression von aktivem Akt ein humanes Konstrukt verwendet.
Dies konnte ebenfalls fiir Effekte beziglich der Pluripotenzerhaltung in den Mauszellen
verantwortlich sein. Eine andere Erklarung fir die gegensatzlichen Aussagen zu dieser Arbeit
kénnte auch die Verwendung eines anderen mES Zellstammes (E14tg2a) sein (S. Watanabe
et al., 2006). Bei der Studie von Ling et al. wurde hyperaktive PDK1 im Vergleich zum
endogenen Proteinlevel ebenfalls weitaus starker exprimiert, was moglicherweise denselben
unspezifischen Effekt auf die Pluripotenzerhaltung der Stammzellen wie bei der starken
Expression von hyperaktivem Akt zur Folge haben kénnte. Zudem besitzt das myrPDK1
Konstrukt einen N-terminalen myc-His-tag und einen C-terminalen V5-tag, was die
Proteinaktivitat ebenfalls verandern kénnte. Auch in der Studie von Ling wurde ein humanes
Konstrukt fur die Expression von hyperaktiver Aktl verwendet. Im Gegensatz zu der
vorliegenden Arbeit wurde von der Gruppe von Ling zudem ein anderer Zellstamm (R1) und
ein anderer Akt Inhibitor (PKBIi) verwendet (Ling et al., 2013).

Aktive PI3K phosphoryliert PIP2 in der Membran zu PIP3, an welches Proteine mit einer PH
Doméane binden konnen. Neben PDK1 und Akt dient PIP3 auch als Bindestelle fur
Tyrosinkinasen der Btk (Bruton’s Tyrosinkinase) Familie, zu der Bzk, Itk, Bmx und Tec gehéren
(Miao et al., 2010). Die Btk Kinasen enthalten ebenfalls eine PH, SH2, SH3 und eine Kinase
Doméne (Qiu & Kung, 2000). Der durch die Inhibition von PI3K resultierende Verlust der
Pluripotenz in Stammzellen kénnte somit auch statt Glber PDK und Akt beispielsweise Uber
Btks vermittelt werden. Bmx wird in der Literatur schon mit der Aktivierung von STAT3 in
Verbindung gebracht. Bmx phosphoryliert STAT3 an Tyr705 und fihrt somit zu einer
Aktivierung der Kinase (Vogt & Hart, 2011). Des Weiteren zeigte die Gruppe von Guryanova,
dass BMX die Selbsterneuerung und das Tumorpotential von Glioblastomstammzellen durch
die Aktivierung von STAT3 aufrechterhalt (Guryanova et al., 2011). Btk und Bmx Inhibitoren
werden beispielsweise schon in der Therapie von Prostatatkrebs, Chronischer Lymphatischer
Leukamie, Mantelzell-Lymphomen und Morbus Waldenstrém eingesetzt (Guo et al., 2014; Wu,
Liu, Tsui, & Liu, 2016). Die Btk Kinasen sind neben der postulierten Aktivitét in Tumoren an
weiteren zellularen Prozessen wie Wachstum, Differenzierung und Apoptose beteiligt (Qiu &
Kung, 2000).
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Im Rahmen dieser Arbeit wurde gezeigt, dass Akt bei der Pluripotenzerhaltung in Stammzellen
nicht die in der Literatur postulierte bedeutende Rolle zukommt. Weder Aktl noch Akt2 ist flr
die Pluripotenzerhaltung der mES Zellen in Anwesenheit des Zytokins LIF notwendig. Auch
der in der Arbeit verwendete Akt Inhibitor MK-2206 fiihrt nicht zu einem Pluripotezverlust in
den Zellen, sondern in hoheren Konzentrationen zu einer verminderten Proliferation oder
Apoptose. Der PI3K vermittelte Verlust der Pluripotenz in V6.4 mES Zellen scheint daher nicht
Akt vermittelt abzulaufen. Ein weiterer Hinweis darauf, dass der Pluripotenzverlust nicht Akt
vermittelt ablauft, ist der fehlende Effekt bei der Inhibition bzw. Herunterregulation von PDK1
auf die Pluripotenz der mES Zellen. Dies wurde nicht nur in dieser Arbeit, sondern ebenso von

Williams et al. gezeigt (Williams et al., 2000).

Um die Bedeutung und Funktion des PI3K Signalwegs in Stammzellen genauer zu
untersuchen, kdnnten beispielsweise Phosphoproteomanalysen von mit PI3K Inhibitoren
kultivierten Zellen zur Identifizierung neuer PI3K Targets, durchgefuhrt werden. In diesem

Zusammenhang konnte eine Alternative zu der Inhibition der PI3K eine Herunterregulation
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der Kinase mit shRNA oder die Generierung von PI3K knockout Zellen durch Genome
Editing mittels der TALEN oder CRISPR/Cas darstellen. Hierbei kdnnte jedoch zum Problem
werden, dass es zahlreiche Varianten der Untereinheiten p85 und p110 gibt (Liu et al., 2009)
und eine Deletion in einer Variante nicht zu einem vollstandigen Verlust der PI3K Aktivitat

fuhren wirde.

Kurz vor der Fertigstellung dieser Arbeit wurde von Wang et al. publiziert, dass nicht Aktl und
Akt2 sondern Akt3 fiir das Uberleben und die Proliferation von mES Zellen verantwortlich ist.
Sie gehen davon aus, dass aktives Akt3 zu einer reduzierten p53 Aktivitat fuhrt und somit die
Proliferation der Zellen reguliert. Im Gegensatz zu der vorliegenden Arbeit wurde
hauptséchlich die Proliferation und die Apoptose in den mES Zellen und nicht deren
Pluripotenzverhalten untersucht. Die Gruppe verwendete zudem einen anderen mES
Zellstamm (R1), in dem Akt3 im Gegensatz zu den V6.4 Zellen deutlich exprimiert wird.
AuBerdem bestatigt die Studie, dass mES Zellen mit zunehmender Konzentration des Akt
Inhibitors MK-2206 apoptotisch werden (Wang et al., 2017).

In Bezug auf die Uberlegung, welches Target von PI3K wichtig fiir die Pluriptenzerhaltung der
MES Zellen ist, kdnnte es daher sein, dass es sich hierbei um Akt3 handelt. Um dies in den
V6.4 mES Zellen zu untersuchen, kdnnte das méglicherweise sehr gering exprimierte Akt3 mit
shRNA Konstrukten herunterreguliert werden. Es ware jedoch auch mdglich, dass es hierbei
Unterschiede zwischen den mES Zellstdmmen gibt. Um genauere Aussagen Uber die Funktion
von Akt3 in Stammzellen treffen zu kénnen, sollten zudem weitere mES Zelllinien in Bezug auf

ihre Pluripotenz bei der Herunterregulation der 3 Akt Isoformen analysiert werden.
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7 Erklarung zum Eigenanteil

Frau Julia Gunter war im Rahmen ihrer Diplomarbeit unter meiner Anleitung maf3geblich an
der Generierung der Aktl”- mES Zelllinie beteiligt. Dazu gehdrten die Etablierung der TALEN-
Plasmid Transfektionen und die anfangliche Kultivierung der selektionierten Klone, sowie die
Bestétigung des Aktl knockouts der in dieser Arbeit verwendeten Klone.

Frau Perihan Mir analysierte im Rahmen ihrer Masterarbeit unter meiner Anleitung die
Alkalische Phosphatase Aktivitat der Aktl” mES Zellen (Abbildung 4.4B).

Die Selektion der Akt1” mES Zellen mittels FACS wurde durch die FACS Core Facility (FCF),
Universitatsklinikum Tubingen durchgefihrt (Abbildung 4.3C).

Alle weiteren Experimente und Analysen, soweit nach bestem Wissen und Gewissen

ersichtlich, wurden von mir durchgefiihrt.
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