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1. Einleitung 

 
Im Rahmen der Zellkommunikation stellt die Signaltransduktion ein entscheidendes Mit-

tel zur Aufrechterhaltung physiologischer Zellfunktionen dar. Dabei handelt es sich um 

einen Prozess, bei welchem extrazelluläre Botenstoffe auf äußere Reize hin sezerniert 

werden und über die Bindung an spezifische Rezeptorproteine Signalkaskaden auslö-

sen, die eine gerichtete Zellantwort initiieren. Der JAK-STAT-Signalweg gehört zu den 

am besten untersuchten und hochkonservierten Signaltransduktionswegen. Durch  

Rezeptor-assoziierte Janus-Kinasen werden latent im Zytoplasma befindliche Proteine, 

die sogenannten Signaltransduktoren und Aktivatoren der Transkription (STATs), phos-

phoryliert und vermitteln direkt die Signalweiterleitung von der Zellmembran in den  

Zellkern. Daneben sind STAT-Proteine auch direkt an der Genregulation beteiligt 

(Darnell et al. 1994; Levy und Darnell 2002). Störungen in diesem empfindlichen Sys-

tem, wie sie durch Punktmutationen innerhalb der STAT-Sequenz hervorgerufen  

werden können, manifestieren sich an unterschiedlichen Stellen innerhalb der Signal-

kaskade und können beim Menschen mit Immundefekten verbunden sein (Chapgier et 

al. 2006; Dupuis et al. 2001, 2003; Liu L et al. 2011; Sampaio et al. 2012, Smeekens et 

al 2011, Takezaki et al. 2012; Tsumura et al. 2012; van de Veerdonk et al. 2011). 

 

1.1 Die Entdeckung der STAT-Proteine 

Bei Untersuchungen der IFN- und IFN-abhängigen Genaktivierung wurde die  

Existenz von Proteinen registriert, die sowohl an der Signaltransduktion sowie an der 

Aktivierung der Transkription beteiligt sind (Fu et al. 1990; Schindler et al. 1992b; Shuai 

et al. 1992). Nach der Isolation und Sequenzanalyse von zwei bis dahin unbekannten 

Proteinen mit Molekulargewichten von 91 kDa und 113 kDa wurden diese zu ersten 

Mitgliedern einer völlig neuen Proteinfamilie, der STAT-Familie (Fu et al. 1992;  

Schindler et al.1992a, b; Shuai et al. 1992). STAT-Proteine wurden daraufhin in vielen  

Organismen identifiziert. Selbst in niedrigen Eukaryonten wie Dictyostelium discoideum 

(Kawata et al. 1997) wurde ihre Existenz nachgewiesen. Auch bei Nematoden wie  

C. elegans konnte das Vorhandensein von STAT-Molekülen belegt werden, die eine 

strukturelle Übereinstimmung zu der Domänenstruktur der humanen STAT5b-Proteine 

aufwiesen (Liu X et al. 1999). Durch die Entdeckung von JAK- und STAT-Proteinen in 

Drosophila melanogaster wurde ebenfalls die Existenz eines STAT-abhängigen Signal-
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weges bei wirbellosen Tieren nachgewiesen (Hou und Perrimon 1997; Yan et al. 1996). 

Durch die Untersuchung der STAT-Proteine und durch den Nachweis eines mit dem 

humanen JAK-STAT-Signalweg vergleichbaren Signalwegs bei tierischen Metazoen 

einschließlich Nematoden, Insekten und anderen Vertebraten konnte gezeigt werden, 

dass es sich bei den STAT-Proteinen um eine evolutionär hochkonservierte Proteinfa-

milie handelt (Kawata et al. 1997; Oates et al. 1999; Pascal et al. 2001). 

Bisher wurden sieben Mitglieder der humanen STAT-Familie (STAT1, STAT2, STAT3, 

STAT4, STAT5a, STAT5b und STAT6) identifiziert. Diese weisen eine Länge von  

750-850 Aminosäureresten auf und besitzen innerhalb der ersten 700 AS eine  

Sequenzhomologie von 28-40% (Levy und Darnell 2002; Schindler und Darnell 1995). 

Ihre genetische Information ist im menschlichen Genom auf drei verschiedenen Chro-

mosomen lokalisiert. Die für STAT1 und STAT4 kodierenden Gene befinden sich auf 

Chromosom 2, der Lokus für STAT2 und STAT6 liegt auf Chromosom 12 und jene für 

STAT3, STAT5a und -5b auf Chromosom 17 (Copeland et al. 1995; Darnell 1997). Alle 

Mitglieder der humanen STAT-Familie besitzen den gleichen charakteristischen Aufbau, 

der aus sechs funktionellen Domänen besteht (Abb. 1.1): Der aminoterminalen- (ND), 

der Coiled-coil- (CCD), der DNA-Binde- (DBD), der Linker- (LD) und der Src-Homologie-

2- (SH2-) Domäne gefolgt von der carboxyterminalen Transaktivierungsdomäne (TAD) 

(Chen et al. 1998; Lim und Cao 2006). Die größte Sequenzhomologie liegt hierbei zwi-

schen den AS-Resten 600-700, im aminoterminalen Bereich der SH2-Domäne (Fu et al. 

1992; Schindler und Darnell 1995).  

STAT-Proteine werden durch Phosphorylierung eines einzelnen kritischen Tyrosinres-

tes aktiviert (Schindler et al. 1992b, Shuai et al. 1992), welcher im STAT1-Molekül in 

Position 701 lokalisiert ist (Shuai et al. 1993a). Für die maximale transkriptionelle  

Aktivität ist bei STAT1 und STAT3 zusätzlich die Phosphorylierung eines Serinrestes in 

Position 727 notwendig (Wen und Darnell 1997; Wen et al. 1995). Die Variation der 

STAT-Proteine wird durch alternatives Spleißen weiter erhöht, bei dem funktionell un-

terschiedliche STAT-Isoformen gebildet werden. Während des Spleißvorganges entste-

hen beispielsweise bei STAT1 aus derselben DNA-Sequenz zwei STAT1-Isoformen von 

unterschiedlicher Länge, die als STAT1 und STAT1 bezeichnet werden (Horvath 

2000; Schindler et al. 1992a).  
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Abb. 1.1: Domänenstruktur von STAT1. Dargestellt ist die Anordnung der einzelnen Domä-

nen der STAT-Proteine am Beispiel von STAT1: Aminoterminale Domäne (ND), Coiled-coil-

Domäne (CCD), DNA-Bindedomäne (DBD), Linker-Domäne (LD), Src-Homologie-2-Domäne 

(SH2) sowie Transaktivierungsdomäne (TAD). Das Kernfragment der STAT-Proteine erstreckt 

sich von der Coiled-coil- bis zur SH2-Domäne. Die Phosphorylierung durch die JAK-Kinase er-

folgt am Rest Y701. 

 

Nach der Aktivierung durch externe Botenstoffe kommt es zur Dimerisierung der phos-

phorylierten STAT-Proteine, wobei sich hier Unterschiede unter den verschiedenen 

STAT-Mitgliedern zeigen. STAT1, -3, -4, -5a, -5b und -6 bilden überwiegend Homodi-

mere aus, während STAT2 in Form von Homodimeren eine zu schwache DNA-Bindung 

aufzeigt und daher bevorzugt mit STAT1 Heterodimere bildet (Bluyssen et al. 1995; 

Darnell 1997; Greenlund et al. 1995; Schindler und Darnell 1995; Shuai et al. 1994).  

Mithilfe von Mausmodellen konnte des Weiteren gezeigt werden, dass sich die einzel-

nen Mitglieder der STAT-Familie auch in ihrer biologischen Funktion unterscheiden. So 

ist STAT3 im Rahmen der embryonalen Entwicklung von Bedeutung und STAT3-

defiziente Mäuse versterben noch in der Embryonalphase (Duncan et al. 1997; Takeda 

et al. 1997). Wird dagegen das STAT3-Gen in adulten Tieren ausgeschaltet, können 

weitere pathologische Störungen beobachtet werden, wie z.B. die Beeinträchtigung der 

entzündungsbedingten Induktion von Akut-Phase-Proteinen in der Leber (Alonzi et al. 

2001) oder eine Störung der IL-6-getriggerten T-Zell-Proliferation (Takeda et al. 1998).  

In STAT1- bzw. STAT2-defizienten Mäusen ist dagegen das angeborene Interferon-

abhängige Immunsystem gehemmt. Ein Defizit an STAT2-Proteinen, welche nur durch 

Typ-I-Interferone aktiviert werden können (Schindler und Darnell 1995; Schindler et al. 

1992a), äußert sich in einer Immunschwäche gegenüber viralen Erregern (Levy und 

Darnell 2002; Park et al. 2000). STAT1 kann dagegen durch eine Vielzahl von Zytoki-

nen aktiviert werden. Im Mausmodell wird allerdings deutlich, dass sich ein STAT1-

Defizit vor allem durch eine Beeinträchtigung der IFN- und IFN-vermittelten Immunität 
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gegenüber viralen und bakteriellen Erregern äußert, wohingegen bisher keine relevan-

ten Störungen in anderen Zytokinsignalwegen nachweisbar sind (Durbin et al. 1996; 

Horvath und Darnell 1996; Meraz et al. 1996). In einer pathogenfreien Umgebung ist die 

Entwicklung von STAT1-Knockout-Mäusen hingegen vollkommen normal, wodurch ein 

Einfluss von STAT1 auf die Entwicklung ausgeschlossen werden konnte (Darnell 1997; 

Durbin et al. 1996; Meraz et al. 1996). Jedoch weisen STAT1-defiziente Mäuse eine 

erhöhte Anfälligkeit zur Tumorbildung auf (Shankaran et al. 2001). 

Die Aktivierung von STAT4 durch Tyrosinphosphorylierung kann sowohl durch IL-12 als 

auch durch IFN induziert werden (Kaplan et al. 1996b; Nguyen et al. 2002). Bei einer 

gehemmten IL-12-Antwort ist die STAT4-Aktivierung gestört. Die STAT4-defizienten 

Mäuse zeigen neben einer gestörten IFN-Synthese und einer gestörten Zytotoxizität 

Natürlicher Killerzellen auch eine Differenzierungsstörung naiver T-Helferzellen zu Un-

gunsten der TH1-Zellentwicklung (Kaplan et al. 1996b; Thierfelder et al. 1996). Eine Be-

einträchtigung der Lymphozytenfunktion wurde ebenfalls bei STAT6-defizienten Mäu-

sen belegt. Im Mausmodell wurden unter anderem eine defekte Entwicklung reifer TH2-

Zellen sowie eine Störung des Immunglobulin-Klassenwechsels in Plasmazellen nach-

gewiesen (Kaplan et al. 1996a; Takeda et al. 1996). 

Die murine Aminosäuresequenz von STAT5a und STAT5b ist zu 96% identisch (Mui et 

al. 1995), trotzdem weisen STAT5a- bzw. STAT5b-Knockout-Mäuse einen unterschied-

lichen Phänotyp auf. Bei weiblichen STAT5a-defizienten Mäusen sind keine Beeinträch-

tigungen der Entwicklung zu beobachten, allerdings fehlen die Brustausbildung wäh-

rend der Trächtigkeit und die Fähigkeit zur Laktation. Trotz der großen Sequenzhomo-

logie kann ein STAT5a-Defizit durch STAT5b nicht kompensiert werden (Liu X et al. 

1997). Anhand STAT5b-defizienter Mäuse konnte gezeigt werden, dass STAT5b-

Proteine für die geschlechtsspezifische Körpergröße sowie für die Expression von ge-

schlechtsspezifischen Leberproteinen von Bedeutung sind (Udy et al. 1997).  

 

1.2 Die Bedeutung von Zytokinen für STAT-Proteine 

STAT-Proteine werden durch eine Kaskade von Tyrosinphosphorylierungen aktiviert, 

die durch initiale Stimulation von Zellen mit Zytokinen ausgelöst werden. Derzeit sind 

über 50 Zytokine bekannt, wie z.B. Interferone, Interleukine, GM-CSF (granulocyte 

macrophage colony-stimulating factor) und Wachstumshormone, welche über Bindung 

ihres transmembranen Rezeptors zur Initiierung des JAK-STAT-Signalweges führen 
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(Darnell et al. 1994; Gao B 2005; Ihle und Kerr 1995; Schindler und Darnell 1995; Shuai 

1999). Daneben existieren viele weitere Zytokine und Wachstumsfaktoren, die nach 

ihrer Funktion oder anhand ihres Rezeptors in verschiedene Unterklassen eingeteilt 

werden können (Schooltink und Rose-John 2002). Zytokine sind 15-25 kDa große Po-

lypeptide bzw. Proteine, die im Rahmen der Zellkommunikation als extrazelluläre Bo-

tenstoffe von Bedeutung sind (Farrar und Schreiber 1993; Kelker et al. 1983, 1984). 

Eine für die STAT-Aktivierung wichtige Zytokin-Familie sind die Interferone. Die Indukti-

on von Interferonen wurde erstmals 1957 nach der Behandlung mit lebenden und Hitze-

inaktivierten Influenza-Viren an Hühner-Embryos beobachtet (Isaacs und Lindenmann 

1987). Seitdem wurden die Interferone sehr genau untersucht und anhand ihrer kris-

tallographischen Darstellung eine Vier-Helix-Struktur identifiziert, welche ebenfalls bei 

über 50 weiteren Zytokinen nachgewiesen wurde (Ealick et al. 1991; Schindler und 

Plumlee 2008; Senda et al. 1992). Eingeteilt werden die Interferone in drei Hauptklas-

sen. Die Gruppe der Typ-I-Interferone umfasst acht weitere Unterklassen (IFN, IFN, 

IFN, IFN, IFN, IFN, IFN, IFN), von denen IFN, IFN, IFN, IFN und IFN auch 

in humanem Gewebe nachgewiesen wurden (Lefèvre und Boulay 1993; Lefèvre et al. 

1998; Oritani und Tomiyama 2004; Pestka et al. 2004; Roberts et al. 1991). Neben der 

Gruppe von Typ-II-Interferonen, die nur aus IFN besteht, wurde eine neue Gruppe-III 

identifiziert, welche die Subklassen IFN1, IFN2 und IFN3 umfasst. Diese wurden 

früher als IL-29, IL-28A und IL-28B bezeichnet und deren Signalweiterleitung erfolgt 

ebenfalls über den JAK-STAT-Signalweg. IFN sowie die Typ-III-Interferone konnten 

ebenfalls im menschlichen Gewebe nachgewiesen werden (Kotenko et al. 2003; Pestka 

et al. 1987; Sheppard et al. 2003).  

Interferone besitzen eine große biologische Wirksamkeit, die vor allem in der Regulation 

des Immunsystems liegt. So wurden für Typ-I-Interferone unter anderem antivirale, an-

tiproliferative und proapoptotische Eigenschaften nachgewiesen. Des Weiteren induzie-

ren sie die Zytotoxizität von T-Zellen, Natürlichen Killerzellen und Monozyten (Clemens 

2003; Djeu et al. 1979; Evinger et al. 1981; Gidlund et al. 1978; Herberman et al. 1982; 

Ortaldo et al. 1983; Pestka 1983; Pestka et al. 2004). Das immunmodulatorisch wirken-

de IFN wird wiederum von T-Zellen und NK-Zellen produziert und aktiviert andere im-

munkompetente Zellen. In Makrophagen induziert IFN die Bildung reaktiver zyto-

toxischer Sauerstoffspezies und Stickstoffmonoxid (Farrar und Schreiber 1993; Stark et 

al. 1998), die zur Abtötung phagozytierter pathogener Erreger benötigt werden. Des 
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Weiteren ist IFN für die T-Zell-Differenzierung und den Antiköperwechsel in B-Zellen 

von Bedeutung (Snapper und Paul 1987; Stark et al. 1998). Im Rahmen der protektiven 

Immunabwehr sind alle Interferone dazu befähigt, die Expression von MHC-I-Molekülen 

zu induzieren. Allerdings kann nur IFNdie Expression von Proteinen der MHC-Klasse-

II induzieren (Boehm et al. 1997; Revel und Chebath 1986). Neben der IFN-vermittelten 

Aktivierung des JAK-STAT-Signalweges aktivieren Interferone noch weitere Signal-

transduktionswege wie die MAP-Kinase-Kaskade, die unter anderem bei der Zelldiffe-

renzierung und für das Zellwachstum von Bedeutung ist (Pestka et al. 2004; Sakatsume 

et al. 1998; Seger und Krebs 1995; Stancato et al. 1997). 

Die IFN- und IFN-Signalweiterleitung erfolgt durch Bindung des jeweiligen Interferons 

an seinen Rezeptor (Abb. 1.2 und Abb. 1.3). Dabei binden IFN und IFN an unter-

schiedliche membranständige Rezeptoren. Der IFN-Rezeptor besteht aus den beiden 

Untereinheiten IFNAR1 und IFNAR2, die nach Ligandenbindung dimerisieren. Der 

IFN-Rezeptor besitzt selbst keine intrinsische Kinase-Aktivität. Zur Auto- bzw. Trans-

phosphorylierung des Rezeptors sowie zur Aktvierung der STAT-Proteine sind die Ja-

nus-Kinasen TYK2 und JAK1 notwendig, die auf zytoplasmatischer Seite nicht-kovalent 

an den Rezeptor gebunden sind (Müller et al. 1993; Novick et al. 1994; Schindler und 

Darnell 1995; Velazquez et al. 1992). Diese JAK-Kinasen gehören zu einer Proteinfami-

lie mit vier Mitgliedern (JAK1, JAK2, JAK3 und TYK2), die jeweils über eine Kinase-

Domäne und eine Pseudo-Kinase-Domäne, aber nicht über SH2- oder SH3-Domänen 

verfügen (Darnell et al. 1994; Rane und Reddy 2000; Wilks et al. 1991). Nach der Bin-

dung der STAT-Proteine an den Rezeptor erfolgt die IFN-vermittelte Signalweiterlei-

tung über Phosphorylierung eines kritischen Tyrosinrestes in der carboxyterminalen 

SH2-Domäne (Schindler et al. 1992b; Shuai et al. 1992, 1993a). Phosphorylierte 

STAT1- und STAT2-Proteine bilden Heterodimere aus, die in einem Komplex mit p48 in 

den Nukleus gelangen. Dieser trimere Komplex wird als IFN-stimulierter Genfaktor 3 

(ISGF3) bezeichnet und bindet im Kern palindromische ISRE-Sequenzen (interferon 

stimulated response element), wodurch die Transkription IFN-spezifischer Zielgene 

eingeleitet wird (Fu et al. 1990, 1992; Levy et al. 1988, 1989; Stark et al. 1998).  
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Abb. 1.2: Schematische Darstellung der IFN-induzierten STAT-Aktivierung. Die Bindung 

von IFN an den Rezeptor initiiert die Rezeptordimerisierung, wodurch Rezeptor-assoziierte 

Janus-Kinasen (TYK2, JAK1) aktiviert werden und die Phosphorylierung der intrazellulären Re-

zeptorkette einleiten. Diese bilden Andockstellen für STAT1- und STAT2-Proteine. Die STAT-

Monomere werden am kritischen Tyrosinrest phosphoryliert und bilden nach der Rezeptorlö-

sung STAT1/STAT2-Heterodimere aus. Im Komplex mit p48 gelangen sie in den Zellkern und 

induzieren durch Bindung an IFN-spezifische Zielsequenzen (ISRE) die Genaktivierung.  

 

Die Signalweiterleitung nach IFN-Stimulation erfolgt hingegen über die Ausbildung von 

STAT1/STAT1-Homodimeren. Dafür bindet funktionell aktives IFN an seinen Rezeptor, 

der aus je zwei IFNGR1- und IFNGR2-Ketten besteht und die nach der Ligandenbin-

dung oligomerisieren (Aguet et al. 1988; Bach et al. 1997; Hemmi et al. 1994). Die  

Rezeptor-assoziierten Januskinasen JAK 1 und JAK2 initiieren die Auto- bzw. Trans-

phosphorylierung (Darnell et al. 1994; Müller et al. 1993; Stark et al. 1998, Watling et al. 

1993). Die aktivierten JAK-Kinasen führen wiederum zur Phosphorylierung eines  

kritischen Tyrosinrestes in Position 440 des IFNGR1, an den STAT1-Proteine über ihre 

SH2-Domänen binden und aktiviert werden (Greenlund et al. 1993, 1994, 1995). Nach 
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Lösung vom Rezeptor bilden die phosphorylierten STAT1-Proteine Homodimere aus 

und akkumulieren innerhalb kurzer Zeit im Zellkern (Shuai et al. 1994; Stark und Darnell 

2012). Die STAT1-Homodimere binden an Gamma-aktivierende Sequenzen (GAS), 

wodurch die Transkription IFN-induzierter Zielgene eingeleitet wird (Darnell et al. 1994; 

Decker et al. 1991). 

 

 

 

Abb. 1.3: Schematische Darstellung des IFN-vermittelten JAK-STAT-Signal-weges. Durch 

IFN-Bindung wird die Rezeptoroligomerisierung initiiert, wodurch die Trans- und Autophospho-

rylierung der Rezeptor-assoziierten Janus-Kinasen ausgelöst wird. Durch Phosphorylierung von 

Tyrosinresten des Rezeptors werden Andockstellen für STAT1-Moleküle generiert. Nach Phos-

phorylierung von STAT1-Monomeren bilden diese nach Rezeptorlösung Homodimere aus und 

gelangen in den Zellkern. Die Bindung an spezifische Zielsequenzen, sogenannte Gamma-

aktivierte Sequenzen (GAS), induziert die Transkription. 

 

Die Zytokin-induzierte Signalweiterleitung wird durch verschiedene Proteine reguliert, 

die an unterschiedlichen Stellen in den JAK-STAT-Signalweg eingreifen können. Im 

Zytoplasma kontrollieren SOCS-Proteine (suppressors of cytokine signalling) die Sig-

nalweiterleitung. Diese Proteine unterdrücken eine STAT-Aktivierung direkt am Rezep-
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tor, entweder durch Bindung an die katalytische Region der JAK-Kinase oder durch di-

rekte Bindung an den Rezeptor. Eine dritte Kontrollfunktion der SOCS-Proteine ist die 

Degradierung von Signalproteinen (Krebs und Hilton 2001). Die Transkription dieser 

Negativ-Regulatoren, bestehend aus den Mitgliedern SOCS1-SOCS7 sowie CIS (cyto-

kine inducible SH2-domain-containing protein), wird dabei in Abhängigkeit des Zytokin-

signals von STAT-Proteinen selbst induziert (Krebs und Hilton 2001; Starr et al. 1997; 

Yoshimura et al. 1995). Des Weiteren sind im Zytoplasma die Tyrosinphosphatasen 

SHP-1 und -2 sowie PTP1B (Protein-Tyrosin-Phosphatase 1B) lokalisiert, die durch 

Bindung phosphorylierter Kinasen oder des aktivierten Rezeptors die Signalweiterlei-

tung durch Dephosphorylierung verhindern (Levy und Darnell 2002; Rawlings et al. 

2004). Für die Dephosphorylierung der STAT-Proteine sind nukleäre Phosphatasen 

verantwortlich. Die Dephosphorylierung von STAT1- sowie STAT3-Dimeren erfolgt hier-

bei über die nukleäre Phosphatase TC45 (ten Hoeve et al. 2002; Levy und Darnell 

2002; Simoncic et al. 2002). Des Weiteren wurde nachgewiesen, dass SHP-2 in den 

Zellkern transloziert und dort ebenfalls STAT1-Proteine dephosphoryliert (Wu et al. 

2002). Die Zytokin-induzierte Genaktivierung kann außerdem durch PIAS-Proteine (pro-

tein inhibitors of activated STATs) reguliert werden, die ebenfalls im Kern lokalisiert 

sind. Hierbei wurde PIAS1 als spezifischer STAT1-Inhibitor identifiziert, ebenso wie 

PIAS3 zur direkten Hemmung von STAT3 führt (Chung et al. 1997; Liu B et al. 1998). 

 

1.3 Nukleozytoplasmatischer Transport von STAT-Proteinen 

Der JAK-STAT-Signalweg gehört zu den am besten untersuchten Signalwegen und 

stellt ein Paradigma der direkten Signalweiterleitung von extrazellulären Signalen in den 

Nukleus zur Geninduktion dar. Hierbei müssen die phosphorylierten STAT-Dimere, die 

eine Größe von ~ 180 kDa haben, die Kernmembran überwinden (Levy und Darnell 

2002). Makromoleküle, die eine Größe von 40-60 kDa überschreiten, sind nicht in der 

Lage, durch freie Diffusion über den Nukleären Porenkomplex (NPC) in den Zellkern zu 

gelangen und benötigen daher einen aktiven Transportmechanismus (Paine und Feld-

herr 1972; Weis 1998). Der Nukleäre Porenkomplex (NPC) ist eine makromolekulare 

Struktur, die aus Nukleoporinen zusammengesetzt ist und einen Tunnel durch die 

Kernmembran formt. Bei den Nukleoporinen handelt es sich um Proteine, von denen 

viele hydrophobe Phenylalanin-/Glycinreiche Wiederholungssequenzen aufweisen, die 

zur Interaktion mit Transportproteinen befähigt sind (Fahrenkrog et al. 2004; Nigg 1997; 
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Radu et al. 1995a, b). Zu diesen Transportfaktoren gehören Importine bzw. Exportine, 

die zur Familie der Karyopherine zugeordnet werden (Macara 2001; Rout et al. 2003). 

Importine erkennen über die spezielle Abfolge basischer Aminosäurereste, der soge-

nannten NLS-Sequenz (Nukleäres Lokalisationssignal), ihre Interaktionspartner (Cargo-

Moleküle) (Fahrenkrog et al. 2004; Macara 2001; Weis 1998).  

In STAT-Proteinen konnte bisher nur ein dimer-spezifisches NLS (dsNLS) identifiziert 

werden, das nicht dem klassischen NLS entspricht, da es nur aus einigen positiven 

Aminosäureresten besteht, welche in der DNA-Bindedomäne lokalisiert sind. Weiterhin 

wurde nachgewiesen, dass Importine weder mit unphosphorylierten STAT-Dimeren 

noch mit STAT-Monomeren interagieren können, da das NLS nur in paralleler Konfor-

mation phosphorylierter Dimere zugänglich ist (Fagerlund et al. 2002; Melen et al. 2001; 

Meyer et al. 2002). Der Import der STAT-Dimere als Cargo-Moleküle erfolgt über einen 

Komplex mit zwei Molekülen Importin-5, die wiederum mit Importin- einen Importin-

/-Komplex bilden. Hierbei tritt Importin- in Wechselwirkung mit den Nukleoporinen 

und leitet den Durchtritt durch die Kernpore ein (Fagerlund et al. 2002; Görlich et al. 

1995; McBride et al. 2002; Moroianu et al. 1995). 

Dieser aktive Transportmechanismus wird durch die GTPase Ran reguliert (Görlich et 

al. 1996). Bedingt durch diese GTPase werden im Zytoplasma hohe Konzentrationen 

von Ran-GDP erreicht, wodurch Importin mit seinem Substrat beladen wird und in den 

Zellkern transloziert. Der im Kern lokalisierte Guaninnukleotid-Austauschfaktor (guanine 

nucleotide exchange factor) RCC1 katalysiert die Umwandlung des importierten Ran-

GDP in Ran-GTP. In Anwesenheit der hohen Ran-GTP-Konzentration zerfällt der Impor-

tin-Cargo-Komplex und die ungeladenen Importine gelangen wieder in das Zytoplasma 

(Mattaj und Englmeier 1998; Meyer und Vinkemeier 2004; Ribbeck und Görlich 2001; 

Weis 1998). Gleichzeitig werden Exportine wie das CRM1 (chromosome region  

maintenance 1) aufgrund der hohen Ran-GTP-Konzentration mit ihrem Cargo-Molekül 

beladen und durch die Kernporen in das Zytoplasma geschleust. Die Interaktion  

zwischen CRM1 und STAT-Proteinen erfolgt dabei über ein nukleäres Exportsignal 

(NES), das in der Coiled-coil-Domäne von STAT1 identifiziert wurde (Begitt et al. 2000; 

Mattaj und Englmeier 1998; Meyer und Vinkemeier 2004).  

STAT1-Proteine können nur im unphosphorylierten Zustand mit Exportinen interagieren 

(Meyer et al. 2003, 2004). Nukleäre Tyrosin-Phosphatasen wie die TC45 und SHP-2 

führen zur Dephosphorylierung von STAT1-Dimeren und terminieren damit die Kern-
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akkumulation, wobei die SHP-2-Phosphatase neben der Tyrosin- auch die Serin- 

Dephosphorylierung einleitet (ten Hoeve et al. 2002; Shuai und Liu 2003; Wu et al. 

2002). Daneben schützt die DNA-Bindung die STAT1-Dimere vor der Dephosphorylie-

rung, da die STAT-Proteine im DNA-gebundem Zustand nicht mit der TC45-

Phosphatase interagieren können (Meyer et al. 2003). Durch Inhibition von CRM1 mit 

Leptomycin B oder durch die Hemmung sämtlicher energieabhängiger Transport-

mechanismen in der Zelle konnte allerdings kein vollständiger Export-Stopp von 

STAT1-Molekülen erreicht werden. Dies lässt auf einen weiteren energieunabhängigen 

Transportweg schließen, über welchen dephosphorylierte STAT-Proteine die Kern-

membran überwinden (Begitt et al. 2000; Marg et al. 2004). Hierbei wurde bereits für 

unphosphorylierte STAT1-, STAT3- und STAT5-Moleküle ein Carrier- und energieunab-

hängiger Transportweg beschrieben, der die Translokation zwischen Zellkern und Zyto-

plasma ermöglicht. Anhand von Mutationsexperimenten konnte bewiesen werden, dass 

hierbei die Linker-Domäne von Bedeutung ist und dass STAT1-Proteine hierbei in  

direkte Interaktion mit Nukleoporinen treten (Marg et al. 2004; Meyer et al. 2002).  

 

1.4 Struktur und Domänen der STAT-Proteine 

Mittels Sequenzvergleich und durch Mutagenesestudien konnten erste Informationen 

über die Funktionen von STAT-Proteinen ermittelt werden. Genaue Aussagen über die 

Zuordnung spezifischer Funktionen zu den einzelnen Domänen sowie über die Domä-

nenstruktur waren allerdings erst nach dreidimensionaler Darstellung der Kristallstruktur 

von STAT-Molekülen möglich. Erste kristallographische Auflösungen zeigten DNA-

gebundene STAT1- und STAT3-Homodimere in phosphorylierter Form (Becker et al. 

1998; Chen et al. 1998). Dieses kristallographische Modell umfasste allerdings nur das 

Kernfragment der STAT-Proteine. Nach der Darstellung der Struktur des N-Terminus 

von STAT4 konnten aufgrund der hohen Sequenzähnlichkeit zu STAT1 die erhobenen 

strukturellen Daten auf den Aminoterminus von STAT1 übertragen werden (Chen et al. 

2003; Vinkemeier et al. 1998). Später konnte die tyrosinphosphorylierte Kristallstruktur 

eines D-STAT-Homodimers aus Dictyostelium discoideum ohne DNA-Bindung in  

Kristallstruktur dargestellt werden. Anhand dieser kristallographischen Darstellungen 

wurde erkenntlich, dass die ungebundenen D-STAT-Dimere im Vergleich zu den DNA-

gebundenen STAT1- und STAT3-Dimeren unterschiedliche Konformationen aufweisen 

(Soler-Lopez et al. 2004). Schließlich wurden die kristallographischen Auswertungen 
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durch die dreidimensionale Darstellung von unphosphorylierten STAT1-Monomeren 

weiter vervollständigt. Anhand der detailreichen Informationen war es möglich, das Vor-

kommen von zwei verschiedenen Konformationen der STAT-Dimere zu bestätigen 

(Mao et al. 2005; Mertens et al. 2006; Wenta et al. 2008). 

Bei STAT1-Dimeren konnte eine parallele und eine antiparallele Form identifiziert wer-

den, die anhand der Ausrichtung der SH2-Domänen unterschieden wird. Bei der paral-

lelen Konformation weisen die SH2-Domänen in die gleiche Richtung, bei der antiparal-

lelen Form in entgegengesetzte Richtungen (Mao et al. 2005; Mertens et al. 2006). Die 

Umlagerung von der einen in die andere Konformation wird durch eine flexible Region 

zwischen dem N-Terminus und der Coiled-coil-Domäne ermöglicht, wobei hier vor allem 

die Länge und nicht die AS-Sequenz entscheidend ist (Mertens et al. 2006). Die  

Stabilisierung der parallelen Form erfolgt durch gegenseitige Wechselwirkung der SH2-

Domänen. Die antiparallele Konformation wird über reziproke aminoterminale  

Wechselwirkung sowie durch Interaktionen der Coiled-coil- mit der DNA-Bindedomäne 

stabilisiert. Funktionell ist die parallele Form für die Rezeptor- und DNA-Bindung obligat, 

während die antiparallele Ausrichtung zur Dephosphorylierung durch die TC45-

Phosphatase essentiell ist (Mao et al. 2005; Mertens et al. 2006; Wenta et al. 2008; 

Zhong et al. 2005). 

 

Abb. 1.4: Kristallstruktur eines DNA-gebundenen STAT1-Monomers. Dargestellt sind die 

vier Domänen des Kernfragments von STAT1 (vgl. Abb. 1.1). Die Coiled-coil-Domäne ist in 

violett, die DNA-Bindedomäne in gelb, die Linker-Domäne in rot und die SH2-Domäne in grün 
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hervorgehoben. Die Darstellung wurde mithilfe des Software-Programmes PyMol unter Ver-

wendung des Protein-Data-Bank-(PDB)-Koordinatendatensatzes 1BF5 erstellt. 

 

Der Aminoterminus von STAT1 umfasst 135 Aminosäurereste und ist nach der SH2-

Domäne die am höchsten konservierte Domäne im STAT-Protein, wobei dies vor allem 

für die ersten ungefähr 100 Aminosäurereste gilt. Anhand der Kristallstruktur von 

STAT4 konnte gezeigt werden, dass die AS-Reste zu 8 kurzen -Helices angeordnet 

sind und einen hakenförmigen Ring ausbilden (Schindler und Darnell 1995; Strehlow 

und Schindler 1998; Vinkemeier et al. 1998). Obwohl die aminoterminale Domäne in-

nerhalb der STAT-Familie eine hohe strukturelle Ähnlichkeit aufweist, ist ein Austausch 

des Aminoterminus unter den einzelnen STAT-Mitgliedern nicht beliebig möglich, dass 

funktionelle Unterschiede dieser Domäne zwischen den STAT-Mitgliedern vermuten 

lässt (Murphy et al. 2000; Strehlow und Schindler 1998). Durch Mutationsexperimente 

konnte gezeigt werden, dass der N-Terminus an vielen wichtigen Funktionen der STAT-

Proteine beteiligt ist. Neben der Beeinflussung der Rezeptor-vermittelten Phosphorylie-

rung bei STAT4 (Murphy et al. 2000) konnte bei STAT1 ein Einfluss auf die nukleäre 

Translokation sowie auf die Dephosphorylierung nachgewiesen werden (Shuai et al. 

1996; Strehlow und Schindler 1998). Nach der Lösung von der DNA und nach der 

Dephosphorylierung werden STAT1-Dimere über ND:ND-Wechselwirkungen zusam-

mengehalten. Mutations- und ND-Austauschexperimente unterstützen die Bedeutung 

des Aminoterminus für den Prozess der Tyrosindephosphorylierung (Mertens et al. 

2006; Meyer et al. 2004).  

Des Weiteren zeigen Deletionsexperimente von STAT4 und STAT1, bei denen 88 bzw. 

44 aminoterminale Reste entfernt werden, dass der Aminoterminus die Fähigkeit zur 

kooperativen DNA-Bindung von STAT-Dimeren beeinflusst (Xu X et al. 1996). Dies 

konnte weiterhin durch die Mutation eines hochkonservierten Tryptophanrestes, der an 

der Oberfläche isolierter ND-Dimere identifiziert wurde, bestätigt werden. Mutiert man 

diesen Aminosäurerest in Position 37 von STAT1 zu Alanin, ist die Fähigkeit zur koope-

rativen DNA-Bindung aufgehoben (Vinkemeier et al. 1998). Im Rahmen weiterer  

Mutationsexperimente wurde außerdem in Position 77 des STAT1-Proteins ein kon-

servierter Phenylalaninrest in der aminoterminalen Domäne identifiziert, nach dessen 

sequenzspezifischer Mutagenese zu Alanin STAT1 nicht mehr zur Oligomerisierung 

befähigt ist (Meyer et al. 2004). 
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Bei Untersuchungen der mit STAT-interagierenden Proteinen konnten weitere  

Funktionen des Aminoterminus festgestellt werden. Dazu zählen der Einfluss auf die 

Rezeptorerkennung und die Interaktion mit Koaktivatoren wie dem CREB-bindenden 

Protein (CBP/p300), das nachweislich neben der carboxyterminalen Domäne auch mit 

dem Aminoterminus interagiert (Horvath 2000; Zhang JJ et al. 1996). Daneben wurde 

der N-Terminus als Interaktionsfläche zur Bindung von PIAS-Proteinen identifiziert, die 

als transkriptionelle Koaktivatoren und Inhibitoren im STAT-Signalweg agieren (Chung 

et al. 1997; Liu B et al. 1998; Shuai 2000). 

Die Coiled-coil-Domäne, bestehend aus vier antiparallelen -Helices, umfasst im 

STAT1-Molekül die Aminosäurereste 136-316 (Chen et al. 1998; Levy und Darnell 

2002). Sie ist über eine flexible Region von ca. 20 Aminosäureresten mit dem  

Aminoterminus verbunden (Mertens et al. 2006). Zu ihren Funktionen gehört die Inter-

aktion mit Proteinen und Transkriptionsfaktoren (Shuai 2000; Zhang X et al. 1999). Des 

Weiteren wird die antiparallele Konformation von STAT1-Dimeren neben der ND:ND-

Wechselwirkung über Interaktionen des Phenylalaninrestes in Position 172 der CCD 

eines Monomers mit Q340, L383, G384, T385, H406, Q408 stabilisiert, die in der DNA-

Bindedomäne des kontralateralen Monomers eine Tasche formen. Des Weiteren wurde 

in der Coiled-coil-Domäne von STAT1 eine leucinreiche helikale Region als nukleäres 

Exportsignal identifiziert (Begitt et al. 2000). 

Die DNA-Bindedomäne gehört neben der Coiled-coil-, der Linker- und der SH2-Domäne 

zum Kernfragment der STAT-Proteine. Im STAT1-Protein besteht die DBD aus 170 

Aminosäuren (317-487) und ist in mehrere -Faltblätter und Schleifen angeordnet. Die 

DBD von STAT1 besitzt wie die Transkriptionsfaktoren p50-NFB oder p53 eine Im-

munglobulin-ähnliche Struktur (Chen et al. 1998; Levy und Darnell 2002). Über die Bin-

dung palindromischer GAS-Sequenzen interagiert die DBD mit der DNA-Doppelhelix, 

wobei jedes phosphorylierte STAT-Monomer mit einer halben palindromischen Sequenz 

wechselwirkt (Chen et al. 1998; Decker et al. 1997). Die Protein-DNA-Interaktion stellt 

die Hauptfunktion der DNA-Bindedomäne dar. Für die Genauigkeit der DNA-Bindung ist 

ein konservierter Bereich innerhalb der DBD verantwortlich, der sich zwischen den  

Aminosäureresten 400-500 befindet. Mutationen in diesem Bereich führen zu einer re-

duzierten DNA-Affinität (Darnell 1997; Horvath et al. 1995; Meyer et al. 2003). Anhand 

der Kristallstruktur von DNA-gebundenem STAT1 konnte ebenfalls gezeigt werden, 

dass STAT1-Proteine sowohl mit der kleinen als auch mit der großen Furche der DNA 
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wechselwirken. Dabei interagieren die AS-Reste N460 und K336 mit der großen und 

E421 mit der kleinen Furche (Chen et al. 1998). Weiterhin wird über das NLS  

(nukleäres Lokalisationssignal) der DBD die Bindung an Importin-5 vermittelt und der 

Kernimport gewährleistet (Fagerlund et al. 2002; McBride et al. 2002; Meyer et al. 

2002). 

Carboxyterminal zur DBD befindet sich die Linker-Domäne, welche 87 AS-Reste (488-

575) umfasst. Die LD besteht aus mehreren -Helices und interagiert mit der Phosphat-

bindenden Schleife der SH2-Domäne (Chen et al. 1998; Levy und Darnell 2002).  

Mithilfe von Substitutionsexperimenten konnte ein Einfluss der LD auf die DNA-Bindung 

sowie die transkriptionelle Aktivität nachgewiesen werden (Yang et al. 1999). Hierbei 

zeigen STAT1-Linker-Mutanten eine verminderte transkriptionelle Aktivität aufgrund ei-

ner veränderten Dissoziationsrate von DNA. Weitere Mutationsversuche innerhalb der 

Linker-Domäne konnten aber keine generelle Beeinträchtigung der DNA-Bindung bestä-

tigen (Yang et al. 1999, 2002). Daneben ist die Linker-Domäne am Zytokin-

unstimulierten nukleozytoplasmatischen Transport involviert (Marg et al. 2004). 

Die SH2-Domäne von STAT1 umfasst die AS-Reste 576-683 und ist die am stärksten 

konservierte Domäne der STAT-Proteine (Chen et al. 1998; Levy und Darnell 2002; 

Schindler und Darnell 1995). Die SH2-Domäne wurde ursprünglich in der zyto-

plasmatischen Tyrosinkinase des Fujinami-Sarkoma-Virus (v-fps) als konservierte, 

nichtkatalytische Domäne von ca. 100 Aminosäureresten entdeckt. Auch in der Se-

quenz der Tyrosinkinase Src wurde sie aminoterminal der Kinase-Domäne (SH1-

Domäne) identifiziert und daher als Src-Homolgie-2-Domäne (SH2) bezeichnet (Koch et 

al. 1991; Pawson 1988; Sadowski et al. 1986). Durch die spezifische Erkennung und 

Bindung von Phosphotyrosinmotiven sind SH2-Domänen für die Signalweiterleitung 

entscheidend (Mayer und Hanafusa 1990; Mayer et al. 1991). Die SH2-Domänen er-

kennen auch Sequenzen carboxyterminal des phosphorylierten Tyrosinrestes. Dadurch 

wird ein unterschiedliches Bindeverhalten erreicht, worin die Spezifität der verschiede-

nen SH2-Domänen begründet wird (Koch et al. 1991; Pawson et al. 2001, Songyang et 

al. 1993).  

Die Regulierung von katalytischen Domänen in Tyrosinkinasen stellt eine weitere Funk-

tion der SH2-Domäne dar. In der Tyrosinkinase v-fps agiert die SH2-Domäne nach Bin-

dung von Phosphotyrosinpeptiden als positiver Effektor, der die enzymatische Aktivität 

der Kinasedomäne erhöht (Koch et al. 1989). Neben Enzymen besitzen auch viele re-
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gulatorisch wirkende Proteine wie das c-Cbl (casitas b-lineage lymphoma proto-

oncogene) eine SH2-Domäne. Mit ihrer Hilfe ist es dem Adapterprotein möglich, tyro-

sinphosphorylierte Substrate zu erkennen und die Ubiquitinylierung einzuleiten 

(Joazeiro et al. 1999; Pawson et al. 2001). Das humane Genom kodiert für insgesamt 

fast 200 verschiedene SH2-Domänen, die in Proteinen verschiedener Signalwege ex-

primiert werden. Die grundlegende Aufgabe der Phosphotyrosin-gekopplten Signalwei-

terleitung ist aber bei allen SH2-Domänen-enthaltenden Proteinen identisch (Gao Q et 

al. 2004).  

Trotz der funktionellen Ähnlichkeit konnte durch den Vergleich bisheriger kristallo-

graphischer Analysen nachgewiesen werden, dass sich die SH2-Domäne der STAT-

Proteine von anderen Proteinen strukturell deutlich unterscheidet (Gao Q et al. 2004). 

Die Grundstruktur der SH2-Domäne () besteht aus einem zentralen antiparallelen  

-Faltblattmotiv (B-D), das von zwei -Helices (A und B) umgeben ist (Chen et al. 

1998, Gao Q et al. 2004, Waksman et al. 1992). Im Vergleich zu der Kristallstruktur der 

Src-SH2-Domäne (v-src) weist die STAT-SH2-Domäne nicht nur einen Unterschied im 

-Motiv auf, sondern setzt sich direkt in fünf -Helices fort, die der Linker-Domäne ent-

sprechen (Gao Q et al. 2004).  

Im Rahmen der Signalweiterleitung nimmt die SH2-Domäne der STAT-Proteine zwei 

Hauptaufgaben wahr. Sie vermittelt die Bindung an den phosphorylierten membran-

ständigen Rezeptoren (Greenlund et al. 1994) und ist für die Homo- bzw. Heterodimeri-

sierung von phosphorylierten STAT-Monomeren verantwortlich. Diese wird über  

reziproke Wechselwirkungen zwischen der SH2-Domäne und dem phosphorylierten 

Tyr701 des jeweils anderen STAT1-Monomers erreicht. Hierbei wurde ein konservierter 

Argininrest in Position 602 der SH2-Domäne von STAT1 identifiziert, der wesentlich an 

der Dimerisierung von phosphorylierten STAT1-Molekülen beteiligt ist (Chen et al. 1998; 

Shuai et al. 1993b, 1994).  

Die SH2-Domäne ist im STAT1-Molekül über 17 Aminosäurereste mit der carboxy-

terminalen Transaktivierungsdomäne flexibel verbunden. Diese ist in ihrer Länge sehr 

variabel; es wurden 38-200 Aminosäurereste bei den einzelnen STAT-Proteinen be-

schrieben (Levy und Darnell 2002). In dieser Domäne ist auch der kritische Tyrosinrest 

in Position 701 im STAT1-Molekül lokalisiert, der durch die JAK-Kinase phosphoryliert 

wird und für den weiteren Signalverlauf essentiell ist (Darnell et al. 1994, Shuai et al. 

1993a). Ebenso wurde in der TAD von STAT1 und STAT3 ein Serinrest in Position 727 
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identifiziert, welcher für die maximale transkriptionelle Aktivität von Bedeutung ist und 

nicht wie zuerst angenommen zu einer veränderten DNA-Bindeaffinität führt (Wen und 

Darnell 1997; Wen et al. 1995). Neben der aminoterminalen Domäne ist die TAD an der 

Protein-Protein-Interaktion beteiligt und bindet beispielsweise die wichtigen transkriptio-

nellen Koaktivatoren CREB-bindendes Protein (CBP) und p300, deren Acetyltransfera-

seaktivität zur Transkription benötigt wird (Darnell 1997; Korzus et al. 1998). Obwohl die 

TAD als wenig konserviert beschrieben wird, konnte die Interaktion mit dem CREB-

bindenden Protein bei STAT1, STAT2 und murinem STAT3 gezeigt werden und ist so-

mit nicht auf STAT1 beschränkt (Paulson et al. 1999; Zhang JJ et al. 1996). Weitere 

Interaktionen der TAD sind mit NCoA1, BRCA1 und MCM5 nachgewiesen (Litterst und 

Pfitzner 2001; Ouchi et al. 2000; Zhang JJ et al. 1998). Daneben vermittelt die Transak-

tivierungsdomäne der STAT-Proteine den Stress-induzierten Zelltod (Janjua et al. 2002; 

Stephanou und Latchman 2003). 

 

1.5 Fragestellung 

In dieser Arbeit wurden Mutanten in der Linker-Domäne bzw. zur Kontrolle in der DBD 

von STAT1 generiert und deren Phänotyp studiert. Ziel dieser Arbeit war es, durch eine 

Charakterisierung dieser Punktmutanten den Einfluss der Linker-Domäne auf die SH2-

Phosphotyrosin-Interaktion innerhalb von STAT1-Dimeren mechanistisch besser zu 

verstehen. Ausgehend von dem Ausmaß der IFN-induzierten Phosphorylierung der 

STAT1-Mutanten im Vergleich zum Wildtyp-Molekül wurde nach spezifischen Unter-

schieden in der In-vitro- und In-vivo-Genaktivierung gesucht. Mithilfe standardisierter 

Untersuchungsverfahren konnten die veränderten Eigenschaften der mutierten STAT1-

Proteine mit verschiedenen Methoden verifiziert und anhand der erhobenen Ergebnisse 

Aussagen über den Phänotyp der einzelnen Mutanten sowie ihren Einfluss auf den 

JAK-STAT-Signalweg getroffen werden. Dabei lag im Fokus dieser Studie, in den  

mutierten STAT1-Molekülen nach strukturellen oder molekularen Abweichungen zu 

fahnden, die sich auf die jeweilige Punktmutation zurückführen lassen und damit Rück-

schlüsse auf die Bedeutung der Linker-Domäne hinsichtlich der SH2-Phosphotyrosin-

Interaktion zu erlauben.  
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2. Material und Methoden 

 

2.1 Material 

 
2.1.1 Humane Zelllinien 

HeLa-S3 Humane Epithelzelllinie des 

Zervixkarzinoms 

zur Verfügung gestellt von Prof. Dr. 

Uwe Vinkemeier, University of Not-

tingham, UK 

U3A STAT1-defiziente Zelllinie 

entstanden aus 2fTGH  

(Fibrosarkom-Zelllinie) 

zur Verfügung gestellt von Prof. Dr. 

U. Vinkemeier 

 

 

2.1.2 Chemikalienliste 

Agar Carl Roth, Karlsruhe 

Ammoniumperoxodisulfat  

(APS) 

Carl Roth  

Ampicillin Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

Borsäure Amersham Pharmacia Biotech,  

Freiburg 

Bromphenol-Blau Sigma-Aldrich 

Dimethylsulfoxid (DMSO) Carl Roth 

Dithiothreitol (DTT) AppliChem, Darmstadt 

Ethanol Carl Roth 

Ethylendiamin-N,N,N´,N´-

Tetraessigsäure (EDTA) 

Acros Organics, Geel, Belgien 

Ethylenglycol-bis(2-aminoethylether)-

N,N,N',N'-tetraessigsäure (EGTA) 

Carl Roth 

Ficoll-Paque Plus Amersham Bioscience, Freiburg 

Formaldehyd 37% in H2O Sigma-Aldrich 

Glucose Carl Roth 

Glycin Carl Roth 

Glycerin Carl Roth 
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Glycylglycin Sigma-Aldrich 

N-(2-Hydroxyethyl)-1-Piperazino-

Ethansulfonsäure (Hepes) 

Carl Roth 

Hefeextrakt Carl Roth 

IGEPAL-CA-360 Sigma-Aldrich 

Kaliumchlorid Carl Roth 

Kaliumdihydrogenphosphat Merck 

Kaliumhydroxid Carl Roth 

Kanamycin Sigma-Aldrich 

Magnesiumchlorid-6-Hydrat Sigma-Aldrich 

Magnesiumsulfat Carl Roth 

-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich 

Methanol Carl Roth 

Natriumcarbonat Carl Roth 

Natriumchlorid Sigma-Aldrich 

Natriumhydrogenphosphat Merck 

Natriumlaurylsulfat (SDS) Carl Roth 

Natrium-ortho-Vanadat Sigma-Aldrich 

Ortho-Nitrophenyl--D-

Galactopyranosid (ONPG) 

Sigma-Aldrich 

Pefabloc SC Carl Roth 

2-Propanol Carl Roth 

Rinderserumalbumin (BSA) Carl Roth 

Rotiphorese Carl Roth 

Salzsäure Carl Roth 

Staurosporin Sigma-Aldrich 

N,N,N‘,N‘,-Tetramethylethylendiamin 

(TEMED) 

Carl Roth 

Tris-Hydrochlorid (Tris-HCl) Carl Roth 

Tris-(Hydroxymethyl)-Aminomethan 

(Tris-Base) 

Carl Roth 

Triton X-100 Sigma-Aldrich 
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Trypton Carl Roth 

Tween-20 Sigma-Aldrich 

Wasserstoffperoxid (H2O2) Carl Roth 

 

2.1.3 Radiochemikalien 

Die -[32P]-markierten Desoxynukleotide der Firma Hartmann Analytic (Braunschweig) 

besaßen eine spezifische Aktivität von 111 TBq/mmol und wurden vor Ablauf ihrer 

Halbwertszeit eingesetzt. 

 

2.1.4 Puffer, Lösungen und Medien 

Das für die Herstellung von Puffern, Lösungen und Medien verwendete entionisierte 

Wasser wurde aus der Millipore-Anlage PURELAB Plus (ELGA, Celle) mit einem Mole-

külfilter der Porengröße 0,22 m entnommen. Gegebenenfalls wurden die Lösungen 

auch steril filtriert sowie der pH-Wert mit einem pH-Meter (Sartorius, Göttingen) einge-

stellt.  

 

2.1.5 Antikörper und Reaktionskits 

Antikörper 

STAT1-p91 (C-24) Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, 

CA, USA 

Phospho-STAT1(Tyr 701) Cell Signaling, Danvers, MA, USA 

STAT3 (H-190) Santa Cruz Biotechnology 

Anti-Kaninchen-IgG aus Ziege (IRDye 

800CW) 

LI-COR Biosciences, Bad Homburg 

 

Die polyklonalen Antikörper STAT1-p91 (C-24) und Phospho-STAT1 (Tyr 701) wurden 

bei Western-Blot-Experimenten als Primärantikörper eingesetzt. Für die Verwendung 

wurden sie 1:1000 in 4% BSA in TBS-T (137 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl, 0,05% Tween-

20, pH 7,4) verdünnt. Als Sekundärantikörper kam jeweils der polyklonale IRDye 

800CW Anti-Kaninchen-IgG aus Ziege in einer Verdünnung von 1:10.000 ebenfalls in 

4% BSA in TBS-T zum Einsatz. 
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Die STAT1-p91- (C-24) und STAT3-Antikörper (H-190) wurden außerdem bei EMSA-

Experimenten in 1:100 PBS (Gibco, Karlsruhe) verdünnt und im Rahmen der Super-

shift-Reaktion verwendet.  

 

Reaktionskits 

Absolute-Blue-QPCR-SYBR-Green 

Mix 

Thermo Scientific, Dreieich 

Luciferase-Assay-System Promega, Mannheim 

peqGold-Plasmid-Miniprep-Kit I PEQLAB Biotechnologie, Erlangen 

peqGold-Total-RNA-Kit PEQLAB Biotechnologie 

QIAGEN-Plasmid Maxi-Kit  QIAGEN, Hilden 

QuikChange-II-Site-Directed Muta-

genesis Kit 

Stratagene, La Jolla, USA 

Verso-cDNA-Kit Thermo Scientific 

 

2.1.6 Enzyme und Zytokine 

Enzyme  

Complete-Mini-Protease-Inhibitoren Roche, Grenzach 

DNA-Polymerase I (Klenow-Enzym) New England Biolabs, Schwalbach 

Dpn I-Endonuklease Stratagene, La Jolla, USA 

PfuTurbo-DNA Polymerase Stratagene 

T-Zell-Protein-Tyrosin-Phosphatase  Biomol International, Plymouth, USA 

Trypsin/EDTA PAA, Pasching, Österreich 

 

Zytokine 

Für die Stimulation der Zellen wurde ausschließlich humanes Interferon- (IFN) der 

Firma Biomol (Hamburg) verwendet. Wenn nicht anders angegeben, wurde IFN in dem 

jeweiligen Zellkulturmedium 1:1000 verdünnt und direkt auf die Zellen pipettiert.  
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2.1.7 Plasmide 

pEGFP-N1 optimierter Vektor mit ver-

besserter Fluoreszenz zur  

Expression von N-terminalen 

GFP-Fusionsplasmiden in 

Säugerzellen 

Clonetech, Mountain 

View, USA 

pSTAT1-GFP Humane STAT1-cDNA 

(AS 1-747) in pEGFP-N1  

Begitt et al. 2000 

pSTAT1(E436A)-GFP durch sequenzspezifische  

Mutation entstandenes Derivat 

von pSTAT1-GFP1,  

verwendetes Primerpaar 

E436AF/E436AR 

diese Arbeit 

pSTAT1(K550A)-GFP durch sequenzspezifische 

Mutation entstandenes Derivat, 

von pSTAT1-GFP1, 

verwendetes Primerpaar 

K550AF/K550AR 

diese Arbeit 

pSTAT1(K550E)-GFP durch sequenzspezifische Mu-

tation entstandenes Derivat, 

von pSTAT1-GFP1, 

verwendetes Primerpaar 

K550EF/K550ER 

diese Arbeit 

pcDNA3.1 eukaryotischer 

Expressionsvektor 

Invitrogen 

pcDNA3.1-STAT1 humane STAT1-cDNA klo-

niert in pcDNA3.1 

Dr. James E. Darnell, 

New York, USA 

pcDNA3.1-

STAT1(K550A) 

durch sequenzspezifische Mu-

tation entstandenes Derivat 

von pcDNA3.1-STAT1,  

verwendetes Primerpaar 

K550AF/K550AR 

diese Arbeit 
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pcDNA3.1-

STAT1(K550E) 

durch sequenzspezifische Mu-

tation entstandenes Derivat, 

von pcDNA3.1-STAT1,  

verwendetes Primerpaar 

K550EF/K550ER 

diese Arbeit 

pGal Expressionsvektor der  

-Galaktosidase 

Stratagene, La Jolla, 

USA 

pGAS3xLy6E Reportergenkonstrukt mit drei 

GAS-Bindestellen 

Wen et al. 1995 

pIC-339 Reportergenvektor mit dem 

trunkierten Promotor des hu-

manen ICAM-1-Gens 

Prof. Dr. P. T. van der 

Saag, Utrecht, 

Niederlande 

pIC-1352 Reportergenvektor mit dem 

Promotor des humanem ICAM-

1-Gens 

Prof. Dr. P. T. van der 

Saag 

 

Die Bezeichnung pSTAT1-GFP wird im Weiteren durch die Bezeichnung pSTAT1-

GFP ersetzt, da in dieser Arbeit nur Plasmide untersucht wurden, die für STAT1 kodie-

ren. Der Begriff pSTAT1 wird als Akronym bei der Verwendung von pcDNA3.1-

STAT1-Plasmiden verwendet. 

 

2.1.8 Oligonukleotide 

Primer für die sequenzspezifische Mutagenese 

E436A F 5‘-gcttcactcccttagttttgcaacccaattgtgccagcc-3‘ 

E436A R 5‘-ggctggcacaattgggttgcaaaactaagggagtgaagc-3‘ 

K550A F 5‘-gtaaggaaaatataaatgatgcaaattttcccttctggc-3‘ 

K550A R 5‘-gccagaagggaaaatttgcatcatttatattttccttac-3‘ 

K550E F 5‘-gtaaggaaaatataaatgatgaaaattttcccttctggc-3‘ 

K550E R 5‘-gccagaagggaaaattttcatcatttatattttccttac-3‘ 

E605A F 5‘-cttcctgctgcggttcagtgcgagctcccgggaaggggc-3‘ 

E605A R 5‘-gccccttcccgggagctcgcactgaaccgcagcaggaag-3‘ 
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Primer für die Sequenzierung 

312f 5´-ttcagagctcgtttgtggtg-3´  

484f 5´-ccttcttcctgactccacca-3´  

611r 5´-ctccacccatgtgaatgtga-3´  

 
Oligonukleotid-Sonden für den elektrophoretischen Mobilitäts-Shift-Assay 

M67 F 5´-ttttcgacatttcccgtaaatctg-3´  

M67 R 5´-ttttcagatttacgggaaatgtcg-3´  

GASnonGAS F 5´-ttttcgtttccccgaaattgacggatttaccccaac-3´  

GASnonGAS R 5´-ttttgttggggtaaatccgtcaatttcggggaaacg-3´  

2xGAS F 5´-tttttgtttccccgaaattgacggatttccccgaaac-3´  

2xGAS R 5´-tttttgtttcggggaaatccgtcaatttcggggaaac-3´  

2xnonGAS F 5´-ttttcgtttaccccaaattgacggatttaccccaac-3´  

2xnonGAS R 5´-ttttgttggggtaaatccgtcaatttggggtaaacg-3´  

 
Primer für die RT-PCR 

hGAPDH F 5‘-gaaggtgaaggtcggagtc-3‘ 

hGAPDH R 5‘-gaagatggtgatgggatttc-3‘ 

hIRF1 F 5‘-agctcagctgtgcgagtgta-3‘ 

hIRF1 R 5´-tagctgctgtggtcatcagg-3´  

hGBP1 F 5´-ggtccagttgctgaaagagc-3´  

hGBP1 R 5´-tgacaggaaggctctggtct-3´ 

hMIG1 F 5´-ccaccgagatccttatcgaa-3´  

hMIG1 R 5´-ctaaccgacttggctgcttc-3´  

hSTAT1 F 5´-ccgttttcatgacctcctgt-3´ 

hSTAT1 R 5´-tgaatattccccgactgagc-3´  

 
Die oben aufgeführten Oligonukleotide wurden von den Firmen Invitrogen (Darmstadt) 

und Tib MolBiol (Berlin) sowie Hartmann Analytic (Braunschweig) und Sigma-Aldrich 

(Taufkirchen) bezogen. 
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2.1.9 Bakterienstämme und Medien 

E.coli DH5α Stratagene, La Jolla, USA 

Genotyp: F-80dlacZDM15 D(lacZYA-argF) U169 recA1 

endA1 hsdR17(rk- mk+) phoA supE44 thi-1 gyrA96 re-
lA1 

E.coli XL1-Blue Stratagene 

Genotyp: recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 

relA1 lac [F'proAB  Tn10 (Tetr)] 

 
Für die Anzucht der Bakterien wurden LB-Agarplatten, LB-Flüssigmedium oder SOC-

Medium verwendet. Die LB-Agarplatten bestanden aus 1% Trypton, 0,5% Hefeextrakt, 

1% NaCl, und 1,5% Agar. Das LB-Flüssigmedium setzte sich aus 1% Trypton, 0,5% 

Hefeextrakt und 1% NaCl zusammen. Die LB-Agarplatten sowie das LB-Flüssigmedium 

wurden mit NaOH auf einen pH-Wert von 7,0 eingestellt. Nach 30-minütiger Autoklavie-

rung bei 121°C und 1,5 bar wurden anschließend je nach verwendeter Plasmid-DNA 

die Antibiotika Kanamycin (50 g/mL) oder Ampicillin (100 g/mL) als Selektionsmarker 

hinzugefügt. 

Das für die Transformation benötigte SOC-Medium bestand aus SOB-Medium (2% 

Trypton, 0,5% Hefeextrakt, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCl, 10 mM MgCl2, 10 mM MgSO4, pH 

7,4), welches nach einer 20-minütigen Autoklavierung bei 121°C mit 20 mM steril gefil-

terter Glucose supplementiert wurde. 

 

2.1.10 Geräte und Verbrauchsmaterialien 

Die Hersteller der in dieser Arbeit verwendeten Geräte sind in den jeweiligen Kapiteln 

aufgeführt. Herstellerangaben zu den Verbrauchsmaterialien finden sich ebenfalls in der 

Beschreibung der einzelnen Methoden wieder oder sind, falls nichts weiteres angege-

ben, auf die folgenden Firmen zurückzuführen: B. Braun AG (Melsungen), Biometra 

(Göttingen), Carl Roth (Karlsruhe), Eppendorf (Hamburg), Greiner Bio-One (Fricken-

hausen), Nunc (Roskilde, Dänemark), PEQLAP (Erlangen), Sarstedt (Nümbrecht), 

Thermo-Fisher (Dreieich), VWR (Darmstadt). 
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2.2 Methoden 

 

2.2.1 Zellkulturmethoden 

 
Kultivierung von Säugerzellen 

In dieser Arbeit wurden ausschließlich U3A- und HeLa-S3-Zellen verwendet. Alle Zell-

kulturarbeiten wurden aseptisch unter mikrobiologischen Sicherheitswerkbänken (Hera-

safe K2, Thermo Scientific, Dreieich) durchgeführt. Die Zellkultivierung erfolgte in einer 

mit Wasserdampf gesättigten fünfprozentigen CO2 Atmosphäre bei 37°C in 75 cm2-

Zellkulturflaschen (Cellstar, Greiner Bio-One, Frickenhausen) im Brutschrank (Heraeus, 

Thermo Scientific). Das Vollmedium der U3A-Zellen bestand aus Dulbecco´s modifizier-

tem Eagle-Medium (DMEM, Biochrom, Berlin) supplementiert mit 10% fetalem Kälber-

serum (FCS) (Biochrom), 1% Penicillin/Streptomycin (PAA, Pasching, Österreich) und 

0,04 g/mL Puromycin (Sigma-Aldrich, Taufkirchen). Als Vollmedium für die HeLa-S3-

Zellen wurde Quantum 101 HeLa-Medium (PAA) mit 1% Penicillin/Streptomycin (PAA) 

verwendet. 

 

Zellpassage 

Für die Erhaltungskultur wurden die konfluenten Zellen alle zwei bis drei Tage  

passagiert. Die Zellen wurden einmal mit Dulbecco´s Phosphat-gepufferter Salzlösung 

(PBS, ohne Ca2+ und Mg2+) (Gibco, Karlsruhe) gewaschen und anschließend mit einer 

Trypsin/EDTA-Lösung (0,05% Trypsin, 0,2 g/L EDTA, erworben von Biochrom) vom 

Boden der Zellkulturflasche gelöst. Nach kurzer Inkubation bei 37°C im Brutschrank 

wurde die Trypsinreaktion durch die Zugabe von serumhaltigem Vollmedium gestoppt. 

Zur Weiterführung der Zellkultur wurde in einem Verdünnungsverhältnis von 1:4 bis 1:6 

ausplattiert. 

 

Einfrieren und Auftauen von Zellen 

Das Einfrieren der Zellen wurde bei einer Konfluenz von ca. 70% vorgenommen. Die 

adhärenten Zellen wurden einmal mit PBS gewaschen, trypsinisiert und in PBS aufge-

nommen. Anschließend folgte eine Zentrifugation (Centrifuge 5415 R, Eppendorf, Ham-

burg) für 10 min und 1000 rpm bei 20°C. Das Zentrifugat einer 75 cm
2
-Zellkulturflasche 

wurde in 1 mL Einfriermedium (20% FCS, 10% Dimethylsulfoxid in DMEM) aufgenom-
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men. Die resuspendierten Zellen wurden über Nacht in einem mit Isopropanol (Carl 

Roth, Karlsruhe) gefüllten Gefrierkontainer (Nalgene, Heidelberg) aufbewahrt und durch 

langsame Senkung der Temperatur von -1°C bis -3°C pro Stunde unter Verwendung 

von DMSO auf eine Lagerungstemperatur von -80°C abgekühlt. 

Das Wiederauftauen der eingefrorenen Zellen erfolgte rasch im Wasserbad bei 37°C 

mit anschließender Resuspension der Zellen in dem jeweiligen Vollmedium. Nach der 

Zentrifugation für 5 min bei 1000 rpm und 20°C wurde der Überstand verworfen, das 

Zellpellet in Vollmedium resuspendiert und in Kultur genommen.  

 

2.2.2 Transfektion der Säugerzellen 

In dieser Arbeit wurde Plasmid-DNA unter Verwendung des Transfektionsreagenz  

MegaTran 1.0 (Origen, Rockville, USA) in die humanen Zelllinien eingebracht. Die 

Transfektion verlief dabei nach Herstellerangaben, wobei für eine 6-Lochplatte je Loch 

1,6 g Plasmid-DNA, bei einer 48-Lochplatte je Loch 0,25 g DNA und bei einem  

8-Kammer-Objektträger je Kammer 0,1 g Plasmid-DNA eingesetzt wurden. Die DNA 

wurde in einer 150 mM NaCl-Lösung verdünnt, mit MegaTran komplementiert und kurz 

gevortext. Nach einer Inkubationszeit von 10 min bei RT wurde der Ansatz direkt in das 

auf den Zellen befindliche Vollmedium gegeben. Sechzehn bis vierundzwanzig Stunden 

nach erfolgter Transfektion wurden die STAT1-exprimierenden Zellen weiterverarbeitet.  

 

2.2.3 Behandlung mit Zytokinen und Inhibitoren 

Die verwendeten Zytokine und Inhibitoren wurden immer im jeweiligen Zellkulturmedium 

verdünnt und anschließend die benötigte Menge Medium direkt auf die Zellen pipettiert. 

Die Stimulation erfolgte mit 10 ng/mL humanen rekombinanten IFN (Biomol, Hamburg) 

und die Kinase-Inhibition mit 1 M Staurosporin (Sigma-Aldrich, Taufenkirchen). Durch 

die Behandlung der Zellen mit 0,8 mM Vanadat und 0,2 mM H2O2 wurden Tyrosinphos-

phatasen gehemmt. Die Herstellung einer 0,8 M Na3VO4-Stammlösung wurde dabei 

nach den Angaben von Kypta et al. (1988) in H2O durchgeführt und auf einen pH-Wert 

von 10 eingestellt. 
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2.2.4 Mutagenese 

Mit dem QuikChange-II-Site-Directed Mutagenesis Kit wurden nach Herstellerangaben 

Punktmutationen in STAT1-kodierende Plasmide eingefügt. Der PCR-Ansatz enthielt 50 

ng Matrizen-DNA, je 125 ng komplementäre Primer, 5 L 10x Reaktionspuffer, 1 L 

dNTP-Mix sowie 2,5 Einheiten PfuTurbo-DNA Polymerase. Der Ansatz wurde mit H2O 

auf 50 L aufgefüllt. Das PCR-Protokoll umfasste nach einer initialen Denaturierungs-

phase von 30 sec bei 95°C weitere 16 Zyklen bestehend aus der Denaturierung für  

30 sec bei 95°C, einem Annealing-Schritt für 1 min bei 55°C und der Elongation für  

14 min bei 68°C. Zur Entfernung der parentalen, methylierten DNA-Matrize erfolgte ein 

Dpn I-Verdau für 1 h bei 37°C. Dazu wurden 10 Einheiten Dpn I-Restriktionsenzym  

direkt zum PCR-Amplifikat pipettiert.  

 

2.2.5 Transformation von Plasmid-DNA in chemisch kompetente Bakterien 

Mithilfe der Hitzeschock-Methode (Cohen et al. 1972) erfolgte die Transformation der 

Plasmid-DNA in kompetente E.coli DH5-Bakterien bzw. in superkompetente XL1-Blue 

E.coli-Bakterien. Dafür wurden 100 L der DH5- bzw. 50 L der XL1-Blue-Bakterien 

auf Eis aufgetaut. Die aufgetauten Bakteriensuspensionen wurden mit 10 ng Plasmid-

DNA (entsprach 1 L des Mutageneseansatzes) versetzt und anschließend für 30 min 

auf Eis inkubiert. Der Hitzeschock erfolgte für 30 sec im Falle der DH5-Bakterien und 

für 45 sec im Falle der XL1-blue-Bakterien bei 42°C im Wasserbad. Nachfolgend wur-

den die Zellen für 2 min auf Eis inkubiert und in 500-1000 L vorgewärmten SOC-

Medium aufgenommen. Nach einer Inkubation von 1 h bei 225 rpm und 37°C wurden 

250 L der Bakterienkultur auf LB-Agarplatten mit dem entsprechenden Selektionsmar-

ker ausgestrichen und über Nacht bei 37°C gehalten.  

 

2.2.6 Isolation von Plasmid-DNA aus Bakterien 

Für die analytische Präparation von Plasmid-DNA wurde eine einzelne transformierte 

Bakterienkolonie gepickt, in 2 mL LB-Medium mit entsprechendem Selektionsmarker 

aufgenommen und für 7 h bei 225 rpm und 37°C inkubiert. Nach Beendigung der Inku-

bation wurde der gesamte Inhalt in ein 2 mL-Reaktionsgefäß überführt und für  

5 min bei 13.000 rpm und RT sedimentiert. Zur Sequenzierung der mutierten Plasmid-
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DNA wurde diese mithilfe des peqGold-Plasmid-Miniprep-Kit I (PEQLAP Biotechnolo-

gie, Erlangen) nach Herstellerangaben aus dem Zellpellet isoliert.  

Um große Mengen an reiner Plasmid-DNA zu isolieren, wurde ein präparativer Ansatz 

gewählt. Dazu wurden 150 mL LB-Medium mit entsprechendem Antibiotikum versehen 

und mit einer einzelnen transformierten Bakterienkolonie angeimpft. Die Inkubation er-

folgte über Nacht bei 225 rpm und 37°C. Anschließend wurde die Bakteriensuspension 

für 15 min bei 6000 g und RT zentrifugiert und die Plasmid-DNA mithilfe des QIAGEN-

Plasmid-Maxi-Kit (Qiagen, Hilden) isoliert. Die DNA wurde mit H2O eluiert, die Konzent-

ration bestimmt und mit H2O auf 1 g/L verdünnt. Die Lagerung erfolgte bei -20°C.  

 

2.2.7 Konzentrationsbestimmung der DNA 

Die Konzentration der DNA wurde photometrisch bei einer Wellenlänge von 

 = 260 nm mit einer 70 L-UV-Küvette (Brand, Wertheim) bestimmt. Die Messungen 

wurden mithilfe des Photometers BioPhotometer Plus (Eppendorf) vorgenommen und 

die Konzentration mit der nachfolgenden Formel bestimmt: 

DNA-Konzentration [g/mL] = A260 x 50 x Verdünnungsfaktor. 

Eine Verunreinigung der Probe wurde durch die Messung der Absorption bei  

= 280 nm und durch die Bildung des Quotienten A260/A280 nachgewiesen bzw. ausge-

schlossen. Bei einem Wert von 1,8 liegt keine Verunreinigung vor. 

 

2.2.8 Sequenzierung 

Um die eingefügten Punktmutationen zu bestätigen, erfolgte bei allen in dieser Arbeit 

vorgenommenen Mutationen eine Sequenzierung der Plasmid-DNA. Die Sequenzierung 

wurde von SeqLab-Laboratories (Göttingen) durchgeführt. Dazu wurden 700 ng Plas-

mid-DNA und 20 pmol des entsprechenden Sequenzierprimers verwendet und die Pro-

be mit H2O auf ein Gesamtvolumen von 7 l aufgefüllt.  

 

2.2.9 Herstellung von Gesamtzellextrakten 

Gesamtzellextrakte wurden für Western-Blot-Experimente, Dephosphorylierungs-

Assays oder Gelshift-Versuche benötigt. Die gesamte Aufarbeitung der Zellen fand da-

bei auf Eis statt. Dazu wurden die auf 6-Lochplatten kultivierten Zellen nach  
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entsprechender Vorbehandlung zweimal mit eiskaltem PBS (Gibco) gewaschen und 

anschließend je Loch für 5 min in 50 L eiskaltem zytosolischen Extraktionspuffer  

(20 mM Hepes, pH 7,4, 10 mM KCl, 10% (v/v) Glycerin, 1 mM EDTA, 1 mM Na3VO4) 

lysiert. Kurz vor der Verwendung wurde der zytosolische Extraktionspuffer mit 0,1%  

IGEPAL-CA-360, 3 mM DTT, 0,4 mM Pefabloc und Complete-Mini-Protease-Inhibitoren 

komplementiert. Die lysierten Zellen wurden nach der Inkubationszeit mit einem Zell-

schaber gelöst und zur Weiterverarbeitung in 1,5 mL-Reaktionsgefäße pipettiert. Im An-

schluss erfolgte die Zentrifugation für 10 sec bei 16.000 g und 4°C. Die Zellpellets wur-

den auf Eis gehalten, während die Überstände in einem neuen Reaktionsgefäß ein 

zweites Mal für 5 min bei 16.000 g und 4°C pelletiert wurden. Bei den dabei entstande-

nen Überständen handelte es sich um die zytosolischen Zellextrakte, die in eine neue 

Generation von 1,5 mL-Reaktionsgefäße überführt und bis zur Weiterverarbeitung auf 

Eis gehalten wurden. Das Zellpellet, welches im ersten Zentrifugationsschritt entstan-

den war, wurde mit je 50 L nukleärem Extraktionspuffer (20 mM Hepes, pH 7,4,  

420 mM KCl, 20% (v/v) Glycerin, 1 mM EDTA, 1 mM Na3VO4) resuspendiert. Auch der 

nukleäre Extraktionspuffer wurde erst kurz vor der Verwendung mit 3 mM DTT, 0,4 mM 

Pefabloc und Complete-Mini-Protease-Inhibitoren vervollständigt. Nach der Resuspen-

sion folgte eine Inkubation von 30 min auf Eis mit anschließender Zentrifugation für  

15 min bei 16.000 g und 4°C. Die Überstände, bei denen es sich um die nukleären Zell-

extrakte handelte, wurden entweder mit der gleichen Menge an zytosolischen Extrakten 

gemischt, um Gesamtzellextrakte herzustellen, oder getrennt für die Weiterverarbeitung 

bei -80°C eingefroren.  

Für Western-Blot-Experimente wurden die Gesamtzellextrakte mit 6x SDS-Probenpuffer 

(350 mM Tris-HCl, pH 6,8, 8% SDS, 30% Glycerin, 10% -Mercaptoethanol, 0,04% 

Bromphenolblau) versetzt und für 3 min bei 95°C denaturiert. Die Lagerung der Proben 

erfolgte bei -20°C. 

 

2.2.10  SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 

STAT1-Proteine wurden mithilfe der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese elektropho-

retisch aufgetrennt und nachfolgend im Western-Blot-Verfahren detektiert. Nach der 

Hinzugabe von SDS zu den Extraktproben und anschließender Denaturierung, wie 

oben beschrieben, erfolgte die Gelelektrophorese in Polyacrylamidgelen. Diese bestan-

den aus einem Trenngel mit 10% (v/v) Rotiphorese Gel 30 (Acrylamid/Bisacrylamid 37, 
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(5:1)), 0,03% APS, 0,16% TEMED, 4x Trenngelpuffer (1,5 M Tris-HCl, 0,4% SDS,  

pH 8,8) sowie einem Sammelgel mit 5% Rotiphorese Gel 30, 0,06% APS, 0,2%  

TEMED, 4x Sammelgelpuffer (0,5 M Tris-HCl, 0,4% SDS, pH 6,8). Zur Herstellung des 

Polyacrylamidgels wurde zuerst das Trenngel in die Aussparung zwischen zwei Glas-

platten gegeben und mit einer Schicht aus Isopropanol bedeckt. Nach vollständiger  

Polymerisation des Gels wurde das Isopropanol wieder entfernt und das Sammelgel auf 

das Trenngel gegossen. Zur Konstruktion der Geltaschen wurde ein Plastikkamm in das 

Sammelgel eingelegt. 

Eingefrorene Gesamtzellextrakte wurden wiederholt für 3 min bei 95°C denaturiert und 

anschließend 10-20 L der Zellextrakte in die Geltaschen aufgetragen. Die Auftrennung 

der Proteine wurde in einem vertikalen Elektrophoresesystem (Minigel-Twin, Biometra, 

Göttingen) bei einer konstanten Spannung von 11 mA pro Gel in SDS-Laufpuffer  

(25 mM Tris-Base, 192 mM Glycin, 0,1% SDS, pH 8,6) durchgeführt. 

 

2.2.11  Western-Blot-Analyse  

Die im Gel aufgetrennten Proteine wurden auf eine Polyvinylidenfluorid-Membran 

(PVDF-Membran) (Millipore, Schwalbach/Ts.) übertragen und konnten durch  

spezifische Antikörper identifiziert werden. In dieser Arbeit wurde das elektrische Trans-

ferverfahren nach der Semi-Dry-Methode mit dem Fastblot B44 (Biometra, Göttingen) 

angewandt. Zu Beginn wurde die zuvor hydrophobe PVDF-Membran 5 min in Methanol 

(Carl Roth, Karlsruhe) aktiviert und danach zweimal für je 15 min in Transferpuffer  

(25 mM Tris-Base, 150 mM Glycin, 10% Methanol, pH 8) unter Schütteln inkubiert. 

Nach einer Transferdauer von 90 min und 80 mA pro Blot wurde die Membran 5 min mit 

TBS-T (137 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl, 0,05% Tween-20, pH 7,4) gewaschen und 1 h 

auf dem Schüttler mit 4% BSA (Albumin Fraktion V, Carl Roth) in TBS-T blockiert, um 

freie unspezifische Bindungsstellen abzusättigen. Die Inkubation mit dem Primäranti-

körper erfolgte bei 4°C über Nacht unter Schütteln. Anschließend wurde der Primäranti-

körper entfernt und die Membran fünfmal für jeweils 5 min mit TBS-T gewaschen. Im 

Anschluss erfolgte eine einstündige Inkubation bei RT unter Schütteln mit dem IRDye-

gekoppelten Sekundärantikörper. Die Detektion der Proteine erfolgte mit dem LI-COR 

Odyssey-Sa-Imaging-System (Biosciences, Bad Homburg). Zur Reexponierung mit ei-

nem weiteren Erstantikörper wurde die Membran 1 h bei 60°C in Ablösepuffer (2% 

SDS, 0,7% β-Mercaptoethanol, 62,5 mM Tris-HCl, pH 6,8) im Wasserbad inkubiert und 

http://www.biomol.de/infos_rockland.html?id=891&hersteller=Rockland
http://www.biomol.de/infos_rockland.html?id=891&hersteller=Rockland
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gebundene Antikörper entfernt. Nach viermaligem Waschen mit TBS-T von jeweils  

15 min und einem einstündigen Blockierungsschritt mit 4% BSA in TBS-T konnte die 

Membran erneut mit einem anderen Primärantikörper inkubiert werden. 

 

2.2.12  Elektrophoretischer Mobilitäts-Shift-Assay (EMSA) 

Der Nachweis spezifischer STAT1-DNA-Bindungen wurde mittels elektrophoretischem 

Mobilitäts-Shift-Assay erbracht (EMSA) (Begitt et al. 2000). Bei diesem Versuch wurde 

ausgenutzt, dass STAT1-Proteine mit Oligonukleotid-Sonden eine Verbindung ein-

gehen, wodurch ihre elektrophoretische Mobilität im Gel retardiert wird. Die Detektion 

der Banden erfolgte autoradiographisch durch den Einsatz von radioaktiv markierten 

Oligonukleotiden mit kanonischen oder degenerierten GAS-Sequenzen.  

HeLa- oder U3A-Zellen wurden in 6-Lochplatten in Vollmedium kultiviert und nach ent-

sprechender Vorbehandlung Gesamtzellextrakte bzw. nukleäre und zytosolische  

Extrakte hergestellt. Zur Analyse der Protein-DNA-Interaktion wurden komplementäre 

Doppelstrang-Oligonukleotide als Sonden verwendet, die eine singuläre (M67), eine 

zweifache (2xGAS), zwei degenerierte (2xnonGAS) oder eine singuläre und eine dege-

nerierte GAS-Bindestelle (GASnonGAS) besaßen. Zur radioaktiven Markierung der 

Sonden wurden die überhängenden Enden der Oligonukleotide verwendet. Die Herstel-

lung der Sonden umfasste zunächst eine Hybridisierungsreaktion, bei der 50 pmol/mL 

komplementäre Oligonukleotide 5 min bei 95°C in Oligo-Puffer (10 mM MgCl2, 50 mM 

KCl, 20 mM Tris-HCl, pH 7,5) inkubiert wurden. Nach langsamem Abkühlen auf Raum-

temperatur wurden die Nukleotide für die weitere Verwendung bei -20°C gelagert. Zur 

radioaktiven Markierung der DNA-Sonden wurden die nicht komplementären  

5‘-überhängenden Enden mit radioaktiven -[32P]-Nukleotiden aufgefüllt. Dazu wurde 

ein Ansatz mit 0,1 ng der Oligonukleotide und 8 L der radioaktiv markierten dNTPs 

hergestellt und zusammen mit 5 Einheiten des Klenow-Enzyms, ein Fragment der  

E.coli-DNA-Polymerase I, in 5 L 10x Eco-Pol-Puffer (New England, Biolabs, Frankfurt 

am Main) für 25 min bei RT inkubiert. Im Anschluss erfolgte eine Inkubation für 5 min 

mit einem Überschuss an unmarkierten dNTPs. Beendet wurde die Reaktion mit 1 L 

einer 0,5 mM EDTA-Lösung. Durch dreiminütige Zentrifugation bei 700 g wurden freie 

Nukleotide mittels Illustra-MicroSpin-G-25-Säulen (GE Healthcare, München) chroma-

tographisch entfernt.  
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Für die Bildung von STAT1-DNA-Komplexen wurden 4,5 L Gesamtzellextrakte bzw. 

zytosolische oder nukleäre Extrakte verwendet. Diese wurden für 15 min bei RT mit 

0,2L radioaktiv markierter DNA-Sonde, 1 L einer Poly-dIdC-Lösung (2 mg/mL),  

1,3 L DTT (100 mM), 3,5 L H2O und 2,5 L 5x Gelshift-Puffer (100 mM Hepes,  

pH 7,9, 200 mM KCl, 5 mM MgCl2, 2,5 mM EDTA, 0,5 mM EGTA, 20% FiColl) inkubiert. 

Falls weniger als 4,5 L Extrakte eingesetzt wurden, wurde das fehlende Volumen 

durch die Zugabe von 1x PBS oder untransfizierten U3A-Zellextrakten ergänzt, sodass 

immer mit einer Gesamtmenge von 13 L gearbeitet wurde. Durch die Inkubation mit 

1,3 L polyklonalem STAT1α-p91-Antikörper bzw. STAT3-Antikörper (beide von Santa 

Cruz, Kalifornien) konnte im Rahmen einer Supershift-Reaktion die Identifikation der 

DNA-gebundenen STAT1-Proteine verifiziert werden. Für den kompetitiven Ansatz er-

folgte eine 30-minütige Inkubation bei RT mit 2 L einer unmarkierten M67-DNA im 

750-fachen molaren Überschuss.  

Für die Herstellung der Gele wurden 12 mL Rotiphorese Gel (Acrylamid/Bisacrylamid 

(29:1)) mit 2,4 mL 10x TBE, 84 mL H2O, 2 mL 10% APS und 100 L TEMED vermischt. 

Nach der Prääquilibrierung des 4,8%-igen TBE-Polyacrylamidgels wurden die Proben 

bei 4°C und 400 V über 2,5 h in 0,25x TBE-Laufpuffer elektrophoretisch aufgetrennt.  

Im Anschluss an eine einstündige Vakuumtrocknung auf Whatman-Papier (Albet Lab 

Science, Dassel) wurden die Gele über Nacht auf eine Phospho-Imager-Folie exponiert 

und anschließend mittels Fujifilm FLA-5100 Scanner (Fuji, Düsseldorf) eingescannt. 

Das Auslesen der Imager-Platten erfolgte mithilfe des Auslese-Programmes TINA v. 2.0 

(Raytest, Straubenhardt). Die anschließende Bearbeitung wurde mit dem Software-

Programmen Aida Image Analyzer v. 4.06 (Raytest) und Corel Draw (Corel, Corel 

Cooperation, Unterschleißheim) durchgeführt. 

 

2.2.13  Dephosphorylierungs-Assay 

Für die In-vitro-Dephosphorylierung wurden nach entsprechender Vorbehandlung U3A-

Gesamtzellextrakte verwendet. 10 L dieser Extrakte wurden mit 10 L Dephosphory-

lierungspuffer (25 mM Tris-HCl, pH 7,5, 0,5 mg/mL BSA, 50 mM KCl, 5 mM EDTA) ver-

setzt, welcher kurz vor seiner Verwendung mit 20 mM DTT, Complete-Mini-Protease-

Inhibitoren und 2 Einheiten T-Zellprotein-Tyrosin-Phosphatase (TC-PTP) (Biomol Inter-

national, Plymouth, USA) komplementiert wurde. Die Reaktionsansätze wurden für die 
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angegebenen Zeiten bei 30°C inkubiert, bis die Reaktion durch die Zugabe von  

6x SDS-Probenpuffer und einer dreiminütiger Erhitzung auf 95°C beendet wurde. Das 

Ausmaß der Dephosphorylierung wurde mittels Western-Blot überprüft. 

Die In-vivo-Dephosphorylierung wurde mit pSTAT1-WT-GFP bzw. einem Derivat konsti-

tutiv exprimierenden HeLa-S3- oder U3A-Zellen durchgeführt. Nach Stimulation mit  

10 ng/mL IFN wurden die Zellen für die angegebenen Zeiten mit Staurosporin inku-

biert. Im Anschluss wurden zytosolische und nukleäre bzw. Gesamtzellextrakte für die 

Western-Blot-Analyse gewonnen.  

 

2.2.14  Fluoreszenzmikroskopische Analyse 

Die fluoreszenzmikroskopische Untersuchung von STAT1-GFP-exprimierenden Zellen 

erfolgte in 8-Kammer-Objektträgern (Lab-Tek Chamber Slides, Thermo Fisher Scienti-

fic, Langenselbold). Am Folgetag nach der Transfektion mit den pSTAT1-GFP-

Derivaten und pSTAT1-WT-GFP wurden die Zellen wie angegeben mit 10 ng/mL IFN 

bzw. nachfolgend mit 1 M Staurosporin für die angegebenen Zeiten stimuliert. Die  

Fixierung der Zellen erfolgte mit 4% Formaldehyd in PBS für 15 min bei RT. Die Fär-

bung der Zellkerne erfolgte für 10 min unter Schütteln bei RT mit 5 g/mL Hoechst 

33258 (Sigma-Aldrich) in PBS. Nach zweimaligem Waschen mit PBS und einmaligem 

Waschen mit destilliertem Wasser erfolgte die Eindeckung der Zellen mit Fluoromount-

G-Eindeckmedium (Southern Biotech, Birmingham, USA). Die Objektträger wurden 

lichtgeschützt und gekühlt bei 4°C aufbewahrt.  

Mithilfe des Mikroskops Axiovert 200M (Carl Zeiss Lichtmikroskopie, Göttingen) wurden 

die Zellen fluoreszenzmikroskopisch analysiert, wobei die Aufnahme mit einer CCD-

Kamera (Intas, Science Imaging Instruments, Göttingen) unter der Verwendung ver-

schiedener Fluoreszenzfilter erfolgte. Die Aufnahmen der GFP-Fusionsproteine wurden 

bei einer Wellenlänge von  = 480 nm und die Aufnahmen der mit Hoechst 33258 ange-

färbten Zellkerne bei einer Wellenlänge von  = 280 nm angefertigt. Die fluoreszenz-

mikroskopischen Aufnahmen wurden mit den Software-Programmen Image-Pro MDA 

5.1 (Media Cybernetics, Bethesda, USA) und Corel Draw (Corel, Corel Cooperation, 

Unterschleißheim) bearbeitet. 
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2.2.15  Reportergen-Assay 

Mithilfe von verschiedenen Reportergen-Assays wurde die transkriptionelle Aktivität der 

einzelnen STAT1-Mutanten überprüft. Zur Untersuchung der Genaktivierung wurden 

unterschiedliche IFN-sensitive Luciferase-Reportergenkonstrukte, wie z.B. das Ly6E-

Gen mit einer dreifachen STAT1-Bindestelle im Promotorbereich (Wen et al. 1995), 

verwendet. Hierbei wurde ausgenutzt, dass bei der Promotoraktivierung durch Phos-

pho-STAT1 das Enzym Luciferase transkribiert wird, welches in einer nachfolgenden 

Reaktion die Umsetzung von -Luciferin zu Oxyluciferin katalysiert. Die bei dieser Re-

aktion emittierte Anzahl von Lichtquanten war dabei proportional zur gebildeten Luci-

ferasemenge und somit auch zu der Menge an phosphorylierten STAT1-Proteinen. Wei-

terhin wurde mithilfe der Reportergene pIC-339 und pIC-1352, die den trunkierten bzw. 

den Volle-Länge-Promoter des humanen ICAM1-Gens enthielten, die Luciferase-

Induktion anhand nativer Promotoren mit singulärer GAS-Bindestelle überprüft. Zur 

Quantifizierung der Transfektionseffizienz wurde ein konstitutiv exprimierter 

β-Galaktosidase-Reporter kotransfiziert.  

Die für das Experiment verwendeten U3A-Zellen wurden in 48-Lochplatten kultiviert. Für 

die Transfektion wurden je Loch 250 ng STAT1-Plasmid, 200 ng -Gal-Reportergen und 

70 ng des 3xLy6E-Plasmids, des pIC-339-Plasmids oder des pIC-1352-Plasmids einge-

setzt. Es erfolgte eine Sechsfach-Bestimmung je Konstrukt und Behandlung. Am Folge-

tag nach der Transfektion wurden die Zellen für 6 h mit 10 ng/mL IFN inkubiert oder sie 

blieben unbehandelt. Nach Ablauf der Stimulationszeit wurden die Zellen einmal mit 

PBS gewaschen. Für die Zelllyse wurde der bei 4°C gelagerte Triton-Glycylglycin-

Lysepuffer (25 mM Glycylglycin, pH 7,8, 1% Triton X-100, 15 mM MgSO4, 4 mM EGTA) 

mit 3 mM DTT, 0,4 mM Pefabloc und Complete-Mini-Protease-Inhibitoren vervollstän-

digt. Je Loch wurden die Zellen mit 100 L des komplementierten Triton-Glycylglycin-

Lysepuffers für 15 min bei RT inkubiert und die Lysate anschließend in 1,5 mL-

Reaktionsgefäße überführt. Nach 15-minütiger Zentrifugation bei 13.000 rpm und 4°C 

wurden 20 L des Überstandes in eine weiße 96-Lochplatte (Nunclon Surface, Däne-

mark) pipettiert. Mithilfe des Luminometers Centro XS3 LB 960 (Berthold Technologies, 

Bad Wildbad) wurden im Anschluss je Loch 50 L des Luciferase-Assay-Systems inji-

ziert. Nach der Messung durch das Luminometer wurden die Ergebnisse mit dem Soft-

ware-Programm MikroWin, Version 4.41, ausgewertet. 
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Zur Messung der -Galaktosidaseaktivität wurden weitere 20 L des Überstandes mit 

280 L Substratlösung, die aus 211L Natriumphosphat-Puffer (100 mM, pH 7,2), 

66 L o-Nitrophenyl--D-Galactopyranosid (ONPG, 4 mg/mL in 100 mM Natriumphos-

phat-Puffer) und 3 L 100x Magnesium-Lösung (100 mM MgCl2, 4,5 mM  

-Mercaptoethanol) bestand, versetzt. Mit Feststellung des enzymatischen Farbum-

schlags nach 5-20 min wurde die Reaktion mit 500 L einer 0,5 M Na2CO3-Lösung ge-

stoppt und die -Galaktosidaseaktivität photometrisch bei 420 nm mit dem Infinite 200 

PRO (Tecan, Männedorf, Schweiz) gemessen. Die Ergebnisse der Luciferase-Aktivität 

wurden auf die -Galaktosidase-Expression normiert und die Berechnung der Stan-

dardabweichungen und des Mittelwerts mit den Software-Programmen Excel (Microsoft 

Deutschland, Unterschleißheim) und Sigmablot (Systat Software, Erkrath) vorgenom-

men.  

 

2.2.16  RNA-Isolation 

Zur mRNA-Extraktion wurden U3A-Zellen auf 6-Lochplatten in Vollmedium kultiviert. 

Nach 24 h erfolgte ein Mediumwechsel auf Dulbecco´s modifiziertem Eagle-Medium 

(DMEM) supplementiert mit 1% fetalem Kälberserum (FCS) und 1% Penicil-

lin/Streptomycin. Sofort im Anschluss erfolgte die Transfektion der Zellen mit  

pcDNA3.1-Konstrukten. Einen Tag später wurden die Zellen für 6 h mit 10 ng/mL IFN 

stimuliert oder sie blieben unbehandelt. Nach der Inkubationszeit wurde die RNA  

mithilfe des peqGold-Total-RNA-Kits (PEQLAB) nach Herstellerangaben isoliert und mit 

50 L RNase freiem H2O eluiert. Die fertiggestellten Proben wurden entweder bei -80°C 

gelagert oder sofort zu cDNA weiterverarbeitet. 

 

2.2.17  cDNA-Herstellung 

Die komplementäre DNA (cDNA) aus der isolierten mRNA wurde mithilfe des Verso-

cDNA-Kits (Thermo Fisher Scientific) hergestellt. Nach den Angaben des Herstellers 

wurde ein Ansatz von 20 L pipettiert, welcher 8 L RNA enthielt. Das Protokoll der re-

versen Transkription umfasste zwei Zyklen. Nach 30-minütiger cDNA-Synthese bei 

42°C wurden die Proben in dem zweiten Zyklus für 2 min auf 95°C erhitzt. Die Lagerung 

der cDNA erfolgte bei -20°C. 
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2.2.18  Real-time-PCR 

Zur Analyse der Genexpression von STAT1-WT und STAT1-Mutanten wurde eine Real-

time-PCR durchgeführt. Nach Herstellerangaben wurde mit dem Absolute-Blue-QPCR-

SYBR-Green Mix (Thermo Scientific) ein Reaktionsansatz von 19 L hergestellt, zu 

dem 1 L cDNA hinzugefügt wurde. Für den Ansatz wurden komplementäre Primer (Tib 

MolBiol, Berlin) verwendet. Die Untersuchung der Genexpression richtete sich hier nach 

literaturbekannten Zielgenen von STAT1.  

 

2.3 Darstellung der STAT1-Kristallstruktur 

Die Positionen der in dieser Arbeit mutierten sowie anderer funktionell wichtiger Amino-

säurereste im STAT1-Protein wurden unter Benutzung der in der Protein-Data-Bank 

(PDB) niedergelegten Strukturdaten graphisch dargestellt. Dazu wurde das Software-

Programm PyMol von DeLano Scientific, San Francisco, USA, in der Version v.0.99 

verwendet.  

 

2.4 Statistik 

Bei allen Genexpressionsanalysen wurde die statistische Signifikanz mithilfe des  

t-Tests ermittelt. Dazu wurde bei der Real-time-PCR eine Doppelbestimmung vorge-

nommen sowie eine Sechsfach-Bestimmung bei den Reportergen-Assays. Die Mittel-

werte und Standardabweichungen der Ergebnisse von mindestens drei unabhängigen 

Versuchen wurden anschließend mittels Microsoft Office-Excel und SigmaPlot ausge-

wertet. Ein p-Wert < 0,05 wurde als statistisch signifikant betrachtet.  
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3. Ergebnisse 

 

In dieser Arbeit wurden Punktmutationen in die Linker-Domäne bzw. in die DBD des 

STAT1-Moleküls eingeführt und die resultierenden Mutanten hinsichtlich ihrer phäno-

typischen Eigenschaften im IFN-Weg charakterisiert. Besonderes Interesse lag 

hierbei auf den Auswirkungen der Punktmutationen auf die Tyrosinphosphorylierung 

und die damit verbundene Regulation der transkriptionellen Antwort durch phospho-

rylierte STAT1-Dimere. Daher wurden zunächst durch Sequenzvergleich der Mitglie-

der der humanen STAT-Familie konservierte Aminosäurereste in der DNA-

Bindedomäne und der Linker-Domäne identifiziert. Weiterhin wurde mithilfe der 

STAT1-Kristallstruktur überprüft, ob diese Reste an der Oberfläche des Proteins lo-

kalisiert sind.  

In Position 436 des STAT1-Moleküls wurde eine konservierter Glutaminsäurerest 

entdeckt, welcher sich der DNA-Bindedomäne (Abb. 3.1) zuordnen lässt. Der  

Sequenzvergleich zeigt bei fünf der sieben Mitglieder der humanen STAT-Familie 

einen konservierten Glutamatrest an homologer Position (Tab. 3.1). Nur STAT2 und 

STAT6 weisen an der entsprechenden Stelle einen anderen Aminosäurerest auf. 

Mithilfe von sequenzspezifischer Mutagenese wurde der Glutamatrest in Position 436 

im STAT1-Molekül gegen Alanin ausgetauscht. 

 

STAT1 429 E L H S L S F E T Q L C Q 441 

STAT2 427 E L H I I S F T V K Y T Y 439 

STAT3 435 E L H L I T F E T E V Y H 447 

STAT4 426 E L H S I T F E T Q I C L 438 

STAT5a 439 E K F T V L F E S Q F S V 451 

STAT5b 439 E K F T I L F E S Q F S V 451 

STAT6 342 E K C A V L F S A S F T L 354 

 

Tab. 3.1: Sequenzvergleich humaner STAT-Proteine. Der Sequenzvergleich aller huma-

nen STAT-Proteine zeigte, dass der Glutamatrest in Position 436 von STAT1 in der Familie 

der STAT-Proteine konserviert ist.  
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Abb. 3.1: Darstellung des Glutaminsäurerestes in Position 436 in der STAT1-

Kristallstruktur. Dargestellt ist der Ausschnitt eines STAT1-Monomers (grün) mit gebunde-

ner DNA (orange-blau). Der Glutaminsäurerest in Position 436 (rot) ist in der DNA-

Bindedomäne (gelb) lokalisiert. Die Abbildung wurde mithilfe von PyMol unter Verwendung 

des PDB-Koordinatendatensatzes 1BF5 erstellt. 

 

3.1 STAT1-E436A zeigt ein mit STAT1-WT vergleichbares Phosphory-

lierungsniveau 

Mithilfe von Western-Blot-Analysen wurde die Phosphorylierung von STAT1-E436A 

nach Stimulation transient transfizierter Zellen mit IFNim Vergleich zu STAT1-WT 

überprüft. Durch die Zugabe von Staurosporin, einem potenten Kinase-Inhibitor, wur-

de in diesem Versuch außerdem der zeitabhängige Abbruch der STAT1-

Phosphorylierung untersucht. Hierzu wurden HeLa-S3-Zellen mit pSTAT1-WT-GFP 

oder pSTAT1-E436A-GFP transfiziert. Zur Feststellung der In-vivo-

Dephosphorylierung wurden die Zellen nach 45-minütiger Stimulationsdauer mit  

10 ng/mL IFN für unterschiedliche Zeitspannen mit 1 M Staurosporin inkubiert. 

Nach gelelektrophoretischer Auftrennung der Gesamtzellextrakte und anschließender 

Verwendung eines Phospho-STAT1-Antikörpers im Immunoblot wurden die Phos-

phorylierungsbanden detektiert. Zur Bestimmung der Gesamtmenge von STAT1 

wurde die Western-Blot-Membran gestrippt und nach mehrmaligem Waschen mit 

einem Pan-STAT1-Antikörper reexponiert.  
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Der Abb. 3.2 ist zu entnehmen, dass nach 45-minütiger IFN-Stimulation in den Ex-

trakten von STAT1-WT-exprimierender Zellen eine deutliche Tyrosinphosphorylie-

rungsbande von STAT1 detektiert wird. Die mit Staurosporin prästimulierten Zellen 

zeigten bereits nach 15 min ein schwächeres Phosphorylierungssignal als die nicht 

mit Staurosporin behandelten Zellen. Nach 30-minütiger Staurosporin-Inkubation ist 

eine weitere Abschwächung der Phospho-STAT1-Bande bei STAT1-WT-

exprimierenden Zellen zu erkennen, bis ein Phosphorylierungssignal nach 45 min 

kaum noch nachgewiesen werden kann. Auch bei STAT1-E436A wird nach 45-

minütiger IFN-Stimulation eine deutliche Phosphorylierungsbande detektiert. Mit 

zunehmender Staurosporin-Inkubation ist eine kontinuierliche Abnahme des Phopho-

rylierungssignals zu erkennen. Im Rahmen dieses Experimentes konnte dargelegt 

werden, dass sich die Mutante STAT1-E436A vom WT-Molekül weder in ihrem 

Phosphorylierungsniveau nach IFN-Stimulation noch in ihrer Dephosphorylierungs-

kinetik nach Staurosporin-Behandlung unterscheidet. 

 

 

 

Abb. 3.2: STAT1-E436A und STAT1-WT zeigen die gleiche In-vivo-

Dephosphorylierungskinetik. U3A-Zellen wurden mit pSTAT1-WT-GFP oder pSTAT1-

E436A-GFP transfiziert und für 45 min mit 10 ng/mL IFN stimuliert. Im Anschluss erfolgte 

die Inkubation mit 1 M Staurosporin für die angegebenen Zeiten. Die obere Abbildung zeigt 

das Ergebnis nach Inkubation mit einem Phospho-STAT1-Antikörper; das untere Bild zeigt 

die Reinkubation mit einem STAT1-spezifischen Antikörper.  
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3.2 Normale Kinetik der IFN-induzierten Kernakkumulation von  

STAT1-E436A 

Mithilfe von STAT1-GFP-Fusionsproteinen wurde die Kinetik der IFN-induzierten 

Kernakkumulation fluoreszenzmikroskopisch detektiert. In diesem Experiment wurde 

die E436A-Mutante bezüglich der Dauer ihrer Kernakkumulation nach erfolgter IFN-

Stimulation sowie dessen Zusammenbruch nach Staurosporin-Behandlung mit 

STAT1-WT verglichen. Mittels zielgerichteter Mutagenese unter Verwendung von 

pEGFP-N1-Plasmiden mit humaner STAT1-cDNA in 5´-Position zur GFP-

kodierenden Insertion wurde zunächst die Mutante hergestellt und im Weiteren das 

zelluläre Verteilungsmuster nach transienter Transfektion in HeLa-S3-Zellen detek-

tiert. Dazu wurden die Zellen entweder unbehandelt belassen oder für 45 min mit  

10 ng/mL IFN stimuliert oder alternativ nach der IFN-Stimulation mit 1 M Stau-

rosporin inkubiert. Die Zellen wurden im Anschluss mit 3,7% Formaldehyd/PBS fixiert 

und die Kerne mit Hoechst 33258 angefärbt. Die nachfolgenden fluoreszenz-

mikroskopischen Aufnahmen in Abb. 3.3 zeigen, dass im unstimulierten Zustand so-

wohl STAT1-WT als auch STAT1-E436A eine panzelluläre Verteilung aufweisen. 

Nach IFN-Stimulation ist bei den WT-Proteinen wie auch bei denen der Punktmutan-

te eine komplette Kernlokalisation zu beobachten. Durch einstündige Inkubation mit 

Staurosporin, bei der die Tyrosin-Kinase-Aktivität der JAK-Kinasen inhibiert wurde 

und infolgedessen keine weitere Phosphorylierung der STAT1-Moleküle mehr statt-

fand, zeigte sich bei beiden STAT1-Derivaten kein Unterschied im Zusammenbruch 

der Kernakkumulation. Bereits nach 60-minütiger Staurosporin-Inkubation war die 

ursprüngliche nukleozytoplasmatische Ruheverteilung der STAT1-Proteine wieder 

hergestellt.  
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Abb. 3.3: Vergleichbare Kinetik der Kernakkumulation von STAT1-WT und STAT1-

E436A. HeLa-S3-Zellen wurden transient mit pSTAT1-WT-GFP oder pSTAT1-E436A-GFP 

transfiziert. Im Anschluss wurden die Zellen entweder unstimuliert belassen (obere Reihe), 

45 min mit 10 ng/mL IFN behandelt (mittlere Reihe) oder nach vorangegangener 45-

minütiger IFN-Stimulation für 1 h mit 1 M Staurosporin inkubiert (untere Reihe). Die Zell-

kerne der Formalin-fixierten Zellen wurden mit Hoechst 33258 angefärbt. 

 

3.3 Die transkriptionelle Aktivität von STAT1-E436A ist vergleichbar mit 

der von STAT1-WT 

Die Punktmutante STAT1-E436A zeigte sich in den bisherigen Beobachtungen un-

auffällig. Sowohl das Phosphorylierungsniveau (Abb. 3.2) als auch die Kinetik der 

Kernakkumulation (Abb. 3.3) wiesen keinen merklichen Unterschied zu STAT1-WT 

auf. Um die Auswirkungen der Mutation auf die Genaktivierung zu überprüfen, wurde 

ein Reportergen-Assay durchgeführt. 

Das verwendete Luciferase-Reportergenkonstrukt enthielt einen synthetischen Pro-

motor mit drei hintereinander liegenden GAS-Bindestellen (3xLy6E) in einem Ab-

stand von 10 bp. Durch Co-Transfektion mit einem zweiten Plasmid, welches für die 

konstitutiv exprimierte -Galaktosidase kodiert, und anschließender Normierung der 

Messdaten auf diese Werte wurde eine quantitative Analyse erreicht. U3A-Zellen 

wurden mit den Plasmiden pSTAT1-WT-GFP bzw. pSTAT1-E436A-GFP und 

pGAS3xLy6E sowie pGal transfiziert. Nach sechsstündiger IFN-Stimulation wurde 

die Luciferase-Aktivität der Gesamtzellextrakte photometrisch bestimmt und auf die  

-Galaktosidase-Aktivität normiert. Abb. 3.4 zeigt eine mit dem Wildtyp vergleichbare 
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transkriptionelle Aktivität von STAT1-E436A. In allen für die Charakterisierung der 

Punktmutante durchgeführten Experimenten konnte somit kein von STAT1-WT sich 

unterscheidender Phänotyp nachgewiesen werden.  

 

 

 

Abb. 3.4: STAT1-E436A weist die gleiche transkriptionelle Aktivität wie STAT1-WT auf. 

U3A-Zellen wurden mit den Plasmiden pSTAT1-WT-GFP bzw. pSTAT1-E436A-GFP, 

pGAS3xLy6E und pGal transfiziert und in sechs parallelen Ansätzen untersucht. Sechzehn 

bis vierundzwanzig Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen für 6 h mit 10 ng/mL 

IFN inkubiert oder sie blieben unstimuliert. Die Zellextrakte wurden hinsichtlich ihrer Luci-

ferase-Aktivität untersucht und auf die photometrisch erfasste -Galaktosidase-Aktivität  

normiert. Dargestellt ist ein Histogramm mit Mittelwerten und Standardabweichungen der 

normierten Luciferase-Aktivität vor (graue Balken) und nach IFN-Stimulation (schwarze Bal-

ken). Sterne kennzeichnen statistisch signifikante Unterschiede. 

 

3.4 Identifizierung und Untersuchung eines positiv geladenen Amino-

säurerestes in der Linker-Domäne von STAT1 

Durch Sequenzvergleich aller STAT-Proteine wurde in der Linker-Domäne ein kon-

servierter Lysinrest identifiziert (Abb. 3.5), der sich bei STAT1 in Position 550 befin-

det und im Weiteren untersucht werden soll. Wie Tab. 3.2 zu entnehmen ist, weisen 

sechs humane STAT-Mitglieder einen positiv geladenen Aminosäurerest an homolo-

ger Stelle auf, davon STAT1 bis STAT4 einen Lysinrest. Lediglich STAT5a besitzt in 

dieser Position einen Tryptophanrest. Um die Bedeutung dieses Lysinrestes in Posi-



 

 
44 

 

tion 550 von STAT1 genauer zu charakterisieren, wurde eine Substitutionsmutante 

hergestellt, bei der Lysin durch Alanin ersetzt wurde.  

 

 

Abb. 3.5: Ausschnitt der STAT1-Kristallstruktur mit K550. In der DNA-gebundenen Form 

des STAT1-Monomers ist der Lysinrest in Position 550 türkis markiert; die Linker-Domäne ist 

in rot dargestellt. Die Abbildung wurde mithilfe von PyMol unter Verwendung des PDB-

Koordinatendatensatzes 1BF5 erstellt. 

 

STAT1 541 R F C K  E N I N D K N F 552 

STAT2 540 D F T K R E S P P G K  L 551 

STAT3 548 K F C K  E N M A G K G F 559 

STAT4 538 K F C K  E H L P G K S F 549 

STAT5a 557 Q F N R  E N L P G W N Y 568 

STAT5b 557 Q F N R  E N L P G R N Y 568 

STAT6 501 Q F N K  E I L L G R G F 512 

 

Tab. 3.2: Sequenzhomologie der STAT-Familie im Bereich eines Teiles der Linker-

Domäne. In der zum STAT1-Molekül entsprechenden Position 550 befindet sich bei allen 

Mitgliedern der humanen STAT-Familie mit Ausnahme von STAT5a ein positiv geladener 

Aminosäurerest.  
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3.5 Die Western-Blot-Analyse zeigt eine Hypophosphorylierung von 

STAT1-K550A 

Um die Auswirkung der eingeführten Punktmutation bezüglich der Tyrosinphosphory-

lierung zu beurteilen, wurde diese nach Interferon--Stimulation mithilfe von Western-

Blot-Analysen untersucht. Im gleichen Experiment wurde außerdem die In-vivo-

Dephosphorylierung durch Zugabe von Staurosporin überprüft. HeLa-S3-Zellen wur-

den mit pSTAT1-WT-GFP und pSTAT1-K550A-GFP transfiziert und nachfolgend für 

45 min mit 10 ng/mL IFN stimuliert. Nach unterschiedlicher Inkubationsdauer mit 

Staurosporin erfolgte die Herstellung von Gesamtzellextrakten, die mittels Poly-

acrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennt und anschließend mittels Western-Blot un-

ter Verwendung eines Phospho-STAT1-Antikörpers analysiert wurden. Das Ergebnis 

der Western-Blot-Analyse ist der Abb. 3.6 zu entnehmen. Bereits nach 45-minütiger 

IFN-Stimulation weist STAT1-K550A ein vermindertes Phosphorylierungsniveau im 

Vergleich zum Wildtyp auf. Nach 15-minütiger Inkubation mit Staurosporin ist bei der 

Punktmutante im Unterschied zu STAT1-WT nur noch eine schwache Phosphorylie-

rungsbande detektierbar. Zur Quantifizierung der Hypophosphorylierung wurde die 

Western-Blot-Membran gestrippt und nach stringentem Abwaschen des Antikörpers 

der Reblot mithilfe eines STAT1-Antikörpers entwickelt.  

 

 

 

Abb. 3.6: STAT1-K550A weist ein vermindertes Phosphorylierungsniveau auf. Nach 

Transfektion mit pSTAT1-WT-GFP und pSTAT1-K550A-GFP wurden die verwendeten HeLa-

S3-Zellen für 45 min mit 10 ng/mL IFN stimuliert und für die angegebenen Zeiten mit 1 M 

Staurosporin behandelt. Die Gesamtzellextrakte wurden hergestellt und im Western-Blot 

analysiert. Die obere Abbildung zeigt den Blot unter Verwendung eines Phospho-STAT1-
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Antikörpers, die untere zeigt den Reblot nach der Behandlung mit einem Pan-STAT1-

Antikörper. 

 

3.6 STAT1-K550E besitzt einen ähnlichen Phänotyp wie die K550A-

Mutante 

Durch den Austausch eines kritischen Lysinrestes in Position 550 des STAT1-

Moleküls nach Alanin wurde eine Mutante generiert, die im Western-Blot-Experiment 

eine deutliche Hypophosphorylierung aufweist (Abb. 3.6). Indem der positiv geladene 

Lysinrestes gegen eine neutrale AS wie Alanin substituiert wurde, erfolgte an dieser 

Stelle ein Austausch der im nativen Protein geladenen Seitengruppe. Aufgrund des 

beobachteten Phänotyps von STAT1-K550A ergab sich die Hypothese, dass durch 

den Wechsel des kritischen Lysinrestes in Position 550 zu einem negativ geladenen 

AS-Rest die phänotypischen Auswirkungen gegenüber der Alanin-Mutante noch 

prominenter werden. Zur Überprüfung dieser Hypothese wurde an der entsprechen-

den Position im STAT1-Protein Lysin durch Glutamat ersetzt. Die STAT1-K550E-

Mutante wurde zunächst unter gleichen Bedingungen wie STAT1-K550A im Ver-

gleich zum Wildtyp mittels Western-Blot-Analyse untersucht.  

Dazu wurden STAT1-WT-GFP- bzw. STAT1-K550E-GFP-exprimierende HeLa-S3-

Zellen für 45 min mit 10 ng/mL IFN stimuliert, bevor sie für die angegebenen Zeiten 

mit 1 M Staurosporin behandelt wurden. Die Gesamtzellextrakte wurden mittels  

Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennt und die Phosphorylierung mithilfe eines 

Phospho-STAT1-Antikörpers überprüft. Um sicher zu stellen, dass das Phosphorylie-

rungsniveau nicht durch unterschiedliche STAT1-Mengen beeinflusst wurde, erfolgte 

nach stringentem Abwaschen des Phospho-STAT1-Antikörpers die Reinkubation der 

gleichen Western-Blot-Membran mit einem STAT1-Antikörper.  

In Abb. 3.7 ist zu erkennen, dass die unmutierten Proteine nach IFN-Stimulation ein 

deutliches Phosphorylierungssignal zeigen. Mit zunehmender Dauer der Staurospo-

rin-Inkubation wird die bereits beschriebene kontinuierliche Abnahme des Phospho-

rylierungssignals bei STAT1-WT registriert. Im Vergleich dazu weist STAT1-K550E 

eine schwächere Phosphorylierungsbande nach 45-minütiger IFN-Stimulation auf, 

sodass nach 15-minütiger Staurosporin-Behandlung nur noch ein schwer detektier-

bares Phospho-STAT1-Signal nachgewiesen werden kann. Demnach weist STAT1- 
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K550E im Western-Blot-Experiment den gleichen Phänotyp auf wie die STAT1-

K550A-Mutante.  

 

 

 

Abb. 3.7: STAT1-K550E zeigt eine Hypophosphorylierung. HeLa-S3-Zellen wurden nach 

erfolgter Transfektion mit pSTAT1-WT-GFP oder pSTAT1-K550E-GFP für 45 min mit  

10 ng/mL IFN stimuliert und anschließend für die angegebenen Zeiten mit 1 M Staurospo-

rin inkubiert. Die Gesamtzellextrakte wurden mittels Western-Blot analysiert. Die Verwen-

dung eines Phospho-STAT1-Antikörpers ist in der oberen Abbildung dargestellt, die untere 

Darstellung zeigt den zugehörigen Reblot nach Reexposition der Membran mit einem  

Pan-STAT1-Antikörper. 

 

3.7 STAT1-K550A zeigt im Gelshift-Experiment eine inhibierte Bildung 

von DNA-gebundenen STAT1-Komplexen 

Mithilfe des elektrophoretischen Mobilitäts-Shift-Assays (EMSA) wurde die  

spezifische DNA-Bindung von STAT1-WT und STAT1-K550A untersucht. U3A-Zellen 

wurden mit pSTAT1-WT-GFP oder pSTAT1-K550A-GFP transfiziert, am Folgetag für 

45 min mit 10 ng/mL IFN stimuliert und für die angegebenen Zeiten mit 1 M Stau-

rosporin behandelt. Die hergestellten nukleären Zellextrakte wurden mit radioaktiver 

M67-Sonde, die eine einfache GAS-Bindestelle besaß, für 15 min inkubiert und an-

schließend zu gleichen Mengen aufgetragen. Das Ausmaß der Bindung von phos-

phorylierten STAT1-Proteinen an die Erkennungssequenz der [32P]-radioaktiv mar-

kierten Sonden wurde autoradiographisch ermittelt. Durch den Einsatz von Anti-

STAT1-Antikörper (S1) und Anti-STAT3-Antiköper (S3) im Rahmen einer Super-

shift-Reaktion wurde außerdem bewiesen, dass es sich bei den detektierten Banden 



 

 
48 

 

um STAT1-DNA-Komplexe handelte. Durch Zugabe von S1-Antikörpern, die gegen 

den STAT1-DNA-Komplex gerichtet waren, wurde die Laufgeschwindigkeit aufgrund 

der Größenzunahme zusätzlich reduziert und somit die STAT1-DNA-Bande im Gel 

verschoben. Die Inkubation mit STAT3-spezifischem Antikörper führte bei einer ver-

gleichbaren Extraktmenge zu keiner Änderung im Laufverhalten der Komplexe im 

Sinne eines positiven Supershifts.  

Aus Abb. 3.8 ist ersichtlich, dass nach 45-minütiger Interferon--Stimulation STAT1-

K550A eine deutlich schwächere Bande im Vergleich zu STAT1-WT aufweist. Die 

Ursache der verminderten Bildung von STAT1-DNA-Komplexen könnte auf die be-

reits nachgewiesene Hypophosphorylierung zurückgeführt werden. Durch unter-

schiedlich lange Inkubationszeiten mit Staurosporin ist bei STAT1-WT weiterhin eine 

konstante Abnahme der STAT1-DNA-Komplexbildung erkennbar. Dieser kontinuier-

licher Rückgang des detektierbaren Signals kann auch bei der Punktmutante beo-

bachtet werden.  

 

 

 

Abb. 3.8: Verminderte Bindung von STAT1-K550A an M67-DNA-Sonde. Die Abbildung 

zeigt das Ergebnis eines repräsentativen Gelshift-Assays. U3A-Zellen wurden mit pSTAT1-

WT-GFP und pSTAT1-K550A-GFP transfiziert und anschließend mit 10 ng/mL Interferon- 

und 1 M Staurosporin für die angegebenen Zeiten behandelt. Die hergestellten nukleären 

Extrakte wurden für 15 min mit einer [32P]-markierten M67-Sonde inkubiert und nach der Ge-

lelektrophorese autoradiographisch im Vakuum-getrockneten Gel analysiert. Im Rahmen der 

Supershift-Reaktion wurden Anti-STAT1-Antikörper (S1) und Anti-STAT3-AntiköperS3) 
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verwendet. Die mit dem Pfeil markierten Banden zeigen die detektierten STAT1-DNA-

Komplexe. Der Stern markiert unspezifische Banden. 

 

3.8 STAT1-K550A und STAT1-K550E weisen eine verminderte Kinetik 

der Kernakkumulation auf 

Im Folgenden wurde geprüft, ob sich STAT1-K550A und STAT1-K550E auch  

hinsichtlich ihrer Interferon--induzierten Kernakkumulation von STAT1-WT differen-

zieren. Für die fluoreszenzmikroskopische Detektion von GFP-Fusionsproteinen 

wurden HeLa-S3-Zellen mit pSTAT1-WT-GFP, pSTAT1-K550A-GFP oder pSTAT1-

K550E-GFP transfiziert. Einen Tag später erfolgte entweder eine 45-minütige Stimu-

lation mit 10 ng/mL IFN, eine der IFN-Stimulation folgende Staurosporin-Inhibition 

für 1h oder die Zellen blieben unbehandelt. Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen, 

nach vorangegangener Fixierung der Zellen sowie Einfärbung der Zellkerne, sind in 

Abb. 3.9 gezeigt.  

 

 

 

Abb. 3.9: Beeinträchtigte Kernlokalisation der Punktmutanten gegenüber STAT1-WT.  

HeLa-S3-Zellen wurden mit pSTAT1-WT-GFP, pSTAT1-K550A-GFP oder pSTAT1-K550E-

GFP transfiziert. Nach entsprechender Stimulation wurden die Zellen mit 3,7% Formalde-

hyd/PBS fixiert sowie die Zellkerne mit Hoechst 33258 eingefärbt. Gezeigt sind die  

fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen im unstimulierten Zustand (obere Reihe), nach  

45-minütiger IFN-Stimulation (mittlere Reihe) und nach 45-minütiger IFN-Inkubation mit 

anschließender Staurosporin-Behandlung (untere Reihe).  

 

In Abb. 3.9 weisen der Wildtyp sowie die Punktmutanten im unstimulierten Zustand 

ein panzelluläres Verteilungsmuster der STAT1-Moleküle auf. Eine 45-minütige IFN-
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Stimulation führt bei STAT1-WT zu einer kompletten Kernakkumulation, während 

STAT1-K550A neben der Lokalisation von STAT1-Molekülen im Zellkern auch noch 

eine verbleibende Restfluoreszenz im Zytoplasma aufweist. Bei STAT1-K550E ist 

hingegen nach der IFN-Inkubation kaum eine Änderung der nukleozytoplasma-

tischen Ruheverteilung zu erkennen. Nach der Staurosporin-Behandlung ist durch 

den Zusammenbruch der Kernakkumulation bei allen STAT1-Derivaten wieder eine 

panzelluläre Verteilung detektierbar.  

 

3.9 Verminderte Affinität der DNA-Bindung von STAT1-K550A bei mit 

dem Wildtyp vergleichbarer Dissoziationskinetik 

Aus den bisherigen Experimenten geht hervor, dass STAT1-K550A, ebenso wie die 

entsprechende Glutamatsubstitution, nach vorheriger Interferon--Stimulation eine 

Hypophosphorylierung sowie eine kompromittierte STAT1-DNA-Komplexbildung und 

eine verminderte Kernakkumulation aufweist. Zur Untersuchung der beeinträchtigten 

DNA-Bindung der Punktmutante wurden weitere Gelshift-Assays durchgeführt. Dazu 

wurden zellulären Extrakte von STAT1-WT-GFP- sowie STAT1-K550A-GFP-

exprimierenden U3A-Zellen nach IFN-Stimulation mit verschiedenen [32P]-

markierten DNA-Sonden inkubiert. Eingesetzt wurden eine radioaktiv markierte Son-

de mit doppelter GAS-Bindestelle (2xGAS) und eine Sonde mit einfacher gefolgt von 

einer degenerierten GAS-Bindestelle (GASnonGAS). 

Zur Durchführung des elektrophoretischen Mobilitäts-Shift-Assays wurden die  

entsprechend transfizierten U3A-Zellen für 45 min mit IFN stimuliert. Die daraus 

hergestellten nukleären Extrakte wurden in unterschiedlichen Ansätzen für 15 min mit 

den radioaktiv markierten Sonden inkubiert und im Anschluss elektrophoretisch  

mittels nativer Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennt. Das Ergebnis der auto-

radiographischen Detektion ist Abb. 3.10 zu entnehmen. Sowohl unter Verwendung 

einer 2xGAS-Sonde wie auch einer GASnonGAS-Sonde zeigt STAT1-WT ein stärke-

res Signal.  
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Abb. 3.10: Verminderte DNA-Bindeaffinität von STAT1-K550A. U3A-Zellen wurden mit 

den angegebenen GFP-Plasmiden transfiziert und am Folgetag für 45 min mit 10 ng/mL IFN 

stimuliert. In Gelshift-Assay wurden nukleäre Extrakte mit den angegebenen [32P]-markierten 

Sonden inkubiert. Die autoradiographische Auswertung fand nach der Polyacrylamid-

Gelelektrophorese in Vakuum-getrockneten Gelen statt. Der Pfeil zeigt auf STAT1-DNA-

Komplexe; der Stern markiert unspezifische Banden.  

 

Das Gelshift-Experiment wurde unter ähnlichen Versuchsbedingungen wiederholt. 

Hierbei wurde neben der 2xGAS- und der GASnonGAS-Sonde eine weitere radioak-

tiv markierte Sonde verwendet, die zwei degenerierte GAS-Bindestellen (2xnonGAS) 

besaß. Des Weiteren wurden die Zellen 30 min mit 0,8 mM Vanadat/0,2 mM H2O2 

vorinkubiert. Nach 45-minütiger Stimulation mit IFN wurden Gesamtzellextrakte her-

gestellt und diese in unterschiedlichen Ansätzen zu 15 min mit den radioaktiv mar-

kierten Sonden inkubiert. Abb. 3.11 zeigt, dass STAT1-WT und STAT1-K550A die 

unterschiedlich affinen Sonden mit ähnlicher Affinität binden. Die K550A-Mutante ist 

außerdem in gleicher Weise wie das Wildtyp-Molekül zur Tetramerisierung befähigt. 
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Abb. 3.11: DNA-Bindeaffinität von STAT1-K550A- und -WT-exprimierenden Zellen nach 

Vanadatexposition. Nach Transfektion der U3A-Zellen mit den entsprechenden pEGFP-N1-

Plasmidderivaten wurden die Zellen am Folgetag für 45 min mit 10 ng/mL IFN stimuliert und 

anschließend für 30 min mit Vanadat/H2O2 inkubiert. Die Zellextrakte wurden anschließend 

mit den angegebenen [32P]-markierten Sonden inkubiert. Nach der Polyacrylamid-

Gelelektrophorese erfolgte die audioradiographische Auswertung. Die Tetramer-gebundenen 

STAT1-DNA-Komplexe zeigt der obere Pfeil, die dimeren DNA-gebundenen Komplexe sind 

durch den unteren Pfeil dargestellt. Der Stern markiert unspezifische Banden.  

 

Durch die Vorinkubation der Zellen mit Vanadat/H2O2 konnte die gleiche DNA-

Bindeaffinität erreicht werden. Eine mögliche Ursache für die reduzierte Bindeaffinität 

in Abb. 3.10 könnte daher die im Western-Blot dargestellte Hypophosphorylierung 

der STAT1-K550A-Mutante (Abb. 3.6) sein. Ebenso könnte die verminderte DNA-

Bindung auf eine erhöhte Off-Rate von DNA zurückgeführt werden. Um dies zu über-

prüfen, wurde in einem weiteren Gelretardationsexperiment die Dissoziationskinetik 

der DNA-Bindung analysiert. Dazu wurde im Vergleich zum Wildtyp neben STAT1-

K550A auch die Punktmutante STAT1-K550E untersucht. Die mit den entsprechen-

den GFP-Plasmiden transfizierten U3A-Zellen wurden mit 10 ng/mL IFN und zusätz-

lich mit 0,8 mM Vanadat/0,2 mM H2O2 inkubiert, um die STAT1-Mutanten auf das 

gleiche Phosphorylierungsniveau wie den Wildtyp zu bringen. Nach 15-minütiger Vo-

rinkubation mit [32P]-markierter M67-Sonde wurden die Gesamtzellextrakte für die 

angegebenen Zeiten mit nicht-radioaktiver M67-DNA im 750-fachen Überschuss 
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kompetiert. Im Anschluss erfolgten die gelelektrophoretische Auftrennung der Protei-

ne und die autoradiographische Detektion. Aus Abb. 3.12 geht hervor, dass STAT1-

WT sowie beide Punktmutanten  eine ähnliche Dissoziationskinetik aufweisen. 

Dadurch konnte eine erhöhte Off-Rate als Ursache der verminderten DNA-Bindung 

von STAT1-K550A ausgeschlossen werden. Die kompromittierte DNA-Bindeaffinität 

(Abb. 3.10) der Punktmutanten lässt sich daher auf die verminderte Phosphorylie-

rung zurückführen. 

 

 

Abb. 3.12: Ähnliche Dissoziationskinetik von STAT1-K550A und STAT1-K550E gegen-

über STAT1-WT. Der Abbildung ist das Ergebnis des Gelshift-Assays zu entnehmen. Nach 

der Transfektion mit pSTAT1-WT-GFP, pSTAT1-K550A bzw. pSTAT1-K550E und der Stimu-

lation mit IFN und Vanadat/H2O2 wurden aus U3A-Zellen Gesamtzellextrakte gewonnen. 

Diese wurden für 15 min mit radioaktiv markierter M67-Sonde, die eine einfache GAS-

Bindestelle besaß, behandelt und anschließend für die angegebenen Zeiten mit unmarkierter 

M67-DNA im Überschuss inkubiert. Nach der Polyacrylamid-Gelelektrophorese wurde das 

Autoradiogramm erstellt, in welchem die STAT1-DNA-Banden (Pfeil) zu erkennen sind. Der 

Stern kennzeichnet unspezifische Banden.  

 

3.10 STAT1-K550A zeigt eine normale kooperative DNA-Bindung 

In einem weiteren EMSA-Experiment wurde die Befähigung zur kooperativen DNA-

Bindung der STAT1-K550A-Punktmutante analysiert. Um die Fähigkeit der Tetra-

merbildung zu überprüfen, wurde eine [32P]-markierte DNA-Sonde mit zweifacher 

GAS-Bindestelle in Tandem-Stellung verwendet. Anschließend konnte durch Kompe-
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tition mit 750-fachem Überschuss an unmarkierter M67-Sonde der Nachweis einer 

kooperativen DNA-Bindung des tetrameren Komplexes erbracht werden. Durch die 

Hinzugabe der unmarkierten Sonde im Überschuss wurden die weniger stabilen 

STAT1-Dimere von der DNA abgelöst, während stabilere Tetramere weiterhin nach-

weisbar blieben. 

Mit pSTAT1-WT-GFP bzw. pSTAT1-K550A-GFP transfizierte U3A-Zellen wurden  

45 min mit 10 ng/mL IFN präinkubiert und anschließend zur verstärkten Signaldetek-

tion für 30 min mit 0,8 mM Vanadat/0,2 mM H2O2 behandelt. Nach 15-minütiger Inku-

bation der nukleären Extrakte mit der radioaktiv markierten Sonde (2xGAS) wurden 

die Reaktionsansätze für weitere 30 min mit einem 750-fachen Überschuss an un-

markierter M67-DNA inkubiert oder sie blieben unbehandelt. In Abb. 3.13 sind nach 

autoradiographischer Detektion Dimer- und Tetramer-Banden anhand ihres unter-

schiedlichen Laufverhaltens im nicht-denaturierenden Polyacrylamidgel zu unter-

scheiden. STAT1-WT und STAT1-K550A sind beide befähigt, sowohl als Dimere an 

eine der beiden GAS-Stellen wie auch als Tetramere an die doppelte GAS-Stelle zu 

binden. Nach 30-minütiger Kompetition sind bei beiden STAT1-Derivaten nur noch 

Tetramerbanden aufgrund der kooperativen DNA-Bindung nachweisbar. Diese Be-

obachtung wird bei STAT1-WT und bei STAT1-K550A gleichermaßen registriert und 

bestätigt, dass bei der Punktmutante kein Tetramerisierungsdefekt vorliegt.  

 

 

 

Abb. 3.13: Für STAT1-K550A wird kein Defekt der kooperativen DNA-Bindung  

registriert. U3A-Zellen wurden mit pSTAT1-WT-GFP bzw. pSTAT1-K550A-GFP transfiziert 
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und am Folgetag für 45 min mit IFN sowie für 30 min mit Vanadat/H2O2 behandelt. Die  

nukleären Extrakte wurden für 15 min mit radioaktiv markierter 2xGAS-Sonde inkubiert und, 

falls nicht anders angegeben, nachfolgend für 30 min mit einem 750-fachen Überschuss un-

markierter M67-DNA inkubiert. Nach autoradiographischer Detektion der gelelektrophore-

tisch aufgetrennten Proteine sind die Tetramer-gebundenen STAT1-DNA-Komplexe (oberer 

Pfeil) und die dimeren Komplexe (unterer Pfeil) zu unterscheiden. Unspezifische Banden 

sind mit einem Stern gekennzeichnet. 

 

3.11 Durch Behandlung von STAT1-K550A und STAT1-K550E mit Vana-

dat kann die verminderte Phosphorylierung kompensiert werden 

Eine mögliche Ursache für die beobachtete Hypophosphorylierung der Mutanten 

stellt ein prinzipieller Phosphorylierungsdefekt dar. Um auszuschließen, dass ein De-

fekt der Phosphorylierung vorliegt, wurden nachfolgende Experimente durchgeführt. 

Durch Zugabe von Vanadat und die dadurch erreichte Inhibition der zuständigen 

Phosphatasen wurde ausgenutzt, dass die STAT1-Dephosphorylierung gehemmt 

wird. Mittels Western-Blot-Analyse konnten somit die beiden Punktmutanten hinsicht-

lich ihrer Tyrosinphosphorylierung nach Vanadat-Zugabe mit dem STAT1-WT vergli-

chen werden. STAT1-WT-GFP-, STAT1-K550A-GFP- oder STAT1-K550E-GFP-

exprimierende HeLa-S3-Zellen blieben entweder unbehandelt, wurden für 45 min mit 

10 ng/mL IFN stimuliert oder für 45 min mit IFN und anschließend für 30 min mit 

0,8 mM Vanadat/0,2 mM H2O2 inkubiert. Die Detektion des Phosphorylierungssignals 

mithilfe eines Phospho-STAT1-Antikörpers erfolgte nach gelelektrophoretischer Auf-

trennung der Proteine. Zur Bestätigung gleicher STAT1-Mengen wurde der Reblot 

mittels eines STAT1-spezifischen Antikörpers erstellt. Wie aus Abb. 3.14 erkenntlich 

wird, ist bei allen STAT1-Derivaten in den jeweiligen unstimulierten Extrakten keine 

STAT1-Phosphorylierung nachweisbar. Nach 45-minütiger Interferon--Stimulation 

wurde bei STAT1-WT eine deutliche Phosphorylierungsbande detektiert, die im Falle 

der Punktmutanten entsprechend schwächer registriert wurde. Interessanterweise 

zeigten STAT1-K550A und STAT1-K550E nach 30-minütiger Vanadat-Exposition ein 

ähnliches Phosphorylierungssignal wie der STAT1-WT. 
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Abb. 3.14: Vanadat-induzierte Hyperphosphorylierung von STAT1-WT, STAT1-K550A 

und STAT1-K550E. Mit pSTAT1-WT-GFP, pSTAT1-K550A-GFP oder pSTAT1-K550E-GFP 

transfizierte HeLa-S3-Zellen blieben entweder unbehandelt, wurden für 45 min mit 10 ng/mL 

IFN stimuliert oder nach 45-minütiger IFN-Inkubation für 30 min mit 0,8 mM Vanadat/ 0,2 

mM H2O2 behandelt. Das Ergebnis der Western-Blot-Analyse zeigt in der oberen Abbildung 

die Phosphorylierungsbanden nach der Inkubation mit einem Phospo-STAT1-Antikörper. Der 

Reblot wurde mithilfe eines STAT1-spezifischen Antikörpers erstellt und ist auf dem unteren 

Bild dargestellt. 

 

Durch Hemmung der Phosphatase lässt sich für beide Mutanten eine Hyperphospho-

rylierung induzieren (Abb. 3.14). Daher kann bei STAT1-K550A und STAT1-K550E 

kein prinzipieller Phosphorylierungsdefekt vorliegen. Zur weiteren Bestätigung dieses 

Ergebnisses wurde die DNA-Bindung nach Vanadat-Inkubation mittels EMSA-

Experimenten überprüft. Dazu wurden U3A-Zellen mit pSTAT1-WT-GFP, pSTAT1-

K550A-GFP oder pSTAT1-K550E-GFP transfiziert. Nachfolgend blieben die Zellen 

entweder unbehandelt, wurden für 45 min mit 10 ng/mL IFN stimuliert oder nach 45-

minütiger IFN-Stimulation anschließend für 30 min mit 0,8 mM Vanadat/0,2 mM 

H2O2 inkubiert. Der Herstellung von Gesamtzellextrakten schloss sich eine 15-

minütige Inkubation mit einem 750-fachen Überschuss an [32P]-markierter M67-

Sonde an. Nach der gelelektrophoretischen Auftrennung wurden die Banden autora-

diographisch erfasst (Abb. 3.15). Nach 30-minütiger Vanadat-Behandlung ist eine 

deutliche Zunahme des DNA-gebundenen Anteils von STAT1-K550A und STAT1-

K550E zu erkennen.  
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Abb. 3.15: Zunahme der DNA-Bindeaffinität nach Vanadat-Zugabe. STAT1-WT-GFP-,  

-K550A-GFP- und -K550E-GFP-exprimierende U3A-Zellen wurden mit 10 ng/mL Interferon- 

stimuliert, mit IFN alleine oder in Kombination mit 0,8 mM Vanadat/0,2 mM H2O2 inkubiert 

oder sie blieben unbehandelt. Nach 15-minütiger Inkubation mit [32P]-markierter M67-Sonde 

wurden die Gesamtzellextrakte gelelektrophoretisch aufgetrennt. Der Pfeil zeigt die autoradi-

ographisch detektierten STAT1-DNA-Komplexe an. Der Stern markiert unspezifische Ban-

den. 

 

Die in Abb. 3.14 dargestellte induzierbare Hyperphosphorylierung wurde in einem 

weiteren EMSA-Experiment bei gleichen Versuchsbedingungen unter Verwendung 

von HeLa-S3-Zellen überprüft. Anhand der Auswertung des Autoradiogramms (Abb. 

3.16) wird deutlich, dass die DNA-Bindung von STAT1-K550A durch Vanadat-

Inkubation zugenommen hat. Durch Verwendung von HeLa-S3-Zellen konnten ne-

ben der Bildung von STAT1-GFP-Homodimeren ebenfalls endogene STAT1/STAT1-

Homodimere sowie STAT1-GFP/STAT1-Heterodimere registriert werden. Zur Identi-

fizierung der detektierten Banden wurden die Gesamtzellextrakte in einer Supershift-

Reaktion mit einem Anti-STAT1-Antikörper (S1) bzw. einem Anti-STAT3-Antiköper 

(S3) inkubiert. Die Änderung im Laufverhalten identifiziert diese Banden als STAT1-

DNA-Komplexe. Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass die beobachtete  

Hyperphosphorylierung und die damit verbundene Zunahme der DNA-Bindeaffinität 

nach Vanadat-Zugabe nicht vom verwendeten Zelltyp abhängig sind.  
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Abb. 3.16: Vanadat-induzierte Hyperphosphorylierung von STAT1-K550A. HeLa-S3-

Zellen wurden mit pSTAT1-WT-GFP und pSTAT1-K550A-GFP transfiziert. Nachfolgend blie-

ben sie unbehandelt, wurden für 45 min mit IFN stimuliert oder nach 45-minütiger IFN-

Behandlung für 30 min mit Vanadat/H2O2 inkubiert. Nach 15-minütiger Inkubation mit einer 

[32P]-markierten M67-Sonde wurden die Reaktionsgemische gelelektrophoretisch aufgetrennt 

und Autoradiogramme von den Vakuum-getrockneten Gelen erstellt. Die Position 1) markiert 

endogene STAT1/STAT1-Homodimere, 2) zeigt STAT1-GFP-Heterodimere mit endogenem 

STAT1 und 3) STAT1-GFP-Homodimere. Für die Supershift-Reaktion wurden Anti-STAT1-

Antikörper (S1) und Anti-STAT3-AntiköperS3) verwendet. Der Stern markiert unspezifi-

sche Banden.  

 

3.12 Vanadat-Behandlung verbessert die IFN-induzierte Kernakkumula-

tion von STAT1-K550A und STAT1-K550E 

Nachdem durch Vanadat-Zugabe eine vollständige Kompensation der Hypophospho-

rylierung erreicht wurde, wurde im nächsten Schritt die Auswirkung der Vanadat-

Induktion auf die verminderte Kernakkumulation der Punktmutanten nach IFN-

Stimulation untersucht. Es wurde angenommen, dass auch die kompromittierte Kern-

lokalisation von mutierten Proteinen durch Vanadat kompensiert werden kann. Um 

dies zu überprüfen, wurden mithilfe von GFP-Fusionsproteinen fluoreszenz-

mikroskopische Aufnahmen von STAT1-WT-GFP-, STAT1-K550A-GFP- und STAT1-

K550E-GFP-exprimierenden HeLa-S3-Zellen angefertigt. Die Zellen wurden für 45 

min mit IFN stimuliert und für die aufgeführten Zeiten mit 0,8 mM Vanadat/0,2 mM 



 

 
59 

 

H2O2 inkubiert. Im Anschluss wurden sie mit 3,7% Formaldehyd/PBS fixiert und die 

Zellkerne mit Hoechst 33258 angefärbt. In der Abb. 3.17 wird deutlich, dass Vana-

dat-Zugabe bei STAT1-K550A eine vollständige Kernakkumulation induziert, sodass 

nach 60-minütiger Vanadat-Inkubation keine zytoplasmatische Restfluoreszenz mehr 

detektierbar ist. Für STAT1-K550E wurde ebenfalls ein Anstieg der Kernlokalisation 

registriert. Durch die Restfluoreszenz im Zytoplasma ist bei STAT1-K550E allerdings 

zu erkennen, dass hier auch nach 60-minütiger Vanadat-Inkubation keine vollständi-

ge Kernakkumulation erreicht wird.  

 

 

 

Abb. 3.17: Vanadat-Behandlung steigert die Kernlokalisation von STAT1-K550A und 

STAT1-K550E. HeLa-S3-Zellen wurden mit pSTAT1-WT-GFP, pSTAT1-K550A-GFP oder 

pSTAT1-K550E-GFP transfiziert. Sechzehn bis vierundzwanzig Stunden später wurden die 

Zellen für 45 min mit Interferon- inkubiert (obere Reihe) und nachfolgend für 30 min (mittlere 

Reihe) oder für 60 min (untere Reihe) mit Vanadat/H2O2 behandelt. Nach der Fixierung der 

Zellen mit 3,7% Formaldehyd/PBS wurden die Zellkerne mit Hoechst 33258 angefärbt und 

fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen angefertigt.  

 

3.13 STAT1-K550A zeigt eine veränderte Dephosphorylierungskinetik 

Durch die bisherigen Vanadat-Versuche und die damit vermittelte Hemmung der 

Phosphatase konnte gezeigt werden, dass sich bei STAT1-K550A und STAT1-

K550E eine vollständige Phosphorylierung induzieren lässt und somit kein genereller 

Phosphorylierungsdefekt vorliegen kann. Dies lässt darauf schließen, dass die beo-

bachtete Hypophosphorylierung (Abb. 3.6 und Abb. 3.7) auf eine verstärkte 

Dephosphorylierung zurückzuführen ist. Um diese Hypothese zu beweisen wurde im 
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Folgenden von STAT1-K550A und STAT1-K550E ein In-vitro-Dephosphorylierungs-

Assay durchgeführt. Die STAT1-WT-GFP-, STAT1-K550A-GFP- oder STAT1-K550E-

GFP-exprimierenden U3A-Zellen wurden 45 min mit 10 ng/mL IFN stimuliert. Nach 

Herstellung der Gesamtzellextrakte erfolgte eine Inkubation bei 30°C mit TC-Protein-

Tyrosin-Phosphatase für die angegebenen Zeiten, wodurch eine Dephosphorylierung 

induziert wurde. Die Western-Blot-Analyse schloss sich der elektrophoretischen  

‚Auftrennung der Proteine mittels Polyacrylamid-Gelelektrophorese an. Durch Be-

handlung mit einem Phopho-STAT1-Antikörper wurden im Immunoblot die Phospho-

rylierungsbanden detektiert. Zur Bestimmung der STAT1-Menge wurde nach strin-

gentem Waschen der Reblot mit einem pan-STAT1-Antikörper entwickelt. In Abb. 

3.18 ist das Ergebnis der In-vitro-Dephosphorylierung dargestellt. Mit zunehmender 

TC-PTP-Inkubationsdauer nimmt das Phosphorylierungssignal bei STAT1-K550A 

und STAT1-K550E stärker ab als bei STAT1-WT. Damit konnte gezeigt werden, dass 

es sich bei STAT1-K550A und STAT1-K550E um Dephosphorylierungsmutanten 

handelt. 

 

 

 

Abb. 3.18: Verstärkte Abnahme des Phosphorylierungssignals bei STAT1-K550A und 

STAT1-K550E. U3A-Zellen wurden einen Tag nach der Transfektion mit pSTAT1-WT-GFP, 

pSTAT1-K550A-GFP bzw. pSTAT1-K550E-GFP für 45 min mit 10 ng/mL IFN stimuliert und 

Gesamtzellextrakte gewonnen. Nach der Inkubation mit der Tyrosin-Phosphatase TC-PTP 

bei 30°C für die angegebenen Zeiten erfolgte die Überprüfung der Dephosphorylierungsreak-

tionen mittels Western-Blot-Analyse. Die Abbildung zeigt im oberen Bild die Behandlung mit 

einem Phospho-STAT1-Antikörper und auf dem unteren Bild den Reblot nach Inkubation mit 

einem Pan-STAT1-Antikörper. 
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3.14 Die In-vitro-Genaktivierung von STAT1-K550A und STAT1-K550E ist 

vermindert 

Zur Prüfung der Genaktivierung von STAT1-K550A und STAT1-K550E im Vergleich 

zu STAT1-WT wurde ein Reportergen-Assay angewandt. Hierfür wurde ein syntheti-

scher Luciferase-Reporter verwendet, der in Tandem-Position drei GAS-Bindestellen 

besaß. Nach der Transfektion mit pSTAT1-WT-GFP, pSTAT1-K550A-GFP oder 

pSTAT1-K550E-GFP, den Reportern pGAS3xLy6E und p-Galaktosidase wurden die 

U3A-Zellen für 6 h mit 10 ng/mL IFN inkubiert oder unstimuliert belassen. Aus den 

Zellextrakten wurde die Luciferase-Aktivität photometrisch bestimmt und anschlie-

ßend auf die -Galaktosidase-Aktivität normiert. Abb. 3.19 zeigt, dass beide 

Punktmutanten eine verminderte Genaktivierung im Vergleich zum Wildtyp-Molekül 

aufweisen. Die transkriptionelle Aktivität von STAT1-K550E ist dabei noch deutlich 

stärker kompromittiert als die von STAT1-K550A. Das verminderte Phosphorylie-

rungsniveau und die daraus resultierende beeinträchtigte DNA-Affinität führen erwar-

tungsgemäß zu einem eindeutigen Defizit der In-vitro-Genaktivierung.  

 

 

 

Abb. 3.19: Verminderte transkriptionelle Aktivität von STAT1-K550A und STAT1-K550E 

im Luciferase-Reportergen-Assay. U3A-Zellen wurden mit pSTAT1-WT-GFP, pSTAT1-

K550A-GFP oder pSTAT1-K550E-GFP sowie mit den Reportergenkonstrukten pGAS3xLy6E 

und pGal transfiziert und nachfolgend für 6 h mit 10 ng/mL IFN inkubiert (schwarzer Bal-

ken) oder sie blieben unstimuliert (grauer Balken). Die photometrisch erfasste Luciferase-

Induktion wurde auf die -Galaktosidase-Aktivität normiert. Es wurden jeweils Sechsfach-
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Bestimmungen vorgenommen sowie daraus die Mittelwerte und Standardabweichungen be-

stimmt. Signifikante Unterschiede in den Messwerten zwischen den angegebenen Gruppen 

wurden mit einem Stern markiert. 

 

Zur Bestätigung der verminderten In-vitro-Genaktivierung wurden STAT1-K550A und 

STAT1-K550E in weiteren Reportergen-Assays unter Verwendung von nativen Pro-

motoren mit singulärer GAS-Bindestelle untersucht. Hierbei fanden das Reportergen 

pIC-339 mit einem trunkierten Promotor des ICAM-1-Gens und das Reportergen pIC-

1352, welches für den Volle-Länge-Promotor des ICAM-1-Gens kodiert, Anwendung.  

U3A-Zellen wurden diesbezüglich mit den Vektoren pSTAT1-WT-GFP, pSTAT1-

K550A-GFP oder pSTAT1-K550E-GFP und darüber hinaus mit den Reportern  

pIC-339 oder pIC-1352 und pGal transfiziert. Es wurde eine Sechsfach-Bestimmung 

vorgenommen, bei welcher die Zellen für 6 h mit 10 ng/mL Interferon- stimuliert 

wurden oder unbehandelt blieben. Die gemessene Luciferase-Aktivität der Zellextrak-

te wurde auf die -Galaktosidase-Aktivität normiert. Abb. 3.20 macht deutlich, dass 

auch unter Verwendung von nativen Promotoren eine kompromittierte Genaktivie-

rung der Punktmutanten STAT1-K550A und STAT1-K550E nach IFN-Stimulation 

beobachtet wird. Die transkriptionelle Aktivität von STAT1-K550E ist in diesem Fall 

ebenfalls stärker vermindert als bei der Alanin-Mutante. 

 

 

 

Abb. 3.20: Bestätigung der verminderten Genaktivierung unter Verwendung von nati-

ven Promotorelementen. U3A-Zellen wurden mit den Plasmiden pSTAT1-WT-GFP, 

pSTAT1-K550A-GFP oder pSTAT1-K550E-GFP, den Vektoren pIC-339 oder pIC-1352 und 

pGal transfiziert. Sechzehn bis vierundzwanzig Stunden nach der Transfektion wurden die 



 

 
63 

 

Zellen für 6 h mit 10 ng/mL IFN stimuliert (schwarzer Balken) oder sie blieben unbehandelt 

(grauer Balken). Die Zellen wurden lysiert und die Luciferase-Induktion auf die  

-Galaktosidase-Aktivität bezogen. Es wurde eine Sechsfach-Bestimmung vorgenommen. 

Die dargestellten Mittelwerte und Standardabweichungen beziehen sich auf sechs unabhän-

gige Transfektionen. Sterne markieren statistisch signifikante Unterschiede zwischen den mit 

Balken angegebenen Gruppen.  

 

3.15 Die Punktmutante K550A weist eine verminderte Expression  

bekannter STAT1-Zielgene auf 

In dieser Arbeit wurde mithilfe der Real-time-PCR die Induktion von nativen STAT1-

Zielgenen in vivo kontrolliert. Die Untersuchungen der Genexpression wurden im 

Rahmen einer Doppelbestimmung an vier literaturbekannten endogenen STAT1-

Zielgenen vorgenommen, deren Aktivierung durch Interferon--Stimulation induziert 

wird. In diesem Versuch wurde ausgenutzt, dass über die Messung der emittierten 

Fluoreszenzsignale eine direkte Aussage über die Menge an Target-DNA möglich 

war, da die Fluoreszenz proportional mit der Genexpression zugenommen hat. Zur 

Quantifizierung wurden die gemessenen Expressionsdaten der jeweiligen STAT1-

Zielgene auf die Genexpression des Haushaltsgens gapdh normiert. Für die Real-

time-PCR wurden U3A-Zellen mit den pcDNA-Konstrukten pSTAT1-WT oder 

pSTAT1-K550A transfiziert. Im Anschluss wurden die Zellen in serumarmen Kultur-

medium mit 1% FCS kultiviert und am nächsten Tag für 6 h mit 10 ng/mL IFN stimu-

liert oder sie blieben unbehandelt. Aus den STAT1-exprimierenden U3A-Zellen wur-

de die RNA isoliert und in cDNA umgeschrieben, dieses mit der Maßgabe, daraus die 

Genexpression mittels RT-PCR quantitativ bestimmen zu können. 

Abb. 3.21 zeigt den Vergleich zwischen STAT1-WT und STAT1-K550A. Es ist zu 

erkennen, dass der Wildtyp nach Interferon--Stimulation eine deutliche Zunahme 

der Induktion aller STAT1-Zielgene aufweist. Bei der Punktmutante wird trotz gleicher 

STAT1-Menge eine verminderte Genexpression detektiert.  
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Abb. 3.21: Die Punktmutante K550A zeigt eine verminderte In-vivo-Genaktivierung. Die 

mit pSTAT1-WT oder pSTAT1-K550A transfizierten U3A-Zellen wurden nach der Trans-

fektion in Nährmedium mit 1% FCS kultiviert. Die Zellen wurden am Folgetag für 6 h mit  

10 ng/mL Interferon- (schwarzer Balken) stimuliert oder blieben unbehandelt (grauer Bal-

ken). Nach Extraktion der RNA aus den lysierten Zellen erfolgte die Herstellung der cDNA. 

Im Zuge der Real-time-PCR wurde die Genexpression von STAT1-Zielgenen ermittelt und 

auf die Induktion des Haushaltsgenes gapdh normiert. Im Rahmen von Doppelbestim-

mungen wurden Mittelwerte und Standardabweichungen berechnet. Statistisch signifikante  

Unterschiede zwischen den mit Balken gekennzeichneten Gruppen werden mit Sternen  

angezeigt. 
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4. Diskussion 

 

Der JAK-STAT-Signalweg stellt ein paradigmatisches Beispiel der intrazellulären 

Signalweiterleitung dar, bei der nach Rezeptorbindung von extrazellulären Botenstof-

fen Informationssignale direkt von der Zellmembran in den Zellkern weitergeleitet 

werden, um dort die Genexpression zu modulieren (Stark und Darnell 2012). In die-

ser Arbeit wurde die Rolle der Linker-Domäne von STAT1 in der IFN-induzierten 

Signaltransduktion experimentell neu evaluiert. Hierbei wurden durch sequenzspezi-

fische Mutagenese verschiedene STAT1-Punktmutanten generiert, deren jeweilige 

Aminosäureaustausche in der DNA-Bindedomäne bzw. der Linker-Domäne liegen. 

Besonderes Interesse galt hierbei der Bestimmung des DNA-Bindeverhaltens und 

der Tyrosindephosphorylierung, die Rückschlüsse auf die funktionelle Bedeutung der 

SH2-Phosphotyrosin-Interaktion erlauben. Durch Punktmutation eines strukturell 

wichtigen Lysinrestes im Zentrum der Linker-Domäne wurde dessen Einfluss auf die 

Amplitude der Signalweiterleitung getestet. Eine Vermutung war es, dass die Linker-

Domäne über eine Stabilisierung der SH2-Phosphotyrosin-Interaktion für die Aktivie-

rung Interferon-abhängiger Zielgene benötigt wird und dass die eingeführte Punktmu-

tation die SH2-pTyr-Wechselwirkung moduliert.   

Der Sequenzvergleich aller humanen STAT-Mitglieder identifizierte einen konservier-

ten Lysinrest in Position 550 im STAT1-Molekül. In den ersten vier Mitgliedern der 

humanen STAT-Familie, STAT1 bis STAT4, befindet sich in der homologen Position 

ein positiv geladener Lysinrest und in STAT5b und STAT6 ist dort ein ebenfalls posi-

tiv geladener Argininrest lokalisiert (Tab. 3.2). In carboxyterminaler Orientierung zur 

Linker-Domäne ist die SH2-Domäne, deren Grundstruktur aus einer zentralen antipa-

rallelen -Faltblattstruktur (B-D) besteht, welche von zwei -Helices (A und B) 

umgeben ist (Gao Q et al. 2004; Waksman et al. 1992). Der Argininrest in Position 

602, der zur Erkennung der Phosphatgruppe des kontralateralen Monomers im paral-

lelen STAT1-Dimer dient, ist für die Funktion der SH2-Domäne essentiell (Chen et al. 

1998; Fu 1992; Shuai et al. 1993b).  

Arginin 602 befindet sich im STAT1-Molekül im B-Strang und ist in allen bisher be-

kannten SH2-Domänen konserviert. Der invariante Argininrest liegt am Boden einer 

Bindungstasche an der Oberfläche des STAT1-Proteins. Die Bindung der Phosphat-

gruppe wird neben der Interaktion zum Arg602 durch weitere Aminosäurereste stabi-
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lisiert. Dazu gehören unter anderem die AS-Reste der Phosphat-bindenden Schleife, 

die zwischen dem B- und C-Strang lokalisiert sind (Chen et al. 1998; Kisseleva et 

al. 2002; Waksman et al. 1992). Nach der IFN-vermittelten Phosphorylierung eines  

kritischen Tyrosinrestes in Position 701 der STAT1-SH2-Domäne bilden tyrosinphos-

phorylierte STAT1-Monomere Homodimere aus. Die Dimerisierung erfolgt über rezip-

roke SH2-Phosphotyrosin-Interaktionen der beteiligten Phospho-STAT1-Monomere. 

Um einen Kontakt zwischen dem Phosphotyrosin des einen Monomers und Arg602 

des anderen Monomers herzustellen, müssen die beiden SH2-Domänen räumlich 

umorientiert werden (Chen et al. 1998; Shuai et al. 1993b, 1994). 

Generell werden zwei verschiedene Konformationen der tyrosinphosphorylierten 

STAT-Dimere unterschieden. In der parallelen Konfiguration der Homodimere sind 

die SH2-Domänen in die gleiche Richtung orientiert. Diese Ausrichtung wird zur Re-

zeptor- und DNA-Bindung benötigt (Mao et al. 2005; Mertens et al. 2006). Nach  

Lösung von der DNA müssen tyrosinphosphorylierte STAT1-Dimere eine antiparalle-

le Orientierung einnehmen, um von der TC45-Phosphatase erkannt und dephospho-

ryliert zu werden. STAT1-Proteine können nur im dephosphorylierten Zustand mithilfe 

von Transportmechanismen die Kernmembran überwinden (Meyer et al. 2003). In 

der antiparallelen Konformation zeigen die SH2-Domänen in entgegengesetzte Rich-

tungen und die Stabilisierung erfolgt über ND:ND-Wechselwirkungen sowie über In-

teraktionen zwischen der Coiled-coil-Domäne mit der DNA-Bindedomäne (Mertens et 

al. 2006; Zhong et al. 2005).  

In den hier vorgestellten Experimenten konnte eine reduzierte Genaktivierung für 

STAT1-K550A festgestellt werden. Die verminderte transkriptionelle Leistung gegen-

über STAT1-WT wurde durch eigene In-vitro- und In-vivo-Versuche bestätigt (Abb. 

3.19, 3.20 und Abb. 3.21). Die Ursache hierfür liegt zunächst in der Hypophosphory-

lierung der mutierten Proteine, die in Western-Blot-Versuchen erfasst wurde (Abb. 

3.6). Die Hypophosphorylierung ist wohl auch der Grund für die reduzierte Bindungs-

affinität an GAS-enthaltenden Sonden im Gelshift-Versuch (Abb. 3.10). Im Rahmen 

weiterer EMSA-Experimente konnte dagegen weder eine Änderung der kooperativen 

DNA-Bindung noch eine erhöhte Dissoziationsrate von STAT1-K550A im Vergleich 

zu STAT1-WT festgestellt werden (Abb. 3.12 und 3.13). Dagegen zeigen In-vitro-

Dephosphorylierungs-Assays, dass die verminderte Phosphorylierung von STAT1-

K550A die Folge einer beschleunigten Dephosphorylierungskinetik ist (Abb. 3.18). 
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Anhand der Hypophosphorylierung und der ihr kausal zugrundeliegenden erhöhten 

Dephosphorylierungsrate von STAT1-K550A wird deutlich, dass ein Ladungsaus-

tausch in Position 550 im STAT1-Molekül mit der SH2-pTyr-Interaktion interferiert.  

Bei der Punktmutante STAT1-K550A liegt in Position 550 im STAT1-Molekül eine 

neutrale Ladung vor. Die in dieser Arbeit zusätzlich charakterisierte Mutante STAT1-

K550E besitzt an der entsprechenden Position eine negative Ladung und zeigt in 

allen Versuchen einen noch prominenteren Phänotyp gegenüber der K550A-

Mutante. Im direkten Vergleich zu STAT1-K550A zeigt STAT1-K550E neben der  

Hypophosphorylierung (Abb. 3.7) auch eine stärkere Reduktion der Genaktivierung 

(Abb. 3.19 und Abb. 3.20).  

 

 
 

Abb. 4.1: Darstellung der Wechselwirkung von STAT1-K550 mit einem Glutaminsäure-

rest in Position 605. Abgebildet ist das DNA-gebundene STAT1-Monomer in grün mit der 

Linker-Domäne in rot. E605 ist in blau hervorgehoben und liegt 4,6 Å von dem Lysinrest in 

Position 550 entfernt, welcher türkis markiert ist. Die Darstellung wurde mit PyMol mithilfe 

des PDB-Koordinatendatensatzes 1BF5 erstellt. 

 

In der STAT1-Kristallstruktur wurde in struktureller Nähe zum Lys550 ein Glutamat-

rest in Position 605 registriert, welcher der SH2-Domäne zugeordnet werden kann. 

Der Abstand zwischen den beiden AS-Resten beträgt gerade 4.6 Å (Abb. 4.1). 

Glu605 ist wiederum nur 6.8 Å vom Argininrest in Position 602 entfernt (Abb. 4.2). 

Aufgrund des geringen räumlichen Abstandes zwischen Lys550 und Glu605 in der 

STAT1-Kristallstruktur werden Wechselwirkungen vermutet, die sich auch auf die 

SH2-pTyr-Bindung auswirken können. Der bei STAT1-K550A beobachtete Phänotyp 
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lässt eine Störung der SH2-Phosphortyrosin-Bindung vermuten. Wird mittels  

sequenzspezifischer Mutagenese eine negative Ladung in Position 550 eingeführt, 

ist die Beeinträchtigung der SH2-pTyr-Interaktion noch gravierender. Denkbar wäre, 

dass eine in Position 550 neu eingefügte negative Ladung den negativ geladenen 

Glutamatrest in Position 605 weiter in Richtung der Phosphat-bindende Schleife ver-

schiebt, wodurch dieser stärker mit der Arg602-Phosphatbindung interferieren würde.  

 

 

 

Abb. 4.2: Ausschnitt der STAT1-Kristallstruktur mit R602, E605 und der Phosphat-

bindenden Schleife. In der DNA-gebundenen Form des STAT1-Monomers (grün) sind die 

AS-Reste R602 (gelb) und E605 (blau) sowie die Phosphat-bindende Schleife (dunkelrot) 

dargestellt. Der Abstand zwischen R602 und E605 ist mit 6,84 Å angegeben. Die Abbildung 

wurde mit PyMol mittels des PDB-Koordinatendatensatzes 1BF5 erstellt. 

 

Die beeinträchtigte SH2-pTyr-Interaktion von STAT1-K550A und STAT1-K550E führt 

mutmaßlich zu einer Destabilisierung der parallelen Konformation. Die mutierten Pro-

teine nehmen daher bevorzugt die antiparallele Konfiguration ein. Dadurch sind 

STAT1-K550A und STAT1-K550E ein bevorzugtes Substrat für die TC45-

Phosphatase, wodurch sich die erhöhte Dephosphorylierungsrate erklären lässt 

(Abb. 3.18). Des Weiteren zeigen die mutierten Proteine eine verminderte  

Akkumulation im Nukleus (Abb. 3.9). Eine mögliche Ursache der verminderten Kern-

lokalisation könnte ein gestörter Kerntransport sein, denn zur Überwindung der 

Kernmembran müssen die phosphorylierten STAT-Dimere mit Importin-5 interagie-

ren. Diese Interaktion wird über ein dimer-spezifisches NLS vermittelt, das nur in pa-
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ralleler Konformation der phosphorylierten STAT1-Dimere zugänglich ist (Fagerlund 

et al. 2002; Melen et al. 2001; Meyer et al. 2002). Interessant ist in diesem Zusam-

menhang, dass durch eine Vanadat-induzierte Hemmung der Phosphatase (Huyer et 

al., 1997) eine deutliche Zunahme der Kernakkumulation sowie ein normales Phos-

phorylierungsniveau von STAT1-K550A und STAT1-K550E in Interferon-

vorbehandelten Zellen erreicht wird, das mit STAT1-WT vergleichbar ist (Abb. 3.14 

und 3.17). Ein gestörter Transportmechanismus zur Überwindung der Kernmembran 

als Ursache der verminderten Kernakkumulation konnte durch diese Experimente 

somit ausgeschlossen werden. Die Kompensation der reduzierten Phosphorylierung 

nach Vanadat-Zugabe demonstriert außerdem, dass STAT1-K550A und STAT1-

K550E keinen generellen Phosphorylierungsdefekt aufweisen.  

Letztlich ist der charakterisierte Phänotyp von STAT1-K550A und STAT1-K550E 

wohl auf eine Destabilisierung der parallelen Dimer-Konformation zurückzuführen. Im 

Vergleich zum Wildtyp-Molekül zeigen beide Mutanten eine reduzierte Trans-

kriptionsleistung auf artifiziellen Reportergenkonstrukten mit einer schrittweisen Ab-

stufung gemäß der Ladung der Seitenkette (Abb. 3.20). Daraus wird deutlich, dass 

die flexible Einnahme der verschiedenen Dimer-Konformationen grundlegend für die 

Interferon-abhängige Signaltransduktion ist. Gleichwohl konnte durch die Analyse der 

STAT1-Punktmutanten auch die Anfälligkeit der SH2-pTyr-Interaktion durch den Aus-

tausch einer einzelnen Aminosäure dargestellt werden.  

Bei Betrachtung der STAT1-Kristallstruktur konnten zwei weitere Lysinreste (Abb. 

4.3) identifiziert werden, die wie Lys550 einen geringen Abstand zum Glutamat in 

Position 605 aufweisen. Der Sequenzvergleich aller humanen STAT-Mitglieder zeigt, 

dass beide Lysinreste konserviert sind. Lys525 konnte dabei ebenfalls der Linker-

Domäne von STAT1 zugeordnet werden, während Lys584 in der SH2-Domäne loka-

lisiert ist. Der Lysinrest in Position 525 der STAT1-Linker-Domäne liegt dabei auf ei-

ner anderen -Helix als K550 und ist 3,1 Å vom Glutamatrest entfernt. Substitutions-

experimente identifizierten STAT1-K525A als Dephosphorylierungsmutante und 

konnten damit erstmalig die Beteiligung der Linker-Domäne an der Dephosphorylie-

rung nachweisen (Staab 2011). Die K525A-Mutante zeigt einen ähnlichen Phänotyp 

wie STAT1-K550A. Es wurde eine Hypophosphorylierung sowie eine verminderte 

Kernakkumulation und eine reduzierte Genexpression ermittelt. Ebenfalls konnte 

durch Vanadat-Exposition das Ausmaß der Phosphorylierung signifikant gesteigert 
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werden (Staab 2011). Der ausgeprägte Phänotyp von STAT1-K525A wurde ebenfalls 

auf eine Destabilisierung der parallelen Konformation zurückgeführt. In diesem Zu-

sammenhang wurde über Wechselwirkungen zwischen Lys525 und der Phosphat-

bindenden Schleife hingewiesen. Andere Ursachen der verminderten Genaktivierung 

wie eine defekte Dimerisierung oder eine veränderte Dissoziationsrate konnten in 

weiteren Experimenten ausgeschlossen werden (Staab 2011). Der Lysinrest in Posi-

tion 584 liegt in der SH2-Domäne von STAT1 und ist 6,3 Å vom Glu605 entfernt. 

Lys584 ist im Rahmen von kristallographischen Analysen von SH2-Domänen aufge-

fallen (Chen et al. 1998). 

 

 

 

Abb. 4.3: STAT1-Kristallstruktur mit den AS-Resten K550, K525, K584 und E605. Im 

Ausschnitt des STAT1-Moleküls (grün) sind die Lysinreste K550 (rot), K525 (orange) und 

K584 (magenta) dargestellt. Diese befinden sich in unmittelbarer Nähe zum Glutamatrest 

E605 (blau). Die Abbildung wurde mithilfe von PyMol anhand des PDB-

Koordinatendatensatzes 1BF5 erstellt. 

 

Am Beispiel der Src-SH2-Domäne wurden im Vergleich zu anderen SH2-Domänen 

drei positiv geladene Aminosäurereste identifiziert, die in allen bekannten SH2-

Domänen konserviert sind. Dabei handelt es sich um zwei Argininreste in Position 

155 und 175 sowie einen Lysinrest in Position 203 der Src-Kinase, die wesentlich an 

der Bindung und Erkennung der Phosphatgruppe beteiligt sind (Waksman et al. 

1992). Nach kristallographischer Darstellung von phosphorylierten STAT1-Dimeren 

an DNA und Sequenzanalysen konnte in der STAT-SH2-Domäne aber nur ein kon-
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servierter Argininrest identifiziert werden. Dieser befindet sich in Position 602 im 

STAT1-Molekül. Es wird weiterhin angenommen, dass der konservierte Lysinrest in 

Position 584 im STAT1-Molekül ein Teil der Funktionen des fehlenden zweiten Argi-

ninrestes übernimmt (Chen et al. 1998). Interessant wäre jetzt festzustellen, ob durch 

sequenzspezifische Mutagenese in Position 584 im STAT1-Molekül ein ähnlicher 

Phänotyp wie bei STAT1-K550A und STAT1-K525A beobachtet werden kann. 

Allgemein betrachtet zeichnen sich SH2-Domänen durch einen einheitlichen struktu-

rellen Aufbau von annähernd 100 Aminosäureresten aus, die Phosphotyrosinmotive 

erkennen und an sie binden können. Die Grundstruktur besteht, wie bereits erwähnt, 

aus einem zentralen antiparallelen -Faltblattmotiv, das von einer -helikalen Struk-

tur () eingerahmt wird (Chen et al. 1998; Waksman et al. 1992). Durch einge-

hende Analysen der Sekundärstruktur wurden Variationen dieser Grundstruktur iden-

tifiziert, die strukturelle Unterschiede zwischen der STAT- und der Src-SH2-Domäne 

deutlich machen. In der SH2-Domäne der Src-Kinase wurde beispielsweise ein zu-

sätzlicher -Strang nachgewiesen, der als E oder E-F bezeichnet wird und für die 

Phosphotyrosin-Erkennung der Src-Kinase von Bedeutung ist (Gao Q et al. 2004; 

Waksman et al. 1992). In STAT-Proteinen wurde dagegen eine zusätzliche -Helix 

(B‘) identifiziert, die zwischen D und B lokalisiert ist. Sie scheint im Rahmen der 

Dimerisierung von Bedeutung zu sein (Chen et al. 1998; Gao Q et al. 2004). Trotz  

sequenzieller Unterschiede sind einige funktionelle Ähnlichkeiten zu erwähnen. Dem 

bereits erwähnten Argininrest in Position 155 der Src-SH2-Domäne entspricht laut 

Shuai und Kollegen (1993b) der Argininrest in Position 602 im STAT1-Molekül (Chen 

et al. 1998, Shuai et al. 1993b). Allerdings befindet sich Arg155 auf der A-Helix der 

Src-SH2-Domäne. Dieser Argininrest interagiert mit der Phosphatgruppe sowie mit 

dem aromatischen Ring des Tyrosinrestes. Dagegen befindet sich der zweite  

konservierte Argininrest in Position 175 der Src-Kinase, homolog zum Arg602 im 

STAT1-Molekül, auf dem B-Strang der antiparallelen -Faltblattstruktur und bildet 

mit Phosphotyrosinmotiven eine Ionenbindung aus (Chen et al. 1998; Waksman et 

al.1992). Die bereits erwähnte Phosphat-bindende Schleife befindet sich sowohl bei 

der Src-Kinase als auch bei STAT-Proteinen zwischen dem B- und dem C-Strang 

der jeweiligen SH2-Domäne (Chen et al. 1998). Die Interaktion mit dem Phospho-

tyrosin wird vor allem über Wechselwirkungen mit der Phosphat-bindenden Schleife 
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und AS-Resten des B-Bogens gewährleistet (Chen et al. 1998; Waksman et al. 

1992).  

Durch die Erkennung und Bindung von Phosphotyrosinmotiven mithilfe der SH2-

Domäne kann die Src-Kinase verschiedene Konformationen einnehmen, wodurch ein 

aktivierter und ein inaktivierter Zustand unterschieden werden. Der inaktivierte Zu-

stand der Src-Kinase erfolgt durch intramolekulare Interaktionen zwischen der SH2-

Domäne und einem phosphorylierten Tyrosinrest in Position 527 der regulatorischen 

Domäne sowie über Wechselwirkungen der SH3-Domäne mit einer Verbindungsre-

gion. Die Aktivierung der Src-Kinase erfolgt über eine Phosphorylierung am Tyr416 

und eine Dephosphorylierung am Tyr572. Somit wird die biologische Aktivität der 

Src-Kinase wie auch bei STAT-Proteinen durch Phosphorylierung reguliert (Hu et al. 

2008; Martin 2001; Thomas und Brugge 1997).  

Dabei spielt die Erkennung des phosphorylierten Tyrosinrestes eine wesentliche Rol-

le und kann anhand der Phosphotyrosin-Bindeaffinität determiniert werden. Ver-

schiedene Aminosäurereste der Src-SH2-Domäne, die in struktureller Nähe zum  

B-Arginin lokalisiert sind, wurden nach Alaninen mutiert und die resultierenden Mu-

tanten zeigen eine unterschiedlich starke Reduktion der Phosphotyrosin-

Bindeaffinität, womit die Bedeutung des invarianten Argininrestes unterstrichen wird. 

Daneben wurde auch ein Cysteinrest im C-Strang entdeckt, nach dessen Mutation 

ein 10-facher Anstieg der Phosphotyrosin-Bindeaffinität zu verzeichnen ist (Bradshaw 

et al. 1999). Trotz verschiedener Hypothesen über die Funktion des Cysteinrestes 

wird im Vergleich zum STAT1-Molekül deutlich, dass die Aminosäurereste um den 

invarianten Argininrest die SH2-Phosphotyrosin-Interaktion auf verschiedene Weise 

beeinträchtigen. 

In der Src-Kinase geht die SH2-Domäne aminoterminal direkt in eine SH3-Domäne 

über (Martin 2001). Im STAT-Molekül befindet sich aminoterminal der SH2-Domäne 

dagegen die Linker-Domäne, wodurch ein weiterer struktureller Unterschied zur  

Src-Kinase deutlich wird. Ursprünglich wurde angenommen, dass es sich bei der LD 

der STAT-Proteine ebenfalls um eine SH3-Domäne handeln würde (Fu 1992). Nach 

kristallographischer Analyse eines DNA-gebundenen STAT1-Dimers, bestehend aus 

trunkierten STAT1-Molekülen, wurde die Linker-Domäne aber als -helikale Struktur 

identifiziert und entsprach somit nicht dem SH3-typischen -Faltblattmotiv (Chen et 

al. 1998; Gao Q et al. 2004; Xu W et al. 1997).  
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Strukturell betrachtet stellt die LD eine Verbindung zwischen der SH2-Domäne und 

der DNA-Bindedomäne dar (Chen et al. 1998). Anhand von Mutationsexperimenten 

konnte ihre Funktion im Rahmen der DNA-Bindung bestätigt werden. Durch die Her-

stellung einer Doppelmutante KE544-545AA wurde eine erhöhte Dissoziationsrate 

der DNA-Bindung festgestellt, aus der sich eine verminderte transkriptionelle Gen-

aktivierung ergibt (Yang et al. 1999, 2002).  

Anhand weiterer Substitutionsexperimente konnten aber auch STAT1-Mutanten der 

Linker-Domäne generiert werden, die über keine beeinträchtigte DNA-Bindung verfü-

gen. In diesem Zusammenhang wurde durch Yang und Kollegen ein konservierter 

Tryptophanrest nach Alanin mutiert, der einen ähnlichen Phänotyp wie die K550A-

Mutante zeigt. Dieser Tryptophanrest befindet sich in Position 557 auf der 10-Helix 

der STAT1-Linker-Domäne (Chen et al. 1998). Untersuchungen von STAT1-W557A 

zeigen ebenfalls eine Hypophosphorylierung sowie eine kompromittierte Genexpres-

sion. Eine veränderte DNA-Dissoziationsrate konnte als Ursache ausgeschlossen 

werden. Daneben wurden keine weiteren Experimente zur Aufklärung des Phänotyps 

veröffentlicht (Yang et al. 2002). Die Vermutung, dass es sich bei STAT1-W557A 

ebenfalls um eine Dephosphorylierungsmutante handelt, wurde bereits im Vergleich 

zu STAT1-K525A gewonnen (Staab 2011). Der Tryptophanrest in Position 557 im 

STAT1-Molekül interagiert mit der Phosphat-bindenden Schleife, dass der Stabilisie-

rung der parallele Konformation von STAT1-Dimeren dient (Chen et al. 1998). Der 

Phänotyp von STAT1-W557A lässt daher vermuten, dass der AS-Austausch nach 

Alanin zur Destabilisierung dieser Interaktion führt. Dadurch wird vermutlich das 

Gleichgewicht zwischen paralleler und antiparalleler Dimer-Konfiguration zu Gunsten 

Letzterer verschoben, woraus die beschleunigte Dephosphorylierung von mutierten 

STAT1-Dimeren resultiert.  

Die beiden Dephosphorylierungsmutanten STAT1-K550A und STAT1-K525A zeich-

nen sich wie schon erwähnt durch eine erhöhte Dephosphorylierungsrate aus, die 

wohl durch die vermutete Destabilisierung der parallelen Konformation bedingt ist. 

Anhand dieser Punktmutanten wird deutlich, dass der Austausch einzelner Amino-

säuren in der Linker-Domäne weitreichende Auswirkungen auf die Stabilität der pa-

rallelen Ausrichtung von STAT1-Dimeren hat. Diese Untersuchungen zeigen, dass 

AS-Reste der LD wesentlich zur Stabilität der parallelen Konformation beitragen, 

wodurch eine weitere Funktion der LD charakterisiert wird. 
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Die parallele Orientierung phosphorylierter STAT1-Dimere wird durch reziproke SH2-

pTyr-Interaktion stabilisiert und zur Bindung an die DNA benötigt. Nach Lösung von 

der DNA müssen die phosphorylierten STAT-Dimere wieder dephosphoryliert wer-

den, um die Kernmembran zu überwinden (Meyer et al. 2003). Im Nukleus wird die 

Dephosphorylierung der STAT1-Proteine über die TC45-Phosphatase gewährleistet. 

Fehlt die Phosphatase oder wird sie blockiert, verbleiben die phosphorylierten 

STAT1-Dimere im Kern (ten Hoeve et al. 2002). Der genaue Mechanismus der 

Dephosphorylierung ist noch nicht geklärt, sicher ist aber, dass die TC45-

Phosphatase nur in antiparalleler Konformation der phosphorylierten STAT1-Dimere 

mit dem Phosphotyrosin interagieren kann (Mertens et al. 2006; Zhong et al. 2005). 

Die räumliche Reorganisation der phosphorylierten STAT1-Dimere könnte erst nach 

deren Freisetzung von DNA erfolgen und wird möglicherweise über reziproke Zu-

sammenlagerung der N-Termini vermittelt. Es ist nicht auszuschließen, dass die 

ND:ND-Wechselwirkung auch die Dissoziation der SH2-pTyr-Bindung beeinflusst.  

Nach der Zusammenlagerung der N-Termini erfolgt der Konformationswechsel durch 

räumliche Reorientierung der STAT1-Kernstruktur in antiparalleler Ausrichtung (Mer-

tens et al. 2006). Dadurch ist eine weitere Stabilisierung über Wechselwirkungen der 

Coiled-coil-Domäne mit der DNA-Bindedomäne möglich (Mao et al. 2005; Mertens et 

al. 2006). In antiparalleler Konformation zeigen die SH2-Domänen in die entgegen-

gesetzte Richtung, wodurch der TC45-Phosphatase mutmaßlich ein besserer Zu-

gang zur Phosphatgruppe ermöglich wird (Mao et al. 2005; Zhong et al. 2005). Für 

die enzymatische Dephosphorylierung ist somit die Funktion der STAT1-N-Termini 

essentiell. Der N-Terminus ist über eine flexible Region mit der Coiled-coil-Domäne 

verbunden. Für die Funktion des N-Terminus ist hierbei nicht die Sequenz, sondern 

die Länge der flexiblen Region entscheidend. Die Untersuchungen von Mertens und 

Kollegen verdeutlichen damit, dass die STAT1-vermittelte Signalweiterleitung auch in 

diesem Fall auf Flexibilität und nicht auf Stabilität ausgerichtet ist (Mertens et al. 

2006).  

Diese genannten Beobachtungen stehen nicht im Widerspruch mit der Vermutung, 

dass der JAK-STAT-Signalweg nicht per se auf eine hohe Stabilität der reziproken 

SH2-Phosphotyrosin-vermittelten parallelen Dimer-Konfiguration ausgerichtet ist, 

sondern sich im Gegenteil durch eine begrenzte Bindeaffinität zwischen den einzel-

nen Monomeren im STAT-Dimer auszeichnet. Die hier geschilderten eigenen Expe-
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rimente sind vereinbar mit der Annahme, dass ein flexibler Wechsel zwischen paral-

leler und antiparalleler Konformation für eine maximale Genaktivierung wesentlich ist. 

Des Weiteren zeigen diese Experimente, dass die SH2-Domäne auch für die flexible 

Reorientierung von phosphorylierten STAT1-Dimeren von Bedeutung ist.  

Die evolutionäre Bedeutung der STAT-Signaltransduktion wird vor allem durch die 

Entdeckung von STAT-Proteinen bei primitiveren Organismen, wie Dictyostelium dis-

coides deutlich. STAT-Moleküle konnten auch bei Insekten, wie Drosophila melano-

gaster und Anopheles gambiae, identifiziert werden (Barillas-Mury et al. 1999; Hou 

und Perrimon 1997; Yan et al. 1996). In diesem Zusammenhang wurde bei Insekten 

auch die STAT-vermittelte Funktion im Rahmen der Immunantwort gesichert (Baril-

las-Mury et al. 1999). Daneben konnte bei Invertebraten wie der Drosophila melano-

gaster ein vollständiger JAK-STAT-Signalweg nachgewiesen werden. Dieser enthielt 

neben den STAT-Proteinen auch Mitglieder der JAK-Familie sowie extrazelluläre 

Liganden, die diesen Weg anstoßen (Binari und Perrimon 1994). 

Neben dem Screening auf STAT-Proteinen wurde auch gezielt nach SH2-Domänen 

in anderen Proteinen gefahndet, um ihre evolutionäre Tragweite zu bestimmen. SH2-

Domänen wurden bei einer Vielzahl von Proteinen entdeckt, die verschiedene biolo-

gische Funktionen besitzen. Neben höheren Vertebraten konnten SH2-Domänen 

auch in niedrigen Metazoen wie Dictyostelium und C. elegans identifiziert werden 

(Kawata et al. 1997; Liu X et al. 1999). Weiterhin wurden SH2-Domänen im Genom 

von Saccharomyces cerevisiae entdeckt, das auf einen frühen evolutionären Ur-

sprung schließen lässt. Die Entdeckung von SH2-Domänen in Saccharomyces cere-

visiae lässt vermuten, dass SH2-Motive schon vor der phylogenetischen Unterteilung 

von Pilzen und Tieren bereits auf Höhe der Protisten vorhanden waren (Maclennan 

und Shaw, 1993).  

Der strukturelle Vergleich zwischen der STAT- und der Src-SH2-Domäne zeigte eini-

ge Unterschiede, die bereits an anderer Stelle beschrieben wurden. Gao und Kolle-

gen unterscheiden demnach eine Linker-SH2-Domäne von einer Src-SH2-Domäne. 

In Dictyostelium wurde eine SH2-Domäne vom STAT-Typ nachgewiesen (Gao Q et 

al. 2004). Allerdings konnte keine konventionelle Tyrosinkinase, sondern nur eine 

Tyrosinkinase-ähnliche Kinase (TKL) identifiziert werden. Daher werden Unterschie-

de zur klassischen STAT-Aktivierung vermutet. Dennoch konnten auch Übereinstim-

mungen ermittelt werden, welche zusammen mit dem Vorhandensein einer STAT-
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SH2-Domäne auf eine evolutionäre Verwandtschaft hindeutet (Araki et al. 2012). Da-

neben konnte auch bei Arabidopsis SH2-Domänen vom STAT-Typ identifiziert wer-

den (Gao Q et al. 2004). Die strukturellen Unterschiede zu der Src-SH2-Domäne be-

stätigen weiterhin den frühen evolutionären Ursprung der STAT-SH2-Domäne  

(Gao Q et al. 2004). Dies führte zu der Annahme, dass die in der Evolution gut kon-

servierten STAT-Proteine wahrscheinlich die ursprüngliche SH2-Domäne beinhalten 

(Kisseleva et al. 2002).  

In der vorliegenden Arbeit über die Rolle die STAT-typische Linker-SH2-Domäne 

wurde gezeigt, dass Eingriffe in die flexible Domänenarchitektur mit einer Störung der 

STAT-vermittelten Signaltransduktion verbunden sein können. Die mutationsbedingte 

Destabilisierung der parallelen Konformation von phosphorylierten STAT1-Dimeren 

resultiert letztlich in einer inhibierten Aktivierung von IFN-gesteuerten Zielgenen. 

Dieses würde erklären, warum die Dephosphorylierungsmutante STAT1-K550A eine 

Hypophosphorylierung sowie eine supprimierte Genexpression zeigt. Als molekularer 

Mechanismus wird eine Destabilisierung der SH2-Phosphotyrosin-Interaktion mit ei-

ner Verlagerung des Gleichgewichtes zu einer antiparallelen Ausrichtung der mutier-

ten Proteine vorgeschlagen. Diese Ergebnisse zeigen, dass eine optimale STAT1-

induzierte Genexpression nicht durch stabile SH2-Phosphotyrosin-Bindungen  

erzwungen werden kann. Die JAK-STAT-Signalweiterleitung ist demnach nicht auf 

eine rigide Molekülstruktur der dimeren STAT1-Moleküle, sondern vielmehr auf  

Flexibilität bei der Bildung und Lösung von transkriptionell aktiven Dimeren angelegt.  

Der dynamische Wechsel zwischen einer parallelen sowie antiparallelen Dimer-

Konfiguration scheint somit unabdingbar zur effizienten STAT1-vermittelten Signal-

transduktion beizutragen. Der Mechanismus der Konformationsänderung von phos-

phorylierten STAT1-Dimeren ist allerdings bislang nur unzureichend verstanden. Hier 

müssen sich weitere Experimente anschließen, um aus molekularer Sicht den  

Vorgang des Konformationswechsels im Detail analysieren zu können. Mithilfe von 

weiteren Mutationsexperimenten ließen sich vielleicht andere AS-Reste identifizieren, 

die sich entgegengesetzt auf die Stabilität der SH2-Phosphotyrosin-Interaktion aus-

wirken. Das hier vorgeschlagene Modell, welches der Linker-Domäne eine essentiel-

le Funktion bei dem Wechsel zwischen zwei Dimer-Konfigurationen und möglicher-

weise auch einem Monomerenaustausch zuweist, könnte sicherlich durch die  

Identifizierung einer Punktmutante in der Linker-Domäne mit gegenteiligem Phäno-
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typ, nämlich einer Stabilisierung der SH2-pTyr-Interaktion, eindrucksvoll bestätigt 

werden. Durch die Stabilisierung der parallelen Konformation müsste diese Mutante 

ein höheres Phosphorylierungsniveau aufweisen, hätte vermutlich eine verlängerte 

Phase der IFN-induzierten Kernakkumulation und würde eine insgesamt verminder-

te Sensitivität gegenüber Staurosporin besitzen, wodurch eine hochaffine Bindung an 

DNA-Sonden resultieren würde. Erwartet wird, dass eine solche Mutante allerdings 

ebenfalls mit einer reduzierten Genexpression assoziiert ist. Nicht ausgeschlossen 

werden kann, dass sich die hier vorgestellten STAT1-Mutanten bei Patienten mit  

Immundefekten finden lassen, wo sie als Missense-Mutationen kausal für das Krank-

heitsbild verantwortlich sind. 
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5. Zusammenfassung 

 

STAT1 (Signaltransduktor und Aktivator der Transkription 1) gehört zu einer evolutio-

när hochkonservierten Proteinfamilie, die eine essentielle Rolle bei der Weiterleitung 

von Zytokinsignalen spielt. Das STAT1-Protein ist bei zahlreichen biologischen Pro-

zessen, wie etwa der Zellproliferation oder der Steuerung der Immunantwort, von 

Bedeutung und gehört zu einer der am besten untersuchten humanen Trans-

kriptionsfaktoren. Bekannt ist, dass die über STAT1 vermittelte Signaltransduktion 

durch eine Rezeptor-assoziierte Phosphorylierung eines kritischen Tyrosinrestes im 

carboxyterminalen Molekülbereich von STAT1 initiiert wird. Nach der Ausbildung von 

transkriptionell aktiven Dimeren translozieren diese in den Zellkern und binden auf 

den Promotoren von Interferon-gesteuerten Zielgenen. In dieser Arbeit wurden 

Punktmutanten in der Linker-Domäne des STAT1-Moleküls generiert, um die Bedeu-

tung der reziproken SH2-Phosphotyrosin-Interaktion bei der Bildung von  

tyrosinphosphorylierten Dimeren in funktioneller Hinsicht studieren zu können. Die 

Substitution eines kritischen Lysinrestes in Position 550 im STAT1-Protein zu Alanin 

oder Glutamat war mit einer im Vergleich zum Wildtyp-Molekül verminderten Tyrosin-

phosphorylierung und einer verkürzten nukleären Akkumulationsphase der mutierten 

Proteine nach Stimulation von transient exprimierenden Zellen mit Interferon- 

(IFNverbunden. Bei normaler Dissoziationskinetik von STAT1-spezifischen DNA-

Sequenzen fanden sich für die K550-Mutanten erhöhte In-vitro- und In-vivo-

Dephosphosphorylierungsraten und identifizierten diese damit als gegenüber dem 

Wildtyp-Protein bevorzugte Substrate der inaktivierenden TC45-Phosphtase. Die mu-

tationsbedingte Destabilisierung in der Architektur der Linker-Domäne resultierte in 

einer supprimierten Aktivierung von IFN-gesteuerten Zielgenen, wobei die Sig-

nalamplitude von der Ladung der eingeführten Seitengruppe bestimmt wurde. Zu-

sammenfassend zeigen diese Beobachtungen, dass der Linker-Domäne eine wichti-

ge Bedeutung bei der Regulation der Tyrosindephosphorylierung zukommt und un-

terstreichen überdies deren Rolle bei dem vermuteten Austausch zwischen einer pa-

rallelen und antiparallelen Dimerkonformation, die für eine optimale Genexpression 

essentiell ist. 
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5.1 Summary 

Signal transducers and activators of transcription (STATs) constitute an evolutionary 

highly conserved protein family, which play distinct roles in cytokine signaling. The 

family member STAT1, probably one of the best-studied human transcription factors, 

is engaged in numerous biological processes, such as cell proliferation and control of 

immune responses. It is well known that signaling via STAT1 is initiated by receptor-

associated JAK kinases, which phosphorylate a single tyrosine residue in the STAT1 

carboxy-terminal domain. Consequently, tyrosine-phosphorylated STAT1 dimers 

translocate to the nucleus, where they bind to palindromic DNA sequences in the 

promoter regions of interferon- (IFN-responsive genes, termed gamma-activated 

sites. In this thesis, I have generated point mutants in the linker domain of STAT1 in 

order to study in more detail the significance of reciprocal SH2-phosphotyrosine in-

teractions for IFN-drivengene expression. Substitution of either alanine or glutamate 

for a critical lysine at position 550 significantly decreased the level of STAT1 tyrosine 

phosphorylation upon stimulation of cells with IFN. Furthermore, IFN-induced  

nuclear accumulation was shortened in the presence of the mutation as compared to 

the wild-type molecule. Despite normal dissociation kinetics from GAS sites, the two 

K550 mutants showed increased dephosphorylation rates when exposed in vitro to 

the recombinant STAT1-inactivating TC45 phosphatase. Interestingly, the two  

mutants demonstrated reduced transcriptional activity on both artificial reporter gene 

constructs and endogenous STAT1-mediated target genes. In summary, these data 

indicate the STAT1 linker domain is required for maintaining sufficient amounts of 

tyrosine-phosphorylated STAT1 by protecting transcriptionally active dimers from 

their premature enzymatic inactivation.  
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