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Einleitung

1. Einleitung

Im Rahmen der Evolution hat sich ein komplexes Kommunikationssystem zwischen
einzelligen und mehrzelligen Organismen entwickelt, bei dem die Signaltransduktion
zur Aufrechterhaltung physiologischer Zellfunktionen einen entscheidenden Beitrag
leistet. Einer der phylogenetisch altesten und am besten untersuchten Signaltransduk-
tionswege ist der JAK(Janus-Kinase)-STAT-Signalweg (Levy und Darnell 2002). Sig-
naltransduktoren und Aktivatoren der Transkription (STATS) stellen als eine bekannte
Klasse von Transkriptionsfaktoren, die mit der Signalweiterleitung und Transaktivie-
rung eine duale Funktion aufweisen, eine zentrale Komponente dieses Signalweges
dar (Darnell 1997; lhle 2001; Levy und Darnell 2002). Sie wurden erstmals bei der
Untersuchung der humanen Interferon(IFN)-abh&ngigen Genaktivierung entdeckt (Fu
et al. 1992; Schindler et al. 1992a) und seitdem in zahlreichen Organismen, wie dem
Schleimpilz Dictyostelium, Nematoden und Insekten wie auch Vertebraten, nachge-
wiesen (Yan et al. 1996; Kawata et al. 1997; Liu et al. 1999; Barillas-Mury et al. 1999;
Oates et al. 1999; Pascal et al. 2001; Sung et al. 2003).

Die evolutionare hochkonservierte STAT-Proteinfamilie stellt eine zentrale Kompo-
nente im Signaltransduktionsweg dar, indem sie zwischen Liganden-gebundenen Zy-
tokin-Rezeptoren an der Plasmamembran und der Gentranskription im Zellkern ver-
mittelt und somit eine wichtige Rolle in zahlreichen zellularen Prozessen, wie Wachs-
tumskontrolle, Proliferation und Immunaktivierung, spielt. Identifiziert wurden bisher
sieben Mitglieder der humanen STAT-Familie (STAT1, STAT2, STAT3, STATA4,
STAT5a, STAT5b und STAT®6), die eine Lange von 750-850 Aminosaureresten auf-
weisen und dabei in den ersten 700 Aminosauren (AS) eine Sequenzhomologie von
28 - 40 % besitzen (Levy und Darnell 2002; Schindler und Darnell 1995). Die geneti-
sche Information von STAT1 und STATA4 liegt im menschlichen Genom auf Chromo-
som 2 und die von STAT2 und STAT6 auf Chromosom 12, wahrend Gene auf Chro-
mosom 17 fur STAT3, STAT5a und -5b kodieren (Copeland et al. 1995; Darnell 1997).
Die sieben STAT-Mitglieder bestehen funktionell aus einem proteolytisch abspaltba-
ren, konservierten Aminoterminus, einem Kernfragment bestehend aus einem Vier-
Helix-Blundel, einer DNA-Bindedoméne und Linker-Doméne sowie einer klassischen
SH2-Domane (Abb. 1) (Darnell 1997; Levy und Darnell 2002; Lim und Cao 2006). An
das Kernfragment schlief3t sich die letzte, fur die Transaktivierung essentielle carboxy-
terminale Domaéane an, in der sich beim STAT1-, STAT2-, STAT3, STAT5a-, STAT5b-

und STAT6-Protein ein hochkonservierter Tyrosinrest an Position 701 befindet, der
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von JAK-Kinasen phosphoryliert wird (Shuai et al. 1993a; Vinkemeier et al. 1998). Fur
kooperative DNA-Bindung zwischen verschiedenen STAT1-Dimeren sind die ersten
~100 AS notwendig (Vinkemeier et al. 1996; Vinkemeier et al. 1998). Durch alternative
Spleilvorgange oder proteolytischen Abbau wird die Variation der STAT-Proteine
(STAT1, STAT3, STAT4, STATS und STAT6) weiter erhoht, indem funktionell unter-
schiedliche STAT-Isoformen gebildet werden (Horvath 2000; Schaefer et al. 1995;
Schindler et al. 1992a; Wang et al. 1996). Aus den gleichen DNA-Sequenzen bei-
spielsweise von STAT1 und STAT3 entstehen anhand des Spleil3vorganges jeweils
zwei STAT-Isoformen (STAT1la bzw. STAT3a sowie STAT1B bzw. STAT3p) von un-
terschiedlicher Lange, von der die B-Isoform am carboxyterminalen Ende trunkiert vor-
liegt. Bei STAT1 ist das carboxyterminale Ende der B-Isoform nach dem Spleil3vorgang
um 38 AS kirzer als die a-Isoform (Darnell 1997; Horvath 2000; Schindler et al.
1992a). Dies hat Auswirkungen auf die transkriptionelle Aktivitat von STAT1, STATS3,
STAT5a und STAT5b, denn durch das SpleiRen wird die Transaktivierungsdoméane
mitsamt eines konservierten Serinrests, der von Serin-Threonin-Kinasen phosphory-
liert wird, entfernt. Die Phosphorylierung dieses Serinrests in Position 727 der Trans-
aktivierungsdomane ist fir eine maximale transkriptionelle Aktivitat notwendig (Decker
und Kovarik 2000; Horvath 2000; Lodige et al. 2005; Wen et al. 1995).

N

,\Q
i~ ND | ccp . [llznlAn—COOH

1 13 317 488 576 712

Kernfragment

Abb. 1: Charakteristischer Aufbau der STAT1-Proteine aus sechs funktionellen Do-
manen. Dargestellt ist die Domanenstruktur der STAT-Proteine am Beispiel von STAT1a:
N- bzw. aminoterminale-Domane (ND), Coiled-coil-Doméane (CCD) bzw. 4-Helix-Blndel,
DNA-Bindedomane (DBD), Linker-Domane (LD), Src-Homologie-2-Doméane (SH2D) sowie
Transaktivierungsdoméne (TAD). Das Kernfragment mit seinen vier funktionellen Doma-
nen wird vom Aminoterminus und der carboxyterminalen Doméane eingerahmt. Durch die

JAK-Kinase wird das STAT1a-Protein am Rest Y701 phosphoryliert.
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Das Grindungsmitglied STATL1 ist wahrscheinlich das am besten untersuchte Mitglied
der humanen STAT-Familie, welches im JAK-STAT-Signaltransduktionsweg IFN-Sig-
nale zur Veranderung der Genexpression Ubermittelt. Eine Vielzahl von Hormonen,
Zytokinen und Wachstumsfaktoren stimulieren diesen Signalweg und gewahrleisten
somit, dass eintreffende Informationen an membranstandigen Rezeptoren bis in den

Nukleus weitergeleitet werden (Darnell 1997; Levy und Darnell 2002; Williams 1999).

Zytokine sind ~ 15-25 kDa groRRe Glykoproteine mit einer Ladnge von 100-200 AS, die
im Rahmen der Zellkommunikation als extrazellulare Botenstoffe dem Informations-
austausch dienen. Sie l6sen mit ihrer Bindung an ihre spezifischen extrazellularen
Transmembranrezeptoren eine Kaskade von Tyrosin-Phosphorylierungsreaktionen
aus, die von Kinasen der Janus-Familie (JAKs) katalysiert werden und zur Aktivierung
der STAT-Molekule fuhren (Levy und Darnell 2002). Derzeit sind mehr als 50 Zytokine
bekannt. Fur den JAK-STAT-Signalweg relevante Zytokine sind unter anderem Inter-
ferone, Interleukine, Erythropoetin, Somatotropin, Prolaktin und Thrombopoetin, die
als Liganden an JAK-assoziierte Rezeptoren binden. Aufgrund einer intrinsischen Ty-
rosinkinaseaktivitat einiger Rezeptoren kdnnen STAT-Proteine auch direkt phospho-
ryliert werden. Dazu z&ahlt der Rezeptor fir den epidermalen Wachstumsfaktor (EGF),
der Plattchen-Wachstumsfaktor (PDGF) und der Rezeptor fiir den Kolonie-stimulieren-
den Faktor 1 (CSF-1) (Darnell 1997; Levy und Darnell 2002). Des Weiteren zeigte sich
auch, dass sie durch verschiedene G-Protein-gekoppelte Transmembran-Rezeptoren,
wie den T-Zell-, CD40-, Serotonin-5HTA2A- und Angiotensin-lI-Rezeptorkomplex,

phosphoryliert werden.

Eine fur diese Arbeit wichtige und fur die STAT-Aktivierung relevante Zytokingruppe
ist die der Interferone, und davon findet das IFNy besondere Beachtung. Interferone
werden in drei Hauptklassen eingeteilt, wobei IFNy als einziges Mitglied der Gruppe
dem Typ-lI-Interferon angehort. Isaacs und Lindemann beschrieben erstmals 1957 In-
terferone im Zusammenhang mit Virusinfektionen als Befahigung zur Interferenz
(Isaacs und Lindenmann 1957). Anhand kristallographischer Darstellungen konnte
ihre Vier-Helix-Struktur identifiziert und ebenfalls in Gber 50 weiteren Zytokinen expe-
rimentell dargestellt werden (Ealick et al. 1991; Schindler und Plumlee 2008; Senda et
al. 1992). Interferone weisen eine vielfaltige biologische Wirksamkeit auf, indem sie
Einfluss auf immunologische Prozesse nehmen und antiproliferative sowie antivirale
Eigenschaften besitzen. Die groRe Gruppe der Typ-I-Interferone, von denen die Sub-

typen IFNa sowie IFNB, IFNg, IFNk und IFNw in humanem Gewebe nachgewiesen
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wurden (Lefévre und Boulay 1993; Pestka et al. 2004; Roberts et al. 1991; Steppard
et al. 2003), zeigen ihre antivirale Eigenschaft, indem sie die Zytotoxizitat von natir-
lichen Killerzellen (NK-Zellen), T-Zellen und Monozyten induzieren (Clemens 2003;
Evinger et al. 1981; Herberman et al. 1982; Pestka et al. 2004), wohingegen IFNy (Typ-
[I-Interferon) von NK-Zellen und aktivierten T-Zellen freigesetzt wird und daraufhin wei-
tere immunkompetente Zellen aktiviert (Boehm et al. 1997). Interferone sind im Rah-
men der Immunabwehr Uber einen Interferon-regulatorischen Faktor (IRF-1, interfe-
ron-regulatory factor 1)-abhéangigen Weg zur Hochregulierung der Haupthistokompa-
tibilitatskomplexe | (MHC-I, major histocompatibility complex 1) an der Oberflache kern-
haltiger Zellen beféahigt (Chang et al. 1992). Die Expression von MHC-Klasse-II-Mole-
kilen kann allerdings allein durch IFNy gesteuert werden, wobei CIITA (MHC class Il
transactivator) der Hauptregulator der MHC-II-Transkription ist (Boehm et al. 1997;
Drozina et al. 2005; Mach et al. 1996; Schroder et al. 2004). Dieser Transaktivator wird

in reifen B-Zellen wie auch in dendritischen Zellen konstitutiv exprimiert.

Die IFN-vermittelte Aktivierung des JAK-STAT-Signalweges erfolgt durch deren Inter-
aktion mit den entsprechenden Rezeptoren, wie beispielsweise fur IFNy mit dem Inter-
feron-y-Rezeptor (IFNGR), einem Klasse-II-Zytokinrezeptor, der an der Zelloberflache
samtlicher kernhaltiger Zellen exprimiert wird (Langer und Pestka 1988). Dieser setzt
sich aus je zwei Untereinheiten, IFNGR1 und IFNGR2 oder synonym oa-Kette (IFNyRa)
und pB-Kette (IFNyRp), zusammen und besteht, wie alle Zytokinrezeptoren, jeweils aus
drei Domanen: einer Liganden-bindenden extrazellularen Domane, einer die Zell-
membran durchquerenden Transmembran-Domane und einer intrazellularen carboxy-
terminalen Doméne (Bach et al. 1997; Boehm et al. 1997; Greenlund et al. 1995). Da
der Rezeptor keine intrinsische Tyrosinkinaseaktivitat besitzt, sind zur Autophospho-
rylierung des Rezeptors und somit zur Aktivierung der STAT-Proteine Rezeptor-asso-
ziierte Janus-Kinasen (JAK1, JAK2) notwendig, die auf zytoplasmatischer Seite der
Zellmembran nicht-kovalent an den Rezeptor gebunden sind (Bach et al. 1997; Darnell
et al. 1994; Muller et al. 1993; Schindler und Darnell 1995).

Die Familie der Rezeptor-assoziierten Janus-Kinasen umfasst bei Saugetieren nach
heutigem Wissensstand vier Mitglieder (JAK1, JAK2 und JAK3 sowie TYK2), denen
allen vier gemein ist, dass sie Uber eine carboxyterminale Kinase-Doméane sowie eine

in Nachbarschaft lokalisierte, funktionell inaktive homologe Doméne verfiigen (Boehm
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et al. 1997; Levy und Darnell 2002; Schindler und Darnell 1995). JAK1 und JAK2 initi-
ileren die Auto- bzw. Transphosphorylierung nach IFNy-Stimulation sowie JAK1 und
TYK2 im IFNo/p-vermittelten JAK-STAT-Signalweg (Darnell et al. 1994; Mdller et al.
1993).

Funktionell aktives IFNy induziert durch Bindung an seinen Rezeptor auf der Zellober-
flache eine Oligomerisierung der jeweils zwei Rezeptor-Untereinheiten IFNGR1
/IFNGR2, woraufhin die Janus-Kinasen 1 und 2 durch Phosphorylierung aktiviert wer-
den (Abb. 2). Die aktivierten JAKs transphosphorylieren Tyrosinreste in Position 440
der intrazellularen Doméne des IFNGR1, wodurch Phosphotyrosin-Andockstellen ent-
stehen, die eine Rekrutierung von STAT1-Proteinen Uber einen spezifischen Arginin-
rest in Position 602 ihrer SH2-Doméne an das carboxyterminale Rezeptorende ermog-
lichen (Darnell et al. 1994; Greenlund et al. 1995). Anschlie3end fuhrt die Phosphory-
lierung der STATs an einem invarianten Tyrosinrest des STAT1-Carboxyterminus
(Y701) durch die JAKs zur Ausbildung von Phospho-STAT1-Homodimeren, die inner-
halb weniger Minuten im Zellkern akkumulieren (Schindler et al. 1992b; Shuai et al.
1992; Shuai et al. 1993a; Shuai et al. 1994). Durch reziproke SH2-Phosphotyrosin-
Wechselwirkungen werden die STAT1-Monomere in einer parallelen Dimer-Konforma-
tion stabilisiert (Shuai et al. 1994). Im Zellkern binden die STAT1-Homodimere an
palindrome Gamma-aktivierte Stellen (GAS) mit einer Konsensussequenz 5" -TTC(N)s-
4GAA-"3 in den Promotorregionen und induzieren als Zytokin-vermittelte Transkripti-
onsfaktoren die Expression von IFNy-abhangigen Genen (Darnell et al. 1994; Decker
et al. 1997; Ehret et al. 2001; Horvath et al. 1995).
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Abb. 2: Kanonischer JAK-STAT-Signalweg der STAT1-Tyrosin-Phosphorylierung
durch IFNy-Stimulation. Die Bindung von IFNy fuhrt zur Oligomerisierung der spezifischen
Rezeptoruntereinheiten, zur Autophosphorylierung der Janus-Kinasen 1/2 sowie zur Phos-
phorylierung der intrazellularen IFNGR1-Domane, wodurch Andockstellen fiir STAT1-Mo-
lekule generiert werden. Nach Phosphorylierung der STAT1-Monomere l6sen sich diese
vom Rezeptor, bilden STAT1/STAT1-Homodimere aus und gelangen in den Zellkern, wo
sie durch Bindung an spezifische Zielsequenzen, den sog. Gamma-aktivierten Stellen
(GAS), die Genexpression induzieren. NPC steht fur nukleéarer Porenkomplex.

Nach ihrer Dissoziation von der DNA werden die STAT1-Dimere durch nukleare Phos-
phatasen, wie die T-Zell-Protein-Tyrosin-Phosphatase (TC45), dephosphoryliert (Has-
pel und Darnell 1999; Haspel et al. 1996; ten Hoeve et al. 2002). Die Tyrosin-Phos-
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phatase SHP-2 (SH2-containing phosphatase 2) weist ebenso eine nuklear dephos-
phorylierende Aktivitat auf, jedoch besitzt sie eine dual-spezifische Funktion, indem sie

STAT1 sowohl am Tyrosin- als auch am Serinrest deaktiviert (Wu et al. 2002).

Neben diesen, den JAK-STAT-Signalweg negativ regulierenden Phosphatasen, grei-
fen weitere regulatorische Proteine auf unterschiedlichen Ebenen des Signalweges
ein, um anhaltende Zielgenaktivierung oder deren Fehlregulation zu verhindern, die zu
Krebs oder durch tberschieRende Immunreaktionen zu Erkrankungen des Immunsys-
tems fuhren kénnen (Shuai 2000; Shuai und Liu 2005; Wormald und Hilton 2004). Die
konstitutiv exprimierte Tyrosin-Phosphatase SHP-2 agiert nicht nur im Zellkern, son-
dern ist neben SHP-1 (SH2-containing phosphatase 1) und PTP1B (protein tyrosine
phosphatase 1B) maRgeblich an der Tyrosin-Dephosphorylierung im Zytoplasma be-
teiligt (Levy und Darnell 2002; Rawlings et al. 2004; Starr und Hilton 1999; Wormald
und Hilton 2004; Wu et al. 2002). Mit ihrer Bindung an phosphorylierte Janus-Kinasen
oder aktivierte Rezeptoren verhindern sie die weitere Phosphorylierung der STAT-Pro-

teine.

Des Weiteren kontrollieren SOCS-Proteine 1-7 (suppressors of cytokine signalling),
denen auch CIS (cytokine-inducible SH2-domain-containing protein) angehort, die Sig-
nalweiterleitung im Zytoplasma. SOCS1-7 inhibieren die STAT-Aktivierung am Rezep-
tor durch Bindung an der katalytischen Region der JAKs, wohingegen CIS die Inakti-
vierung durch Bindung an den phosphorylierten Rezeptor durchfiihrt (Levy und Darnell
2002; Rawlings et al. 2004; Starr und Hilton 1999). Im Nukleus kann die Zytokin-indu-
zierte Genaktivierung aulRerdem durch PIAS-Proteine (protein inhibitors of activated
STATs) moduliert werden (Shuai und Liu 2005). Es zeigte sich, dass PIASL1 ein spezi-
fischer STAT1-Inhibitor ist sowie PIAS3 spezifisch mit STAT3 interagiert (Chung et al.
1997; Liu et al. 1998; Starr und Hilton 1999). Die hier genannten Proteine, die fur die
Inhibition des JAK-STAT-Signalweges notwendig sind, werden haufig selber durch
STATs transkriptionell reguliert (Levy und Darnell 2002; Starr und Hilton 1999) und

unterliegen somit einem negativen Feedback-Mechanismus.

Der Transport von phosphorylierten STAT-Proteinen aus dem Zytoplasma in den Zell-
kern geschieht Uber einen nuklearen Porenkomplex (NPC), da STAT1-Dimere mit ei-
nem Molekulargewicht von ~ 180 kDa die Kernmembran nicht durch freie Diffusion

passieren konnen (Mattaj und Engelmeier 1998; Meyer und Vinkemeier 2004; Weis
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1998). Dieser NPC, der wie eine Art Tunnel aufgebaut ist, interagiert mit seinen Nuk-
leoporinen Uber hydrophobe Phenylalanin-/Glycin-reiche Sequenzen mit l6slichen
Transportfaktoren (Fahrenkrog et al. 2004; Nigg 1997; Wente und Rout 2010), wie den
Importinen und Exportinen, die zur Familie der Karyopherine zahlen (Macara 2001;
Rout et al. 2003). Importine erkennen die zu transportierenden Cargo-Proteine tber
die sogenannte NLS-Sequenz (nuclear localization signal), eine spezielle Abfolge ba-
sischer Aminosauren (Fahrenkrog et al. 2004; Koerner et al. 2003; Weis 1998), binden
diese an Nukleoporine und importieren sie in den Zellkern. Bei STAT1 konnte kein
klassisches NLS, sondern nur ein Dimer-spezifisches NLS (dsNLS) im Bereich der
DNA-Bindedoméne nachgewiesen werden (Fagerlund et al. 2002; McBride et al. 2002;
Meyer et al. 2002). Dieses konservierte NLS ist den Importinen nur in paralleler Dimer-
konformation zuganglich, welches eine vorherige Phosphorylierung der STAT-Prote-
ine voraussetzt. Importine kénnen weder mit STAT-Monomeren noch mit unphospho-
rylierten STAT-Dimeren interagieren. Der Import der phosphorylierten STAT1-Dimere
als Cargo-Proteine erfolgt tber einen Importin-o/pB-Komplex, bestehend aus zwei Im-
portin-a5-Molekilen sowie gebundenem Importin-f, wobei STAT1 mithilfe des NLS an
Importin-a5 bindet (Fagerlund et al. 2002; McBride et al. 2002; Nardozzi et al. 2010;
Sekimoto et al. 1997). Importin-B wiederum interagiert mit den Nukleoporinen sowie
mit der Ran-abhangigen GTPase, welche die Energie fur den aktiven nukleozytoplas-
matischen Transport liefert (Mattaj und Engelmeier 1998; Gorlich und Kutay 1999).
Ran-GTP istim Zellkern fur die Trennung des Importin-Cargo-Komplexes, als auch fur
die Bindung des Cargo-Proteins an Exportin (Weis 1998), wie CRM1 (chromosome
region maintenance 1), verantwortlich. STAT1 interagiert mit CRM1 Uber ein spezifi-
sches leucinreiches nukleares Exportsignal (NES), das in der Coiled-coil-Doméne
identifiziert wurde, und wird somit tber den NPC zurlck ins Zytoplasma geschleust
(Beqitt et al. 2000; Mattaj und Engelmeier 1998; Meyer et al. 2003). STAT-Molekile
werden nur im dephosphorylierten Zustand tber den nuklearen Export aus dem Zell-
kern transportiert, somit hangt die Dauer der Kernakkumulation der STAT-Proteine von
der DNA-Bindung ab, denn nur ungebundene STAT-Dimere werden von den nukle-
aren Phosphatasen, wie die TC45, erkannt und dephosphoryliert (Haspel und Darnell
1999; Meyer et al. 2003; ten Hoeve et al. 2002).

In weiteren Experimenten konnte gezeigt werden, dass unphosphorylierte STAT1-Mo-

lekile auch unabhangig von Zytokin-Stimulation stetig zwischen dem Zytoplasma und
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der Zellmembran in beide Richtungen translozieren und dass dieser Transportmecha-
nismus ohne metabolische Energie ablauft (Marg et al. 2004; Meyer et al. 2002). Dabei
interagieren STAT1-Aminosaurereste der Linker-Doméane mit Phenylalanin-/Glycin-
reichen Sequenzen (FG-Motive) der Nukleoporine Nup153 sowie Nup214 (Marg et al.
2004). Diese sind zum einen auf der nukledren Seite des NPCs (Nup153) und zum

anderen auf der zytoplasmatischen Seite (Nup214) lokalisiert (Paulillo et al. 2005).

Kristallographische Analysen DNA-gebundener STAT1- sowie STAT3-Homodimere in
phosphorylierter Form (Becker et al. 1998; Chen et al. 1998) und STATa aus
Dictyostelium discoideum ohne DNA-Bindung (Soler-Lopez et al. 2004) ergaben erste
Hinweise auf eine dreidimensionale Struktur der STAT-Proteine. Diese Darstellungen
wiesen ebenso auf unterschiedliche Konformationen der DNA-gebundenen STATI1-
und STAT3-Dimere im Vergleich zu den ungebundenen D-STAT-Dimeren hin (Soler-
Lopez et al. 2004), was durch weitere Vervollstdndigung der kristallographischen Aus-
wertungen mittels dreidimensionaler Darstellung von unphosphorylierten STAT1-Mo-
nomeren bestétigt werden konnte. STAT1-Dimere kénnen eine parallele sowie eine
antiparallele Konformation einnehmen, wobei die SH2-Domanen des Dimers in der
parallelen Konformation in die gleiche Richtung zeigen, wéhrend sie antiparallel die
entgegengesetzte Ausrichtung einnehmen (Mao et al. 2005; Mertens et al. 2006;
Wenta et al. 2008; Zhong et al. 2005). Ebenso wurde eine flexible Region zwischen
dem N-Terminus und der Coiled-coil-Doméane nachgewiesen, die eine Umlagerung der
zwei Konformationszustande ermoglichen soll (Mertens et al. 2006). Reziproke SH2-
Phosphotyrosin-Wechselwirkungen stabilisieren die Dimere in der parallelen Konfor-
mation, wahrend die antiparallele Konformation dagegen tber aminoterminale Wech-
selwirkungen und Interaktionen der Coiled-coil-Doméne mit der DNA-Bindedoméne
stabilisiert wird. Die zwei verschiedenen Konformationen der STAT-Dimere unter-
scheiden sich funktionell voneinander. Demnach muss STAT1 die parallele Form ein-
nehmen, um an die DNA zu binden, und in der antiparallelen Form vorliegen, um von
der Phosphatase TC45 dephosphoryliert sowie aus dem Nukleus exportiert werden zu
konnen (Mao et al. 2005; Mertens et al. 2006; Wenta et al. 2008; Zhong et al. 2005).

Eine der wichtigsten Funktionen der aminoterminalen Domane (ND) ist die Vermittlung
von Protein-Protein-Interaktionen, die eine Voraussetzung fir die Tetramerisierung
von STAT-Dimeren, was auch als sogenannte kooperative DNA-Bindung bezeichnet

wird, darstellt (John et al. 1999; Xu et al. 1996). Im Rahmen von Mutationsexperimen-
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ten wurde ein konservierter Phenylalaninrest in Position 77 der aminoterminalen Do-
mane von STAT1 (Position 81 von STAT5) nach Alanin mutiert und dessen anschlie-
Render Verlust zur Oligomerisierung nachgewiesen (Meyer et al. 2004). Ebenso
konnte festgestellt werden, dass der Konformationsshift maf3geblich durch die ami-
noterminale Domane beeinflusst wird (Mao et al. 2005; Mertens et al. 2006; Meyer et
al. 2004).

Auch die Coiled-coil-Doméane, oder Vier-Helix-Biindel genannt, bestehend aus vier an-
tiparallelen a-Helices, dient der Protein-Protein-Wechselwirkung, die beispielsweise
eine Bindung Uber die DBD zwischen den zwei STAT-Monomeren herstellt und zur
Stabilisierung der antiparallelen Konformation beitragt (Mertens et al. 2006; Zhong et
al. 2005). Des Weiteren interagiert sie mit Transkriptionsfaktoren und enthalt eine leu-

cinreiche, helikale Region als nukleéres Exportsignal (NES) (Begitt et al. 2000).

Die DNA-Bindedomane (DBD) von STAT1 setzt sich aus den Aminosauren 317 - 487
zusammen und weist eine mit der DBD der Transkriptionsfaktoren NFkB und p53 ver-
gleichbare Immunglobulin-ahnliche Struktur auf, die in mehreren R3-Faltblattern und
Schleifen angeordnet ist (Chen et al. 1998). Neben dem bereits oben beschriebenen
NLS, das in der DBD nachgewiesen werden konnte und den Kernimport von STAT1
durch Bindung an Importin-a5 gewahrleistet (Fagerlund et al. 2002; McBride et al.
2002; Meyer et al. 2002), stellt die Interaktion mit palindromischen DNA-Sequenzen
die Hauptfunktion dieser Doméne dar. Jedes STAT1-Monomer interagiert dabei mit
einer halben palindromischen (GAS-)Sequenz der DNA-Doppelhelix (Chen et al. 1998;
Decker et al. 1997). Ein konservierter Bereich innerhalb der Aminosaurereste 400-500
der DBD ist fur die DNA-Bindung maRgeblich und wies nach Mutationen in diesem
Bereich eine reduzierte DNA-Affinitat auf (Darnell 1997; Horvath et al. 1995; Yang et
al. 2002).

Mit ihren AS-Resten ~ 577 - 683 ist die SH2-Doméane die am hdchsten konservierte
Doméne der STAT-Proteine (Chen et al. 1998; Schindler und Darnell 1995). Allgemein
sind SH2-Domanen durch spezifische Erkennung sowie Bindung von Phosphotyrosin-
motiven fir die Signalweiterleitung von Bedeutung (Mayer und Hanafusa 1990; Mayer
et al. 1991). Speziell in den STAT-Proteinen vermitteln sie auf der einen Seite die Re-
krutierung von STAT-Molekilen an phosphorylierte, membranstandige Rezeptoren
oder intrazellulare Tyrosinkinasen (Becker et al. 1998; Greenlund et al. 1994; Shuai et

al. 1994), und auf der anderen Seite sind sie fir die Homo- und Heterodimerisierung
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von phosphorylierten STAT-Monomeren essentiell (Chen et al. 1998; Shuai et al.
1993b, 1994). Diese erfolgt Uber reziproke Wechselwirkungen der STAT-Protomere
und wird Uber einen konservierten Argininrest in Position 602 der SH2-Domé&ne von
STAT1 initiiert, indem dieser einen Phosphotyrosinrest in Position 701 des kontralate-
ralen STAT-Monomers erkennt. Durch die reziproken SH2-Phosphotyrosin-Wechsel-
wirkungen kommt es zur Ausbildung stabiler STAT1-Homodimere in paralleler Konfi-
guration (Wenta et al. 2008). Der Argininrest in Position 602 der Phosphotyrosin-Bin-
detasche der SH2-Domaéne ist fur die Rezeptorbindung und Dimer-Bildung essentiell.
Wird dieser Rest mutiert, verliert STAT1 die Fahigkeit zur Dimerisierung (Chen et al.
1998; Shuai et al. 1993b, 1994).

An die SH2-Domane schliel3t sich die carboxyterminale Transaktivierungsdoméne
(TAD) an. In dieser Domane ist der fur den weiteren Signalverlauf entscheidende kri-
tische Tyrosinrest 701 (Schindler et al. 1992a; Shuai et al. 1993a) sowie der fur die
maximale transkriptionelle Aktivitat bedeutsame konservierte Serinrest 727 lokalisiert
(Darnell 1997; Wen et al. 1995). Dieser befindet sich allerdings nur in der a-Isoform
des STATL1, denn mit dem SplieBvorgang des carboxyterminalen Endes wurde der
Serinrest in der B-Isoform entfernt (Darnell 1997; Horvath 2000). Diese carboxytermi-
nal verkurzte STAT1-Variante (STAT1p) kann zwar nach Tyrosin-Phosphorylierung di-
merisieren und DNA binden, jedoch keine Zielgene aktivieren. Dartber hinaus ist die
TAD neben der aminoterminalen Domane an Protein-Protein-Interaktionen beteiligt
und bindet wichtige transkriptionelle Koaktivatoren, wie das CREB-bindende Protein
(CBP) und p300 (Darnell 1997; Korzus et al. 1998; Zhang et al. 1996). Ebenso wurden
Interaktionen mit den Proteinen NCoAl, BRCA1 und MCM5 nachgewiesen (Litterst
und Pfitzner 2001; Ouchi et al. 2000; Zhang et al. 1998). Als weitere Funktion induziert
die TAD den Stress-vermittelten Zelltod (Janjua et al. 2002; Stephanou und Latchman
2003).

Besondere Beachtung findet in dieser Arbeit die Linker-Doméne der STAT1-Proteine.
Diese umfasst ~ 87 AS-Reste (488 - 575), besteht aus mehreren a-Helices und ist
zwischen der DBD und der SH2-Domane lokalisiert (Chen et al. 1998). Sie gehdrt ne-
ben der Coiled-coil-, der DNA-Binde- und der SH2-Doméane zum Kernfragment der
STAT-Proteine und ist an einem Zytokin-unabhangigen, nukleozytoplasmatischen
Transport beteiligt, indem Aminosaurereste der Linker-Domé&ne mit Nukleoporinen des
NPC interagieren und somit einen energiearmen Shuttle zwischen Zytoplasma und
Zellkern ermdglichen (Marg et al. 2004). In Mutationsexperimenten konnte bereits

11
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nachgewiesen werden, dass aufgrund einer veranderten Dissoziationsrate der STAT1-
Linker-Mutanten die transkriptionelle Aktivitat des Proteins herabgesetzt ist (Yang et
al. 1999; Yang et al. 2002). Diese Ergebnisse zeigen einen Einfluss der LD auf die
DNA-Bindung und damit indirekt auf die transkriptionelle Aktivitat, allerdings konnte in
weiteren Austauschversuchen keine generelle Einschréankung der DNA-Bindung be-
statigt werden. Abgesehen von diesen Erkenntnissen ist die LD funktionell noch wei-

testgehend unbekannt.

Daher ist das Ziel dieser Arbeit, durch Substitutionsexperimente der Linker-Doméane
weiterfihrende Erkenntnisse im Hinblick auf die veranderten Eigenschaften der mu-
tierten STAT1-Proteine sowie die Auswirkungen der einzelnen Punktmutanten auf den
JAK-STAT-Signalweg und ihren Phanotyp zu gewinnen. Neben der Rolle und Funktion
der Linker-Doméane des STAT1 im JAK-STAT-Signaltransduktionsweg wird zudem die

DNA-Bindedomé&ne durch Generierung einer Punktmutante genauer untersucht.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

Die in dieser Arbeit verwendeten Materialien sind im Folgenden aufgelistet.

2.1.1 Chemikalien

Agar
Ammoniumperoxodisulfat (APS)
Ampicillin

Borsaure

Bromphenol-Blau
Digitonin
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dithiothreitol (DTT)
Ethanol

Ethylendiamin-N,N,N",N"-
tetraessigsaure (EDTA)

Ethylenglycol-bis-(2-aminoethylether)-
N,N,N",N"-tetraessigsaure (EGTA)

Ficoll-Paque Plus
Formaldehyd 37% in H20
Glucose

Glycin

Glycerin

Glycylglycin

N-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazino-
ethansulfonsaure (HEPES)

Hefeextrakt
IGEPAL-CA-360
Kaliumchlorid

Kaliumdihydrogenphosphat

Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Carl Roth

AppliChem, Darmstadt
Carl Roth

Acros Organics, Geel, Belgien

Carl Roth

Amersham Bioscience, Freiburg
Sigma-Aldrich

Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth

Sigma-Aldrich

Carl Roth

Carl Roth
Sigma-Aldrich
Carl Roth
Merck
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Kaliumhydroxid
Kanamycin

Leptomycin B
Magnesiumchlorid-6-hydrat
Magnesiumsulfat
MegaTran 1.0
3-Mercaptoethanol
Methanol

Natriumcarbonat
Natriumchlorid
Natriumhydrogenphosphat
Natriumlaurylsulfat (SDS)

Natriumorthovanadat

Ortho-Nitrophenyl-3-D-Galactopyranosid

(ONPG)

Pefabloc SC

2-Propanol

Puromycin
Rinderserumalbumin (BSA)
Rotiphorese Gel 30, -Gel 40
Salzsaure

Staurosporin

N,N,N‘,N‘,-Tetramethylethylendiamin
(TEMED)

Tris-Hydrochlorid (Tris-HCI)

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
(Tris-Base)

Triton X-100
Trypton
Tween-20

Wasserstoffperoxid (H202)

Carl Roth

Sigma-Aldrich

LC Laboratories, Woburn, USA
Sigma-Aldrich

Carl Roth

Origene, Rockville, USA
Sigma-Aldrich

Carl Roth

Carl Roth

Sigma-Aldrich

Merck

Carl Roth

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Carl Roth
Carl Roth
Sigma-Aldrich
Carl Roth
Carl Roth
Carl Roth
Sigma-Aldrich
Carl Roth

Carl Roth
Carl Roth

Sigma-Aldrich
Carl Roth
Sigma-Aldrich
Carl Roth
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2.1.2 Radiochemikalien

Das eingesetzte a-[>3*P]-markierte Desoxynukleotid dTTP mit einer spezifischen Akti-

vitat von 111 TBg/mmol wurde bei Hartmann Analytic (Braunschweig) erworben.

2.1.3 Puffer, Losungen und Medien

Mit entionisiertem Wasser aus der Millipore-Anlage PURELAB Plus (ELGA, Celle) wur-
den alle Puffer, Lésungen und Medien hergestellt. Uber einen Molekillfilter mit einer
PorengroRe von 0,22 um filtriert die Anlage das Wasser. Einzelne Lésungen wurden
Uber einen 0,2-um-Filter steril filtriert und der pH-Wert mit einem pH-Meter (Sartorius,

Gottingen) eingestellt.

2.1.4 Reaktions-Kits

Die nachfolgend aufgelisteten Reaktions-Kits wurden nach Herstellerangaben verwen-
det:

Absolute Blue QPCR SYBR Green Mix Thermo Fisher Scientific, Dreieich

Luciferase-Assay-System Promega, Mannheim

peqGold Plasmid Miniprep Kit | PEQLAB Biotechnologie,
Erlangen

peqGold Total RNA Kit PEQLAB Biotechnologie

QIAGEN Plasmid Maxi Kit QIAGEN, Hilden

QuikChange Il Site-Directed Mutagenesis Kit Stratagene, La Jolla, USA

Verso cDNA Kit Thermo Fisher Scientific

2.1.5 Humane Zelllinien

In dieser Arbeit wurden humane Epithelzellen eines Zervixkarzinoms (HeLa-Zellen)
sowie humane Fibrosarkom-Zellen (U3A-Zellen) eingesetzt, die freundlicherweise von
Prof. Dr. U. Vinkemeier (University of Nottingham, UK) zur Verfiigung gestellt wurden.
Die U3A-Zellen sind eine aus 2fTGH entstandene STAT1-defiziente Zelllinie.
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2.1.6 Plasmide, Enzyme und Zytokine
Plasmide

Die im Folgenden angegebenen Plasmide wurden in dieser Arbeit verwandt. Das Plas-
mid pPEGFP-N1 zur Expression von N-terminalen GFP-Fusionsproteinen in Sdugerzel-
len wurde von Clontech (Mountain View, USA) bezogen. Beim Vektor pSTAT1a-GFP
wurde humane STAT1la-cDNA (AS 1-746) in pEGFP-N1 kloniert (Begitt et al. 2000).
Das Plasmid pSTAT1a-NES-GFP, das fir ein Fusionsprotein aus Volle-Lange-STAT1,
einem transferierbaren NES von STAT1 (AS 367-427) sowie dem caboxyterminal lo-
kalisierten GFP (grunfluoreszierendes Protein) kodiert, stammt von Prof. U. Vinke-
meier (Lodige et al. 2005). Der eukaryotische Expressionsvektor pcDNA3.1 wurde von
Invitrogen erworben, und bei pcDNA3.1-STAT1a ist die humane STAT1a-cDNA in die-
sen Vektor kloniert (Prof. James E. Darnell, New York, USA). Der R-Galaktosidase-
Expressionsvektor pRGal wurde von Stratagene (La Jolla, USA) bezogen. Zudem kam
PGAS3XLYy6E, ein IFNy-abhéngiges Reportergenkonstrukt mit drei GAS-Bindestellen,
zur Anwendung (Wen et al. 1995).

In dieser Arbeit wird pSTAT1a im Weiteren durch die Bezeichnung pSTATL1 ersetzt,
da nur Plasmide eingesetzt wurden, die fir STAT1a kodieren. Das Akronym pSTAT1
steht fur das pcDNA3.1-STAT1la-Plasmid. Ferner zeigt der Zusatz -GFP die Verwen-
dung des pSTAT1la-GFP-Plasmids an.

Enzyme

AmpliTag-Gold-DNA-Polymerase wurde bei Applied Biosystems (Darmstadt), Com-
plete-Mini-Protease-Inhibitoren von Roche (Grenzach) und DNA-Polymerase |
(Klenow-Enzym) von New England Biolabs (Schwalbach) erworben. Dpnl-Endonukle-
ase und PfuTurbo-DNA-Polymerase stammten von Stratagene. peqGold-DNase |
wurde von PEQLAB Biotechnologie (Erlangen), T-Zell-Protein-Tyrosin-Phosphatase
(TC-PTP/TC45) (human, rekombinant, C-terminale 11 kDa-Deletion (TCAC11, Reste
1-317), exprimiert in E. coli) von Biomol International (Plymouth, USA) und Trypsin
/Ethylendiamin-N,N,N’,N’-tetraessigsaure (EDTA)-Losung von PAA (Pasching, Oster-
reich) bezogen.
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Zytokine

Die Zellen wurden ausschlie3lich mit Interferon-y (IFNy) der Firma Biomol (Hamburg)
stimuliert. IFNy wurde in dem jeweiligen Zellkulturmedium 1:1000 verdinnt und direkt
auf die Zellen pipettiert, falls nicht anders angegeben.

2.1.7 Primer und Oligonukleotide

Primer fur sequenzspezifische Mutagenese

Name Sequenz

K350A F 57-gtt gag act gtt ggt ggc att gca aga gct gaa tta taa ttt g-3°
K350A R 5’-caa att ata att cag ctc ttg caa tgc cac caa cag tct caa c-3°
ES59A F 5°-ccc ttc tgg ctt tgg att gca agc atc cta gaa ctc att aaa aaa c-3°
E559A R 57-gtt ttt taa tga gtt cta gga tgc ttg caa tcc aaa gcc aga agg g-3°
ES563A F 5’-gga ttg aaa gca tcc tag cac tca tta aaa aac acc tgc-3°
E563A R 57-gca ggt gtt ttt taa tga gtg cta gga tgc ttt caa tcc-3°

K567A F 5’-cat cct aga act cat taa agc aca cct gct ccc tct ctg g-3°
K567A R 5’-cca gag agg gag cag gtg tgc ttt aat gag ttc tag gat g-3°

Primer fur die Sequenzierung

Name Sequenz
312f 5’-ttc aga gct cgt ttg tgg tg-3°
611r 5’-ctc cac cca tgt gaa tgt ga-3°

Primer fur die Real-time PCR

Name Sequenz

hGAPDH F 5’-gaa ggt gaa ggt cgg agt c-3°
hGAPDH R 5’-gaa gat ggt gat ggg att tc-3°
hGBP1 F 57-ggt cca gtt gct gaa aga gc-3°
hGBP1 R 5’-tga cag gaa ggc tct ggt ct-3°
hIRF1 F 5"-agc tca gct gtg cga gtg ta-3”
hIRF1 R 5’-tag ctg ctg tgg tca tca gg-3°
hSTAT1 F 5’-ccqg ttt tca tga cct cct gt-3°
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hSTAT1 R 5’-tga ata ttc ccc gac tga gc-3°
hCCL2 F 5’-cca gtc acc tgc tgt tat aac-3°
hCCL2 R 5°-tgg aat cct gaa ccc act tct-3”
hMIG1 F 5’-cca ccg aga tcc tta tcg aa-3°
hMIG1 R 5’-cta acc gac ttg gct gct tc-3°

Oligonukleotid-Sonden fur EMSA

Name Sequenz

M67 F 5’-ttt tcg aca ttt ccc gta aat ctg-3°

M67 R 5’-ttt tca gat tta cgg gaa atg tcg-3°

2XGAS F 57-ttt ttg ttt ccc cga aat tga cgg att tcc ccg aaa c-3°
2XGAS R 5’-ttt ttg ttt cgg gga aat ccg tca att tcg ggg aaa c-3°

GAS-nonGAS F
GAS-nonGAS R

5’-ttt tcg ttt ccc cga aat tga cgg att tac ccc aac-3°

5’-ttt tgt tgg ggt aaa tcc gtc aat ttc ggg gaa acg-3°

2xnonGAS F 57-ttt tcg ttt acc cca aat tga cgg att tac ccc aac-3°
2xnonGAS R 5’-ttt tgt tgg ggt aaa tcc gtc aat ttg ggg taa acg-3°
CCL2 nat F 57ttt tct gct tec ctt tec tac ttc ctg gaa atc ca-3°
CCLZ2 natR 5°-ttt ttg gat ttc cag gaa gta gga aag gga agc ag-3’

CCL2 nonGAS F
CCL2 nonGAS R

5°-ttt tct get tee ctt tee tac tag ctg gaa atc ca-3°

5’-ttt ttg gat ttc cag cta gta gga aag gga agc ag-3°

2.1.8 Bakterienstamme und Medien

E. coli DH5a-Zellen mit dem Genotyp F-¢80dlacZDM15 D(lacZYA-argF) U169 recAl
endAl hsdR17(rk- mk+) phoA supE44 Athi-1 gyrA96 relAl und E. coli XL1 blue-Zellen
mit dem Genotyp recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F'proAB la-
cl9ZAM15 Tnl10 (Tet")] stammten von Stratagene.

Die Anzucht der Bakterien erfolgte in LB- oder SOC-Medium und auf LB-Agarplatten.
Fur die Herstellung des LB-Mediums wurde 1 % Trypton, 0,5 % Hefeextrakt, 1 % NaCl
und NaOH fur die Einstellung des pH-Wertes auf 7,0 benétigt. Die Zusammensetzung
der LB-Agarplatten bestand aus dem LB-Medium und zuséatzlich 1,5 %-igem Agar.

Nach 30-mindtiger Autoklavierung bei 121 °C und 1,5 bar wurde dem LB- und dem LB-
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Agar-Medium Kanamycin (50 pg/ml) oder Ampicillin (100 pg/ml), je nach verwendeter
Plasmid-DNA, als Selektionsmarker zugegeben. Das SOC-Medium setzte sich aus 2
% Trypton, 0,5 % Hefeextrakt, 10 mM NacCl, 2,5 mM KCI, 10 mM MgClz und 10 mM
MgSOa, bei einem pH-Wert von 7,4, zusammen. Anschlieend wurde das Medium fir
20 min bei 121°C und 1,5 bar autoklaviert und 20 mM steril filtrierte Glucose zugege-

ben.

2.1.9 Antikorper

Der polyklonale STAT1a p91 (C-24) Antikorper (Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, CA, USA) wurde in Western-Blot-Experimenten 1:2000 mit 4 % Rinderserumal-
bumin (BSA) (Albumin Fraktion V, Carl Roth) in Tris-gepufferter Salzlésung (TBS: 137
mM NacCl, 10 mM Tris-HCI, pH 7,4) plus 0,05 % Tween-20 (TBS-T) verdinnt und als
Sekundarantikérper eingesetzt. Ebenfalls wurde dieser Antikérper in immunzytoche-
mischen Versuchen in einer 1:1000 Verdinnung mit 25 % fetalem Kalberserum (FCS)
in Dulbecco's Phosphat-gepufferter Salzlésung (PBS, Gibco, Karlsruhe) und in EMSA-
Experimenten (electrophoretic mobility shift assays) fur die Supershift-Reaktion ver-
wandt. Als Primarantikorper fur die Western-Blot-Analysen kam zusatzlich der Phos-
pho-STAT1 (Tyr701) Antikdrper (Cell Signaling, Danvers, MA, USA) in einer Verdun-
nung von 1:1000 mit 4 % BSA in TBS-T zum Einsatz. Der polyklonale IRDye 800 CW
Anti-Kaninchen-lgG Antikérper aus der Ziege (LI-COR Biosciences, Bad Homburg)
wurde als Sekundarantikorper in Western-Blot-Experimenten (1:10.000 mit 4 % BSA
in TBS-T) eingesetzt. Als Sekundarantikorper fir die immunzytochemischen Versuche
wurde Cy3-gekoppeltes Anti-Kaninchen-lgG aus Ziege (Jackson ImmunoResearch,
Suffolk, UK) 1:500 in 25 % FCS verdunnt. Der polyklonale Anti-STAT3 Antikdrper H-
190 (Santa Cruz Biotechnology) wurde in EMSA-Experimenten fir Supershift-Reakti-

onen verwandt.

2.1.10 Gerate und Verbrauchsmaterialien

Die verwendeten Gerate und Verbrauchsmaterialien in dieser Arbeit sind jeweils in der
Beschreibung der einzelnen Methoden aufgefiihrt worden. Alle nicht angegebenen
Verbrauchsmaterialien stammen von B. Braun AG (Melsungen), Biometra (Géttingen),
Carl Roth (Karlsruhe), Eppendorf (Hamburg), Greiner Bio-One (Frickenhausen), Nunc
(Roskilde, Danemark), PEQLAB Biotechnologie (Erlangen), Sarstedt (Nimbrecht),
Thermo Fisher Scientific (Dreieich) und VWR (Darmstadt).

19



Material und Methoden

2.2 Methoden
2.2.1 Zellkulturmethoden
Behandlung und Kultivierung von Saugerzellen

Alle Zellkulturarbeiten wurden unter aseptischen Bedingungen an mikrobiologischen
Sicherheitsbanken (HERAsafe, Thermo Fisher Scientific, Dreieich) durchgefuhrt. Die
Kultivierung der HeLa- und U3A-Zellen erfolgte bei einer Temperatur von 37 °C in einer
mit Wasserdampf gesattigten, 5 %-igen CO2-Atmosphare in 75-cm?-Zellkulturflaschen
(Cellstar, Greiner Bio-One, Frickenhausen) im Brutschrank (Heraeus, Thermo Fisher
Scientific). Fur die HeLa-Zellen bestand das Vollmedium aus Quantum 101 HeLa-Me-
dium (PAA, Pasching, Osterreich) versetzt mit 1 % Penicillin/Streptomycin (PAA). Als
Vollmedium fir die U3A-Zellen wurde Dulbecco's modifiziertes Eagle-Medium (DMEM;
Biochrom, Berlin) mit 10 % FCS (Biochrom), 1 % Penicillin/Streptomycin und 0,04
pg/ml Puromycin (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) supplementiert.

Zellpassage

Die Umsetzung der adharenten Zellen erfolgte alle zwei bis drei Tage. Die Zellen wur-
den einmal mit PBS (ohne Ca?* und Mg?*) gewaschen und mit Trypsin/EDTA-LOsung
(0,05 % Trypsin, 0,2 g/l EDTA; Biochrom) fir etwa 5 min bei 37 °C im Brutschrank
inkubiert. AnschlieBend wurde die Trypsinreaktion durch Zugabe von serumhaltigem
Vollmedium gestoppt, so dass die zuvor adharenten Zellen nun als Zellsuspension
vorlagen. Zur Weiterfiuhrung wurden die Zellen im Verhaltnis 1:4 bis 1:6 verdinnt aus-
plattiert.

Einfrieren und Auftauen von Zellen

Die Zellen wurden bei einer Konfluenz von ungefahr 70 % mit PBS gewaschen, trypsi-
niert, in PBS aufgenommen und fur 10 min bei 1000 rpm (Umdrehungen pro Minute)
und 20 °C zentrifugiert (Cebtrifuge 5415 R, Eppendorf, Hamburg). Das entstandene
Zellpellet in einer 75-cm?-Zellkulturflasche wurde in 1 ml Einfriermedium (20 % FCS,
10 % Dimethylsulfoxid in DMEM (DMSQ)) aufgenommen, resuspendiert und Uber
Nacht in einer mit Isopropanol (Carl Roth) geflllten Gefrierbox (Nalgene, Heidelberg)
gelagert. Durch langsame Senkung der Temperatur von -1 °C bis -3 °C pro Stunde
unter Verwendung von DMSO wurden die Zellen bis auf die Lagerungstemperatur von

-80 °C abgekihlt. Im Wasserbad bei 37 °C erfolgte zligig das Auftauen der eingefro-
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renen Zellen. Mit Vorsicht wurden die Zellen in dem jeweiligen Vollmedium resuspen-
diert und fur 5 min bei 1000 rpm und 20 °C zentrifugiert. AnschlieBend wurde das
entstandene Zellpellet erneut in Vollmedium resuspendiert und die Zellen in Kultur ge-

nommen.

2.2.2 Einfuhren von Punktmutationen in Plasmide

Mithilfe des QuickChange Site-Directed-Mutagenesis-Kits wurden, nach Herstelleran-
gaben, Punktmutationen in STAT1-kodierende Plasmide eingefiihrt. Die Reaktion ver-
lief in 50 pl Ansétzen. Ja nach Ansatz wurde 25 ng der Matritzen-DNA und 125 ng der
beiden komplementéaren Mutagenese-Primer vorgelegt. Hinzu kam 5 pl 10x Reaktions-
puffer, 1 ul NTP (Desoxynukleosidtriphosphat)-Mix, bestehend aus den vier natirlich
vorkommenden Desoxynukleotiden, und fur die Katalyse 2,5 Einheiten (U) PfuTurbo-
DNA-Polymerase. Mit H20 wurden die Ansatze auf 50 ul aufgefillt. Die Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) erfolgte im T3000 Thermocycler (Biometra, Gottingen) nach fol-
gendem Protokoll: einem intitialen Denaturierungsschritt tber 30 sec bei 95 °C folgten
16 Zyklen bestehend aus einer Denaturierung fir 30 sec bei 95 °C, einem Hybridisie-
rungsschritt fir 1 min bei 55 °C und einer Synthesephase Uber 14 min bei 68 °C. Wah-
rend einer einstindigen Inkubation bei 37 °C in Gegenwart von 10 U DpnI-Endonuk-

lease wurde die methylierte DNA-Matrize degradiert.

2.2.3 Transformation der Plasmid-DNA in chemisch kompetente Bakterien

Die Transformation von Plasmid-DNA in kompetente E.coli-Zellen des Stammes DH5a
bzw. in superkompetente XL1-blue E.coli-Zellen erfolgte mithilfe der Hitzeschock-Be-
handlung (Cohen et al. 1972). Dazu wurden 100 pl der DH5a- bzw. 50 pl der XL1-blue
Zellen langsam auf Eis aufgetaut, 10 ng der Plasmid-DNA (entsprach 1 ul des Muta-
geneseansatzes) zugegeben und anschlieRend fir 30 min auf Eis inkubiert. Die Hitze-
schock-Behandlung der DH5a-Zellen erfolgte tber 30 sec bzw. der XL1-blue-Zellen
Uber 45 sec in einem 42 °C heil3en Wasserbad. Darauf folgte eine zweiminitige Inku-
bation auf Eis sowie eine einstindige Kultivierung der Bakteriensuspension in 500 pl
vorgewarmten SOC-Medium im Schiittelinkubator (Innova 42) bei 225 rpm und 37 °C.
Nach der Inkubation wurden 250 pl der Bakterienkultur auf LB-Agarplatten mit Selek-

tionsmarker ausplattiert und tber Nacht bei 37 °C gehalten.
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2.2.4 Isolation von Plasmid-DNA aus transformierten Bakterien

Um Plasmid-DNA aus Bakterienkulturen isolieren zu kénnen, wurden zunédchst 5 ml
Antibiotikum-haltiges LB-Medium mit einer einzelnen transformierten Bakterienkolonie
beimpft und tGber Nacht im Schuttler bei 37 °C und 225 rpm inkubiert. Fur die Mini-
Praparationen von Plasmid-DNA wurden 2 ml der Ubernachtkultur in ein 2 ml Eppen-
dorf-Gefald Gberfihrt und bei 10.000 rpm fur 2 min zentrifugiert. Aus dem entstandenen
Zellpellet wurde die Plasmid-DNA mithilfe des pegGold Plasmid Miniprep Kit |
(PEQLAB Biotechnologie, Erlangen) nach Herstellerangaben isoliert und zur Sequen-
zierung verwendet. Fur Maxi-Praparationen einer gré3eren Menge an reiner Plasmid-
DNA wurden 2 ml der transformierten Bakteriensuspension einer Ubertagkultur in 100
ml Antibiotikum-haltigen LB-Medium angeimpft und Gber Nacht bei 37 °C unter Schut-
teln inkubiert. Anschliel3end wurde die Bakterienkultur in Zentrifugen-Gefalde Uberfihrt
und fur 15 min bei 6000 g (Erdbeschleunigung) zentrifugiert. Entsprechend den Her-
stellerangaben des QIAGEN Plasmid Maxi Kits (Qiagen, Hilden) erfolgte die Isolation
der Plasmid-DNA. Die mit H20 eluierte DNA wurde nach Konzentrationsbestimmung

auf 1 pg/ul verdinnt, aliquotiert und bei -20 °C gelagert.

2.2.5 Sequenzierung

Die Sequenzierung der Plasmid-DNA erfolgte durch SEQLAB Sequence Laboratories
(Gottingen). Mithilfe der Sequenzierung wurden alle in dieser Arbeit eingeflgten
Punktmutationen bestatigt. Fir den Ansatz der Sequenzierreaktion wurden 700 ng
Plasmid-DNA mit 20 pmol des entsprechenden Sequenzierprimers gemischt und mit

H20 auf ein Gesamtvolumen von 7 pl gebracht.

2.2.6 Konzentrationsbestimmung von DNA

Die photometrische Konzentrationsbestimmung der DNA wurde mithilfe des Photome-
ters BioPhotometer Plus (Eppendorf) vorgenommen. Die Messungen erfolgten mit ei-
ner 70 pl-UV-Kivette (Brand, Wertheim) bei einer Wellenlange von 260 nm und die

Konzentration wurde mit folgender Formel bestimmt:
DNA-Konzentration [ug/ml] = A2so x 50 x Verdinnungsfaktor

Verunreinigungen der Proben konnten durch die Messung der Absorption bei einer
Wellenlange von 280 nm und Bildung des Quotienten Azso/A280 ausgeschlossen oder
nachgewiesen werden. Eine nicht kontaminierte DNA-LAsung hatte einen Wert von ~
1,8.
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2.2.7 Transfektion von Saugerzellen

In dieser Arbeit wurde das Transfektionsreagenz MegaTran 1.0 (Origene, Rockville,
USA) fur den Transfer von Plasmid-DNA in die humanen Zelllinien verwendet. Bei
Transfektionen in 6-Lochplatten wurde je Loch 1,6 ug Plasmid-DNA, bei 48-Lochplat-
ten je Loch 0,25 pg DNA und bei 8-Kammer-Objekttragern je Kammer 0,1 ug DNA
eingesetzt. Pro 1 ug DNA wurden 100 pL einer 150 mM NaCl-Lésung zu der Plasmid-
DNA hinzugegeben und mit der dreifachen Konzentration an MegaTran, im Verhéltnis
zur DNA, komplementiert. Der Ansatz wurde fir 10 sec gevortext und anschliel3end
fur 10 min bei RT inkubiert. Nach Inkubation wurde der Ansatz direkt auf die Zellen
gegeben und 16 bis 24 h nach erfolgter Transfektion konnten die STAT1-exprimieren-

den Zellen analysiert und weiterverwendet werden.

2.2.8 Behandlung der Zellen mit Zytokinen und Inhibitoren

Falls nicht anders angegeben, wurde fir die Stimulation der Zellen 5 ng/ml humanes,
rekombinantes IFNy (Biomol, Hamburg) und fur die Kinase-Inhibition 500 nM Stau-
rosporin (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) eingesetzt. Die Hemmung der Tyrosin-Phospha-
tasen erfolgte durch die Behandlung der Zellen mit einer Kombination aus 0,8 mM
Natriumorthovanadat (Sigma-Aldrich) und 0,2 mM H202. Die Herstellung einer wassri-
gen Natriumorthovanadat-Stammlésung fand dabei nach den Angaben von Kypta et
al. (1988) statt und wurde auf einen pH-Wert von 10 eingestellt. Die Leptomycin-B-
Behandlung (LMB) (LC Laboratories, Woburn, USA) erfolgte mit einer Konzentration
von 10 ng/ml.

2.2.9 Gesamtzellextraktion

Die Herstellung von Gesamtzellextrakten wurde flr Western-Blot-Analysen, In-vitro-
Dephosphorylierungsversuche und EMSA-Experimente benétigt. Die auf 6-Lochplat-
ten kultivierten HeLa- oder U3A-Zellen wurden 16-24 h nach Transfektion wie jeweils
angegeben stimuliert, mit PBS gewaschen und anschliel3end je Loch fir 5 min mit
zytoplasmatischem Extraktionspuffer (20 mM HEPES, 10 mM KCI, 10 % (v/v) Glycerin,
1 mM EDTA, 0,1 mM NasVOs, pH 7,4) auf Eis lysiert. Die weitere Aufarbeitung der
Zellen fand auf Eis statt. Unmittelbar vor dem Gebrauch des eiskalten Puffers wurden
Complete-Mini-Protease-Inhibitoren, 3 mM Dithiothreitol (DTT, AppliChem, Darmstadt)
0,4 mM Pefabloc (Carl Roth) und 0,1 % IGEPAL-CA-360 (Sigma-Aldrich) zugesetzt.

Nach der 5-minttigen Inkubation wurden die lysierten Zellen mit einem Zellschaber
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geldst, die Lysate zur Weiterbehandlung in 1,5 ml Reaktionsgefal3e Gberfuhrt und far
15 sec bei 16.000 g und 4 °C zentrifugiert. Die Uberstande wurden in neue Reaktions-
gefal3e pipettiert, fir weitere 5 min bei 16.000 g und 4 °C zentrifugiert und 40 pl des
entstandenen zytosolischen Extraktes in weitere Reaktionsgefal3e tberfuhrt und zur

Weiterverarbeitung auf Eis gehalten.

Das nach dem ersten Zentrifugationsschritt entstandene Zellpellet wurde mit je 50 pl
nuklearem Extraktionspuffer (20 mM HEPES, 420 mM KCI, 20 % (v/v) Glycerin, 1 mM
EDTA, 0,1 mM NasVOs, pH 7,4) resuspendiert und 30 min auf Eis inkubiert. Auch der
nukleare Extraktionspuffer wurde kurz vor der Verwendung mit Complete-Mini-Pro-
tease-Inhibitoren, 3mM DTT und 0,4 mM Pefabloc komplementiert. Nach der 30-mini-
tigen Inkubation folgte eine Zentrifugation bei 16.000 g und 4 °C fir 15 min. Die ent-
standenen nuklearen Zellextrakte wurden 1:1 mit den zytoplasmatischen Extrakten zu

Gesamtzellextrakten vereint.

Die Gesamtzellextrakte wurden fir Western-Blot-Analysen mit 6x SDS-Probenpuffer
(350 mM Tris-HCI, 30 % Glycerin, 10 % p-Mercaptoethanol, 8 % SDS, 0,04 %
Bromphenolblau, pH 6,8) versetzt, fir 3 min bei 95 °C denaturiert und die Proben bei
-20 °C gelagert. Fur EMSA und Dephosphorylierungs-Assays wurden die Gesamtzell-
extrakte ohne Zugabe von Probenpuffer bei -80 °C aufbewabhrt.

2.2.10 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Mithilfe der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese erfolgte die Auftrennung von
STAT1-Proteinen aus den Gesamtzellextrakten. Die Detektion der Proteine sowie das
Ausmalfd der Tyrosin-Phosphorylierung von STAT1 wurden im nachfolgenden Wes-
tern-Blot-Verfahren durchgefiihrt und untersucht. Die fur die Gelelektrophorese ver-
wendeten Polyacrylamidgele bestanden aus einem Trenn- und einem Sammelgel. Fir
das Trenngel wurde 10 % (v/v) Rotiphorese Gel 30 (Acrylamid/Bisacrylamid 37, 5:1,
Carl Roth) mit 4x Trenngelpuffer (1,5 M Tris-HCI, 0,4 % SDS, pH 8,8) verdinnt und
kurz vor dem Giel3en 0,03 % APS (Ammoniumperoxodisulfat, Carl Roth) sowie 0,16
% TEMED (N,N,N',N',-Tetramethylethylendiamin, Carl Roth) zugegeben. Bis zur voll-
standigen Polymerisation wurde das Trenngel mit Isopropanol bedeckt. Anschliel3end
wurde das Sammelgel, bestehend aus 5 % Rotiphorese Gel 30, 4x Sammelgelpuffer
(0,5 M Tris-HCI, 0,4 % SDS, pH 6,8), 0,06 % APS und 0,2 % TEMED, direkt auf das
polymerisierte Trenngel gegossen. Zur Konstruktion der Geltaschen wurde ein Plas-

tikkamm zwischen die zwei Glasplatten in das Sammelgel eingesetzt.
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Die bei -20 °C gelagerten Gesamtzellextrakte wurden erneut fir 3 min bei 95 °C erhitzt
und anschlielBend 10-20 pl der Extrakte je Geltasche aufgetragen. Die Gelelektropho-
rese erfolgte in SDS-Laufpuffer (25 mM Tris-Base, 192 mM Glycin, 0,1 % SDS, pH
8,6) bei einer konstanten Spannung von 11 mA pro Gel in einem vertikalen Elektro-

phorese System (Minigel-Twin, Biometra, Gottingen).

2.2.11 Western Blotting

Der anschlieRende 90-minitige Transfer der elektrophoretisch aufgetrennten STAT1-
Proteine auf Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membranen (Milipore, Schwalbach/Ts) er-
folgte bei 80 mA pro Gel nach der Semi-Dry-Methode in der Transfer-Apparatur Fast-
blot B44 von Biometra (Gottingen). Die hydrophobe PVDF-Membran wurde fiir 5 min
in Methanol (Carl Roth) aktiviert, anschlie3end zweimal fur je 15 min in Transferpuffer
(25 mM Tris-Base, 150 mM Glycin, 10 % Methanol, pH 8,0) auf dem Schattler inkubiert
und fur 1 h mit 4 % BSA in TBS-T unter Schitteln bei RT blockiert, um freie unspezifi-
sche Bindungsstellen der Membran abzusattigen. Die Inkubation der Membran mit
dem Primarantikérper erfolgte bei 4 °C auf dem Schittler Uber Nacht. Am nachsten
Tag wurde die Membran funfmal fur je 5 min in TBS-T gewaschen und im Anschluss
fur 1 h unter Schitteln bei RT mit dem IRDye-gekoppelten Sekundarantikérper inku-
biert. Nach der Inkubation erfolgten weitere funf Waschprozeduren fir je 5 min in TBS-
T und zuletzt in TBS. Mithilfe des LI-COR Odyssey Sa Imaging Systems (Biosciences,
Bad Homburg) wurden die Proteine auf der Membran detektiert. Zur Bestimmung des
STAT1-Expressionsniveaus wurden die in der ersten Reaktion gebundenen Antikdrper
fur 60 min bei 60 °C in Abldsepuffer (2 % SDS, 0,7 % 3-Mercaptoethanol, 62,5 mM
Tris-HCL, pH 6,8) im Wasserbad entfernt. Nach viermaligem Waschen der Blot-Memb-
ran in TBS-T fur je 15 min wurde die Membran ein weiteres Mal ftir 1 h mit 4 % BSA in
TBS-T blockiert. Die Blot-Membran konnte erneut mit einem STAT1-spezifischen po-
lyklonalen Priméarantikdrper, wie auch mit einem Sekundarantikérper, inkubiert und die
STAT1-Proteine detektiert werden.

2.2.12 In-vitro-Dephosphorylierungs-Assay

Die In-vitro-Dephosphorylierungsreaktion erfolgte bei einer Inkubationszeit von 30 min
und 30 °C mit 10 pl entsprechend vorbehandelter U3A-Gesamtzellextrakte und der
gleichen Menge an Dephosphorylierungspuffer. Dieser setzte sich aus 25 mM Tris-
HCI, 50 mM KCI, 5 mM EDTA, 0,5 mg/ml BSA bei einem pH von 7,5 zusammen und
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wurde kurz vor seiner Verwendung mit 4 mM DTT, Complete-Mini-Protease-Inhibito-
ren und 2 U TC45 Phosphatase komplementiert. Die Reaktionsansatze enthielten
keine DNA oder doppelstrangige, zuvor hybridisierte Oligonukleotid-Sonden (2xGAS
oder GAS-nonGAS) in einer Endkonzentration von 25 nM. Durch Zugabe von 6x SDS-
Probenpuffer und einer dreiminitigen Erhitzung auf 95 °C wurde die Reaktion ge-
stoppt. Die Menge an nach abgeschlossener Reaktion noch vorliegender Tyrosin-
Phosphorylierung und Gesamt-STATL1 je Probe wurde mittels Polyacrylamid-Gelelekt-
rophorese mit anschlieRendem Western Blot analysiert.

2.2.13 Elektrophoretischer Mobilitats-Shift-Assay (EMSA)

Mithilfe Elektrophoretischer Mobilitats-Shift-Assays (EMSA) wurde die spezifische
DNA-Bindungsaktivitat von STAT1 nachgewiesen (Begitt et al. 2000). Dazu wurden
radioaktiv markierte, doppelstrdngige Oligonukleotid-Sonden mit kanonischen oder
degenerierten GAS-Bindestellen zusammen mit Gesamtzellextrakten aus IFNy-stimu-
lierten, transient mit den entsprechenden STAT1-Derivaten transfizierten HelLa- oder
U3A-Zellen inkubiert.

Die folgenden sechs verschiedenen Oligonukleotid-Sonden wurden eingesetzt (ohne
Abbildung des komplementaren Oligonukleotid-Strangs und des Poly-dT-Uberhangs,
GAS-Stellen unterstrichen):

M67: 5 -CGACATTITCCCGTAAATCTG-'3,

2XGAS: 5-CGTITCCCCGAAATTGACGGATITCCCCGAAAC-'3,
GAS-nonGAS: 5-CGTITCCCCGAAATTGACGGATTTACCCCAAC-3,
2XnonGAS: 5 -CGTTTACCCCAAATTGACGGATTTACCCCAAC-'3,
CCL2 native: 5-CTGCTTCCCTTTCCTACTTCCTGGAAATCCA-"3 und
CCL2 mutant: 5-CTGCTTCCCTTTCCTACTAGCTGGAAATCCA-'3.

Die Herstellung der Sonden umfasste als ersten Schritt die Hybridisierung. Dazu wur-
den je 50 pmol/ml komplementare Oligonukleotide in Oligo-Puffer (10 mM MgClz, 50
mM KCI, 20 mM Tris-HCI, pH 7,5) aufgenommen, 5 min bei 95 °C erhitzt und anschlie-
Rend langsam bis auf RT abgekunhlt. Bis zur Verwendung der hybridisierten Oligonuk-
leotide wurden diese bei -20 °C gelagert.
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Als weiterer Schritt erfolgte die radioaktive Markierung der DNA-Sonden durch Aufful-
len der nicht-komplementaren, 5 -Uberhangenden Enden der hybridisierten Oligonuk-
leotide mit radioaktiven [*3P]-Nukleotiden in einer durch Klenow-Polymerase kataly-
sierten Reaktion. Dazu wurde ein Ansatz aus 0,1 ng doppelstrangiger Oligonukleotide
und 6 pl des [*3P]-markierten Desoxythymidintriphosphat (dTTP) mit 5 U des Klenow-
Fragments in 5 pl 10x Eco-Pol-Puffer (New England, Biolabs, Frankfurt am Main) fur
25 min bei RT inkubiert. Das Klenow-Fragment der E.coli DNA-Polymerase | verflgt
Uber 5°-3"-Polymerase- und 3"-5"-Exonukleaseaktivitat, nicht aber tiber 5°-3"-Exonuk-
leaseaktivitat. 1 pl einer nicht-radioaktiven dATP-L6sung (6,5 mM dATP) wurde an-
schlieBend zugegeben und fir weitere 5 min bei RT inkubiert. Nach der Inkubation
wurde die Markierungsreaktion durch Zugabe von 1 pl einer 0,5 M EDTA-LAsung ge-
stoppt und freie Nukleotide von der markierten DNA-Sonde durch 3-minitige Zentrifu-
gation Uber lllustra MicroSpin G-25-Saulen (GE Healthcare, Minchen) bei 700 g und

RT chromatographisch entfernt.

Jede Shift- bzw. STAT1-DNA-Bindungsreaktion enthielt 0,2 ul radioaktiv markierte
DNA-Sonde, 0,5 ul des synthetischen Copolymers Poly(didC) zusammengesetzt aus
alternierenden Inosin-Cytosin-Nukleotiden (2 mg/ml), 1,3 ul DTT (100 mM), 4 pl H20
und 2,5 pl 5x Shift-Puffer (100 mM HEPES, pH 7,9, 20 % Ficoll, 5 mM MgClz, 200 mM
KCI, 0,5 mM Ethylenglycol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N',N'-tetraessigsaure (EGTA),
2,5 mM EDTA) mit 4,5 pl Gesamtzellextrakt. Bei geringeren Extraktmengen wurden
die Proben mit 1x PBS oder mit Gesamtzellextrakten von untransfizierten Zellen auf-
geflllt, so dass immer ein Gesamtvolumen von 13 pl vorlag, und anschlie3end fir 15
min bei RT inkubiert. Je nach Versuch wurden Kompetitionen mit nicht-radioaktiv mar-
kierter M67-DNA durchgefuihrt. Dazu wurden unmarkierte Oligonukleotide in 750-fa-
chen molaren Uberschuss zu dem jeweiligen Ansatz dazugegeben und fiir die ange-
gebenen Zeiten auf Eis inkubiert (Meyer und Vinkemeier 2010). Durch Supershift-Re-
aktionen mit je 20 ng polyklonalem Anti-STAT1 (C-24) oder alternativ zur Kontrolle
Anti-STAT3 (H-190) Antikorper konnte die Identifikation der DNA-gebundenen STAT1-

Proteine verifiziert werden.

Die gebildeten Protein-DNA-Komplexe wurden in einem nativen, praequilibrierten
4,8%-igen TBE (Tris-Borsaure-EDTA)-Polyacrylamidgel bei 400 V und 4 °C mit 0,25x
TBE-Laufpuffer Uber 2,5 h elektrophoretisch aufgetrennt. Fur die Herstellung von zwei
Gelen wurden 12 ml Rotiphorese Gel 40, bestehend aus Acrylamid und Bisacrylamid
im Verhaltnis 29:1, mit 4,8 ml 5x TBE und 82 ml H20 vermischt und durch Zugabe von
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2 ml 10 % APS und 100 pl TEMED die Polymerisation gestartet. Im Anschluss an die
elektrophoretische Auftrennung wurde das Gel bei 80 °C auf Whatman-Papier (Albet
Lab Science, Dassel) vakuumgetrocknet, tber Nacht auf eine Phospho-Imager-Folie
bei RT exponiert und anschliel3end mittels Fujifilm FLA-5100 Scanner (Fuji, Dussel-
dorf) eingescannt. Mithilfe des Auslese-Programms TINA v. 2.0 (Raytest, Strauben-
hardt) wurden die Imager-Platten ausgelesen und mit den Software-Programmen Aida
Image Analyzer v. 4.06 (Raytest) und Corel Draw (Corel, Corel Cooperation, Unter-

schleil3heim) bearbeitet.

2.2.14 Pull-down-Assay mit biotinylierten Oligonukleotiden

Diese Methode wurde zum Nachweis von DNA-Protein-Wechselwirkungen, insbeson-
dere unspezifischer DNA-Bindung, angewandt. Fir die Bindung von STAT1-Proteinen
wurden mit Biotin markierte Oligonukleotide, die zuvor an Streptavidin-Agarose gekop-
pelt wurden, als Sonden eingesetzt. Die doppelstrangigen Oligonukleotide (0,5 ml, 25
pmol/ul) wiesen entweder zwei Konsensus-GAS-Stellen (2xGAS) oder eine mutierte
Sequenz ohne GAS-Bindestellen (2xnonGAS) auf. Die zwei verschiedenen Sonden
wurden jeweils fuir 1 h bei 4 °C an 0,5 ml gepackte Streptavidin-Agarose (Sigma-Ald-
rich) gekoppelt.

Konfluente U3A-Zellen von einer 10-cm-Petri-Schale, die rekombinante STAT1-Prote-
ine exprimierten, wurden entweder unbehandelt belassen oder fur 30 min mit IFNy und
weitere 15 min mit Vanadat/H202 stimuliert. In einem nachsten Schritt wurden die Zel-
len durch Zugabe von 400 ul Extraktionspuffer wie oben beschrieben lysiert. Nach ei-
ner Prainkubation mit ungebundener Streptavidin-Agarose wurden 320 ul des Uber-
standes der jeweiligen Zellextrakte mit 50 ul der DNA-gebundenen Streptavidin-Aga-
rose (gepacktes Volumen) fur 2 h bei 4 °C in einem Rotor inkubiert. Anschlie3end
wurden die Agarose-Kugelchen mit 400 pl zytoplasmatischem Extraktionspuffer gewa-
schen, bevor die gebundenen Proteine durch Erhitzen mit SDS-Probenpuffer denatu-
riert wurden. Mithilfe des Western Blottings erfolgte die Detektion des DNA-gebunde-
nen STATL.

2.2.15 Reportergen-Assay

Die transkriptionelle Aktivitat von STAT1-WT und den STAT1-Mutanten wurde anhand

von verschiedenen Reportergen-Assays analysiert. Zur Bestimmung der Genaktivie-
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rung wurde unter anderem ein IFNy-sensitives Luciferase-kodierendes Reportergen-
konstrukt des Ly6E-Gens eingesetzt, welches eine dreifache STAT1-Bindestelle in sei-
ner Promotorregion (bezeichnet als 3xLy6E) (Wen et al. 1995) aufweist. Das nach Ak-
tivierung des Promotors durch Phospho-STAT1 gebildete Enzym Luciferase kataly-
siert die Umsetzung von a-Luciferin zu Oxyluciferin. Mithilfe dieser enzymatischen Re-
aktion liel3 sich die emittierte Anzahl von Lichtquanten bestimmen, welche proportional
zur gebildeten Luciferasemenge war. Zur Normierung der Transfektionseffizienz
wurde zusatzlich ein konstitutiv exprimierter 3-Galaktosidase-Reporter in die Zellen
kotransfiziert und die 3-Galaktosidaseaktivitat der gleichen Extrakte spektrophotomet-

risch gemessen.

U3A-Zellen wurden in 48-Lochplatten kultiviert und je Loch mit den folgenden drei ver-
schiedenen DNA-Konstrukten transfiziert: 250 ng des entsprechenden STAT1-kodie-
renden Expressionsplasmids, 200 ng des [3-Galaktosidase-Reporters und 70 ng des
3xLy6E-Plasmids. 24 h nach der Transfektion wurden die Zellen entweder unbehan-
delt belassen oder fir 6 h mit 5 ng/ml IFNy in Vollimedium stimuliert. Im Anschluss an
die Stimulation wurde das Medium abgenommen und die Zellen einmal mit PBS ge-
waschen, bevor sie je Loch mit 100 pl des Triton-Glycylglycin-Lysepuffers (25 mM Gly-
cylglycin, 1 % Triton X-100, 15 mM MgSOa4, 4 mM EGTA, pH 7,8) fur 15 min bei RT
inkubiert wurden. Unmittelbar vor der Zelllyse wurde der bei 4 °C gelagerte Puffer mit
3 mM DTT, 0,4 mM Pefabloc und Complete-Mini-Protease-Inhibitoren vervollstandigt.
Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Lysate in 1,5 ml Reaktionsgefalie tber-
fuhrt und nach 15-mindtiger Zentrifugation bei 13.000 rpm und 4 °C wurden 20 pl des
Uberstands in eine weiRe 96-Lochplatte (Nunc, Roskilde, Danemark) pipettiert. Durch
Zugabe von 50 pl Substratlosung des Luciferase-Assay-Systems (Promega, Mann-
heim) mithilfe des Luminometers Centro XS3 LB 960 (Berthold Technologies, Bad
Wildbad) wurde die Luciferase-Aktivitdt gemessen und anschlie3end die Ergebnisse

mit dem Software-Programm MikroWin, Version 4.41, ausgewertet.

Zur Quantifizierung der Transfektionseffizienz mittels der [3-Galaktosidaseaktivitat wur-
den 20 pl des Lysats mit 280 pl einer Substratldsung versetzt. Diese enthielt 211 pl
Natriumphosphat-Puffer (100 mM, pH 7,2), 66 pul ortho-Nitrophenyl-3-D-Galactopyra-
nosid (ONPG, 4 mg/ml in 10 mM Natriumphosphat-Puffer) und 3 pul einer 100x Magne-
sium-Losung (100 mM MgClz, 4,5 mM 3-Mercaptoethanol). Nach ca. 20 min wurde die
enzymatische Farbreaktion beobachtet und daraufhin durch Zugabe von 500 pl einer
0,5 M Natriumcarbonat-Losung (Na2COs) gestoppt. Die [3-Galaktosidaseaktivitat
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wurde photometrisch bei einer Wellenlange von 420 nm durch Messen des Reaktions-
produktes der ONPG-Umsetzung mit dem Lesegerat Infinite 200 PRO (Tecan, Man-
nedorf, Schweiz) bestimmt. Pro STAT1-Konstrukt und Stimulationszeitraum wurden
jeweils sechs Messungen durchgefihrt. Zur Normierung wurde der Quotient aus Luci-
ferase-Aktivitat und R-Galaktosidase-Expression gebildet und Standardabweichungen
und Mittelwerte mit den Software-Programmen Excel (Microsoft Deutschland, Unter-

schleiBheim) und SigmaStat (Systat Software, Erkrath) berechnet.

2.2.16 Fluoreszenzmikroskopie und Immunozytochemie

Mithilfe der Fluoreszenzmikroskopie konnte die Kinetik IFNy-indizierter Kernakkumu-
lation von Phospho-STAT1-WT-GFP und Phospho-STAT1-GFP-Derivaten beurteilt
werden. Hierzu wurden HelLa-Zellen auf 8-Kammer-Objekttrager (Lab-Tek Chamber
Slides, Thermo Fisher Scientific, Langenselbold) kultiviert und mit dem Vektor pEGFP-
N1-STAT1 bzw. einem seiner Derivate transfiziert. 16-24 h nach der Transfektion wur-
den die STAT1-GFP exprimierenden Zellen, wie jeweils angegeben, mit 5 ng/ml IFNy
stimuliert und nachfolgend fur unterschiedliche Zeiten mit 500 nM Staurosporin behan-
delt. Im Anschluss erfolgte die Fixierung der Zellen mit 4 % Formaldehyd (Sigma-Ald-
rich) in PBS fir 15 min bei RT. Es folgten zwei Waschschritte mit PBS und einer mit
destilliertem H20, bevor die Zellkerne mit 5 pg/ml Hoechst 33258 (Sigma-Aldrich) in
PBS fur 10 min bei RT unter Schutteln gefarbt wurden. Nach erneutem Waschen mit
PBS und H20 wurden die Zellen mit Fluoromount-G-Eindeckmedium (Southern Bio-
tech, Birmingham, USA) eingedeckt sowie lichtgeschitzt und gekuhlt bei 4 °C aufbe-

wabhrt.

Die Detektion der Kernakkumulation von unmarkierten STAT1-Proteinen wurde mittels
Immunzytochemie durchgefuhrt. Die adharenten U3A-Zellen wurden wie auch fur die
Fluoreszenzmikroskopie auf 8-Kammer-Objekttragern kultiviert und mit 5 ng/ml IFNy
fur 45 min stimuliert oder unbehandelt gelassen. Anschliel3end wurden die mit IFNy
stimulierten Zellen in Anwesenheit von 500 nM Staurosporin fur 0, 30 oder 60 min
inkubiert und nachfolgend fir 20 min bei -20 °C mit Methanol fixiert. Nach zweimaligem
Waschen mit PBS erfolgte die 20-minitige Permeabilisation der Zellen mit 1,0 % Triton
X-100 in PBS. Danach wurden die Zellen wiederholt mit PBS gewaschen und zur Ab-
sattigung unspezifischer Bindungsstellen fur 45 min mit 25 % FCS in PBS bei RT be-
handelt. Im Anschluss erfolgte eine 45-mindtige Inkubation mit dem Erstantikérper
Anti-STAT1 C-24 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) in einer 1:1000-
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Verdinnung mit 25 % FCS in PBS bei RT unter Schitteln, gefolgt von einem dreifa-
chen Waschschritt mit PBS. Nach erneuter 45-mindtiger Inkubation mit dem Cy3-ge-
koppelten Zweitantikdrper Anti-Kaninchen-IgG aus Ziege (Dianova) in 500-facher Ver-
dinnung (25 % FCS in PBS) bei RT unter Schutteln wurden die Praparate dreimal mit
PBS gewaschen, die Zellkerne mit Hoechst 33258 gefarbt und anschlie3end mit Fluo-

romount-G-Eindeckmedium eingedeckt.

Die Analyse der fluoreszenzmikroskopischen und immunzytochemischen Verfahren
erfolgte mithilfe des Mikroskops Axiovert 200M (Carl Zeiss Lichtmikroskopie, Gottin-
gen) und die Aufnahmen wurden mit einer CCD-Kamera (Intas, Science Imaging In-
strucments, Gottingen) unter der Verwendung verschiedener Fluoreszenzfilter ange-
fertigt. Fluoreszenzsignale von GFP-markierten Fusionsproteine wurden bei einer
Wellenlange von 480 nm, Cy3-gekoppelte Antikdrper bei 550 nm und Hoechst-gefarb-
ten Zellkernen bei 280 nm aufgenommen und mittels der Software-Programme Image-
Pro MDA 5.1 (Media Cybernetics, Bethesda, USA) und Corel Draw bearbeitet. Fir jede
Stichprobe wurden die Fluoreszenzintensitaten im Zytoplasma und Kern getrennt be-
stimmt und Mittelwerte sowie Standardabweichungen fir das Zytoplasma-Kern-Ver-
haltnis berechnet und in Histogrammen dargestellt.

2.2.17 Digitonisierung

Die nukleare Exportrate der STAT1-Mutanten konnte mit Digitonin-behandelten Zellen
beurteilt werden (Adam et al. 1990). Wie schon in der Fluoreszenzmikroskopie und
Immunzytochemie wurden auch fir dieses Experiment HeLa- und U3A-Zellen auf 8-
Kammer-Objekttrager kultiviert und mit dem pSTAT1-GFP-Expressionsplasmid, im
Fall der HeLa-Zellen bzw. mit dem pSTAT1-Expressionsplasmid im Fall der U3A-Zel-
len, transfiziert. Um die Kernakkumulation von rekombinantem STAT1 zu initiieren,
erfolgte 16-24 h nach der Transfektion eine 45-minutige Stimulation der Zellen mit
IFNy. Anschlieend wurden die Zellen unbehandelt gelassen oder in Anwesenheit von
50 pg/ml Digitonin (Sigma-Aldrich) in Transportpuffer (0,2 % Triton X-100, 10 mM KCl,
1,5 mM MgClz, 10 mM HEPES, pH 7,4; 1 mM DTT und Complete-Mini-Protease-Inhi-
bitoren wurden unmittelbar vor Versuchsbeginn dazugegeben) fir 6 min auf Eis per-
meabilisiert. Nach Beendigung der sechsminitigen Inkubation wurden die Zellen zwei-
mal mit PBS gewaschen, 15 min mit 4 %-Formaldehyd in PBS bei RT fixiert und einer

Hoechst-Farbung unterworfen. Die Anwesenheit von STAT1-GFP im Zellkern der
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HelLa-Zellen wurde mittels direkter Fluoreszenzmikroskopie ermittelt, wahrend die Lo-

kalisation von unmarkiertem STAT1 mittels Immunzytochemie detektiert wurde.

2.2.18 RNA-Isolation

Fir die Extraktion von mRNA wurden U3A-Zellen auf 6-Lochplatten kultiviert und mit
den pcDNAS3.1-Konstrukten transfiziert. Nach 24 h erfolgte die Kultivierung der Zellen
in DMEM supplementiert mit 1 % FCS und 1 % Penicillin/Streptomycin. Am folgenden
Tag wurden die Zellen fur 6 h mit 5 ng/ml IFNy stimuliert oder unbehandelt belassen.
Die Isolation der RNA erfolgte anschlieRend mithilfe des peqGold Total RNA Kits
(PEQLAB Biotechnologie, Erlangen) nach Herstellerangaben. Zur Elution der RNA
wurde 50 pl RNase-freies Wasser verwendet. Die fertigen Proben wurden entweder

direkt zur cDNA-Synthese weiterverarbeitet oder bei -80 °C gelagert.

2.2.19 cDNA-Synthese

Mithilfe des Verso cDNA Kits (Thermo Fisher Scientific, Dreieich) wurde aus der iso-
lierten mRNA die komplementare DNA (cDNA) durch reverse Transkription hergestellt.
Nach Herstellerangaben wurden pro 20 ul Ansatz 8 ul RNA eingesetzt. Der erste Zyk-
lus der reversen Transkription umfasste eine 30-minttige cDNA-Synthese bei 42 °C,
wahrend die Proben in dem zweiten Zyklus fir 2 min auf 95 °C erhitzt wurden. Die

fertige cDNA wurde bei -20 °C gelagert.

2.2.20 Real-time PCR

Die Genexpression der Punktmutanten des STAT1-Molekiils und des STAT1-WT
wurde anhand der Real-time PCR analysiert. Der Reaktionsansatz von 20 ul beinhal-
tete 25 ng cDNA, 70 nmol/l des jeweils spezifischen Primer-Paares und 10 ul des Ab-
solute Blue QPCR SYBR Green Mix (Thermo Fisher Scientific). Hierzu wurden die

folgenden komplementaren Primer von der Firma Sigma-Aldrich verwendet:

hGAPDH F: 5-GAA GGT GAA GGT CGG AGT C-'3,

hGAPDH R: 5 -GAA GAT GGT GAT GGG ATT TC-'3,
hGBP1 F: 5-GGT CCA GTT GCT GAA AGA GC-3,
hGBP1 R: 5°-TGA CAG GAA GGC TCT GGT CT-'3,
hIRF1 F: 5-AGC TCA GCT GTG CGA GTG TA-3,
hIRF1 R: 5-TAG CTG CTG TGG TCA TCA GG-'3,
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hSTAT1 F: 5-CCG TTT TCA TGA CCT CCT GT-3,
hSTAT1 R: 5-TGA ATATTC CCC GAC TGA GC-'3,
hCCL2 F: 5-CCA GTC ACC TGC TGT TAT AAC-'3,
hCCL2 R: 5-TGG AAT CCT GAA CCC ACT TCT-"3,
hMIG1 F: 5-CCACCG AGATCC TTATCG AA-3,
hMIG1 R: 5-CTA ACC GAC TTG GCT GCT TC-"3.

Die Reaktion erfolgte im Eppendorf-Cycler nach folgendem PCR-Protokoll: ein Dena-
turierungsschritt bei 95 °C fir 15 min gefolgt von 40 repetitiven Zyklen einer Denatu-
rierung bei 95°C flr 15 sek, einer Primerhybridisierung bei 55 °C fur 30 sek und einer
Polymerisation bei 72 °C fur 30 sek. Nach dem letzten Amplifikationsschritt erfolgte
eine Schmelzkurvenanalyse zur Bestimmung der Fragmentlangen und damit der Spe-
zifitat der PCR-Produkte. Dabei wurde die DNA durch kontinuierlich langsame Erho-
hung der Temperatur in 0,5 °C Schritten von 60 °C auf 95 °C aufgeschmolzen und
eine Anderung der Fluoreszenz wéahrend jeder Temperaturerhéhung fir 10 sek regis-
triert. In allen Reaktionen wurden mindestens Dreifachbestimmungen pro Ansatz
durchgefuhrt. Die relative Genexpression eines Transkripts wurde anhand der Genex-
pression von Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) normiert und je
Ansatz bestimmt. Mithilfe der Formel 2-(AACt Ziel - ACt Referenzprobe) dgr AACt-Methode wurde
das relative Expressionsniveau miteinander verglichen. Zur Untersuchung der Genex-

pression wurden literaturbekannte Zielgene von STAT1 verwendet.

2.2.21 Darstellung der STAT1-Kristallstruktur

Mithilfe des Software-Programms PyMol von DeLano Scientific, San Francisco, USA,
in der Version v.0.99 und der in der Protein-Data-Bank (PDB) niedergelegten Struktur-
daten liel? sich das an DNA-gebundene STAT1-Protein mit seinen funktionell wichtigen

Aminosaureresten graphisch darstellen.

2.2.22 Statistische Auswertung

Die Mittelwerte und Standardabweichungen der Ergebnisse wurden von mindestens
drei unterschiedlichen Versuchen flr jede Variante der STAT1-Proteine und dem je-
weiligen Stimulationszeitpunkt berechnet. Unterschiede der STAT1-Bindungsaktivitét,

der Genexpression und der nukleozytoplasmatischen Lokalisation zwischen den
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STAT1-Varianten wurden mithilfe des Student-t-Tests bzw. des Wilcoxon-Mann-Whit-
ney-Tests ermittelt. Die Auswertung der Reportergen-Assay-Ergebnisse wurde durch
ANOVA mit dem Tukey’s Post-hoc-Test durchgefuihrt. Die Auswertung aller Daten er-
folgte mithilfe der Software-Programme Microsoft Excel und SigmaPlot. In allen Tests

wurde ein p-Wert < 0,05 als statistisch signifikant betrachtet.
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3. Ergebnis

Ziel dieser Arbeit war es, Punktmutanten in unterschiedlichen Domanen, wie der DNA-
Bindedomane und der Linker-Doméne, des STAT1-Molekiils zu generieren und diese
hinsichtlich ihres Phanotyps zu charakterisieren. Besonderes Interesse lag darin, Er-
kenntnisse Uber die bisher wenig bekannten molekularen Mechanismen, wie die As-
soziation zur DNA und der Erkennung der GAS-Sequenz, von STAT1 zu erlangen.
Zunachst konnten anhand von Sequenzanalysen der humanen STAT-Familie konser-
vierte Aminosaurereste identifiziert und unter Hinzunahme der Kristallstruktur inre Po-

sition und Ausrichtung im STAT1-Protein beschrieben werden.

3.1 Sequenzhomologien der DNA-Bindedoméane und Charakterisierung von
STAT1-K350

Im Bereich der DNA-Bindedoméne liegen zahlreiche Sequenzhomologien vor, wie
man einem Ausschnitt der Abb. 3 entnehmen kann. Anhand des tabellarisch aufge-
fuhrten Ausschnitts ist ein Sequenzvergleich der humanen STAT-Proteine im Bereich

der DNA-Bindedomane gezeigt, in dem ein Lysinrest in Position 350 identifiziert wer-

den konnte.
AN}
43-’63
NH2—| ND ccb m D | AD -COOH
1 136 488 576 712
STAT1 345|L|R|L|L|V L(QIE|L|N
STAT2 344 |TIR|L|L|V L (Q[E|G|N
STAT3 349 |VIR|L|L |V F[(P|E|L|N
STAT4 345|LR|L|L]|I L(PE|L|N
STAT5a 353 |VIR|L |L |V G K|L [N
STAT5b 353 [VIR|L |L |V G|. |[K|L|N
STAT6 293 VIR|F|L|L LIR|F|L|G
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Abb. 3: Domanenstruktur des STAT1la und Sequenzhomologie von K350. Oben in der
Abbildung ist die Domanenstruktur des STAT1-Proteins mit der hier charakterisierten Po-
sition K350 in der DNA-Bindedomé&ne markiert. Darunter ein Ausschnitt des Sequenzver-
gleichs der humanen STAT-Proteine im Bereich der DNA-Bindedoméne mit den aus-
schlieflich positiv geladenen Aminosauren an der von STAT1 homologen Position K350 in
den Mitgliedern STAT2, STAT3 und STAT4 dieser Proteinfamilie.

Der Sequenzvergleich zeigt, dass der Lysinrest im STAT1, STAT3 und STAT4 der
humanen STAT-Familie an homologer Position konserviert vorliegt. Dagegen weisen
STAT5a, STAT5b und STAT6 an gleicher Stelle einen Glycinrest auf, wahrend im
STATZ2 ein Argininrest vorzufinden ist. Demnach befinden sich an Position 350 der
DNA-Bindedoméane bei STAT1-STAT4 ausschlie3lich positiv geladene Aminosau-
rereste. Mithilfe von sequenzspezifischer Mutagenese wurde die Aminosaure Lysin in
Position 350 des STAT1-Molekils durch Alanin substituiert und die entstandene

Punktmutante im Weiteren charakterisiert.

SH2-
% Domane

DNA-Binde-
Domane

Abb. 4: Kristallstruktur des DNA-gebundenen STAT1-Dimers bzw. -Monomers mit
Lokalisation eines konservierten Lysinrestes in der DNA-Bindedoméane von STAT1.
In Abb. 4 A ist die Kristallstruktur als Oberflachendarstellung eines an die DNA-Doppelhelix
gebundenen STAT1-Dimers dargestellt. Dabei ist der Lysinrest an Position 350 in Griin
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hervorgehoben. Daneben ist in Abb. 4 B ein STAT1-Dimer in topographischem Bezug zur
DNA abgebildet. Zu sehen ist eine Ribbon-Darstellung des STAT1-Dimers mit den vier
Domaéanen des Kernfragments eines jeden STAT1-Monomers und der axial gelegenen
DNA-Doppelhelix. Die Coiled-coil-Doméne (CCD) ist in Grun, die DNA-Bindedoméane
(DBD) in Lachs, die Linker-Doméne (LD) in Hellblau und die SH2-Domane in Gelb gekenn-
zeichnet. Die Position der Punktmutante ist in Violett hervorgehoben. In Abb. 4 C ist ein
STAT1-Protomer mit gebundener DNA und in Magenta hervorgehobenem Aminosaurerest
K350 dargestellt.

3.1.1 Phosphorylierungskinetik von STAT1-K350A im Vergleich zu STAT1-WT

Die Stimulation mit IFNy initilert den JAK-STAT-Signaltransduktionsweg, indem es die
Phosphorylierung von Tyrosin an Position 701 von STAT1 und anschlie3end den nuk-
ledren Import des dimerisierten Transkriptionsfaktors bewirkt. Um das Ausmal3 der Ty-
rosin-Phosphorylierung der STAT1-Mutante K350A im Vergleich zum STAT1-WT zu
Uberprufen, wurden Western-Blot-Experimente durchgefihrt. STAT1-GFP-kodierende
Plasmide wurden entsprechend mutiert und das rekombinante Protein nach Transfek-
tion in humane HelLa-Zellen exprimiert. Die Stimulation dieser transient mit pSTAT1-
WT-GFP bzw. pSTAT1-K350A-GFP transfizierten Zellen erfolgte mit IFNy fur jeweils
45 min und einer zeitabhangigen Inkubation mit 500 nM Staurosporin. Durch die Zu-
gabe von Staurosporin, einem potenten Kinase-Inhibitor (Shuai et al. 1992), konnte die
In-vivo-Dephosphorylierung festgestellt werden. Die gewonnenen Gesamtzellextrakte
wurden mittels Gelelektrophorese aufgetrennt, und unter Verwendung eines Phospho-
STATL1 Antikdrpers wurden die entstandenen Phosphorylierungsbanden im Immuno-
blot detektiert und analysiert. Zur Sicherstellung des gleichen Mengenverhaltnisses an
STAT1 in den jeweiligen Extrakten wurde der Erstantikdrper durch Strippen mithilfe
eines Abldsepuffers von den Proteinen auf der Membran geldst und diese nach mehr-

maligem Waschen erneut mit dem STAT1-spezifischen Antikorper C-24 reexponiert.

37



Ergebnis

A
WT K350A
0 15 30 45 0 15 30 45 Stauro (min)
g — " B ap-STAT1
e e «STAT1
B -
140 -
120 - I
100 -

normiertes Verhaltnis von
Phospho-/gesamt-STAT1

80 A
60 -
40 -
20 | II“Il
0

0 15 30 45 0 15 30 45 Stauro
(min)
WT K350A

Abb. 5: Vergleichbares Phosphorylierungsniveau von STAT1-K350A und STAT1-WT.
(A) HeLa-Zellen wurden mit pSTAT1-WT-GFP oder pSTAT1-K350A-GFP transfiziert, am
Folgetag fur 45 min mit 5 ng/ml IFNy stimuliert und anschlie3end mit 500 nM Staurosporin
fur die angegebenen Zeiten inkubiert. Mithilfe von Western Blotting erfolgte die Untersu-
chung des Ausmalf3es der Tyrosin-Phosphorylierung durch Inkubation mit Phospho-STAT1
Antikérper (siehe obere Reihe) sowie die Expression von STAT1 nach erneuter Exposition
mit dem STAT1-spezifischen Antikdrper C-24 (siehe untere Reihe). (B) Dem Séaulendia-
gramm ist zu entnehmen, dass keine signifikanten Unterschiede im Phosphorylierungsni-

veau zwischen dem STAT1-WT und seiner K350A-Punktmutante zu verzeichnen sind.

Das STAT1-WT-Molekil zeigte nach 45-mindtiger IFNy-Stimulation ein deutliches
Phosphorylierungsniveau. Nach bereits 15-minutiger Inkubation mit Staurosporin
konnte ein schwacheres Phosphorylierungssignal der STAT1-WT-exprimierenden Ex-
trakte detektiert werden. Je langer die Inkubation mit Staurosporin erfolgte, desto mehr
zeigte sich eine progrediente Abschwachung der Phosphorylierungsbande von

STATL, bis sich nach 45 min kaum noch ein Phosphorylierungssignal nachweisen liel3.
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Die Mutante STAT1-K350A zeigte im Vergleich zu STAT1-WT weder einen Unter-
schied in ihrem Phosphorylierungsniveau nach IFNy-Stimulation noch in ihrer Dephos-
phorylierungskinetik nach Staurosporin-Inkubation (Abb. 5 A). Nach Quantifizierung
der Tyrosin-Phosphorylierung und der Menge an gesamten STATL1 liel3 sich zudem
mittels statistischer Auswertung und Darstellung von Saulendiagrammen belegen,
dass kein signifikanter Unterschied zwischen dem Wildtyp-STAT1 und der Punktmu-
tante K350A hinsichtlich der Phosphorylierungs- und Dephosphorylierungskinetik be-
steht (Abb. 5 B).

3.1.2 Vergleichbare Kernakkumulation zwischen der K350A-Mutante und dem
WT-Molekdl

Zur Analyse der IFNy-induzierten Kernanreicherung erfolgte eine fluoreszenzmikro-
skopische Detektion von STAT1-GFP-Fusionsproteinen. Hierzu wurden erneut
Punktmutationen in STAT1-GFP-kodierende Plasmide eingefuhrt und die Plasmid-
DNA in humane HelLa-Zellen transfiziert. Die STAT1-WT-GFP- bzw. STAT1-K350A-
GFP-exprimierenden HelLa-Zellen wurden entweder unbehandelt belassen, flr 45 min
mit IFNy stimuliert oder nach der Stimulation mit IFNy flr 1 bzw. 2 h mit Staurosporin
in einer Konzentration von 500 nM inkubiert. Anschlie3end erfolgten eine Fixierung der
Zellen mit 4 % Formaldehyd/PBS und eine Farbung der Kerne mit Hoechst 33258. Die
in Abb. 6 dargestellten fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen zeigen eine panzellu-
lare Verteilung von STAT1-WT-GFP sowie von der Punktmutante STAT1-K350A-GFP
in unstimuliertem Zustand. Nach 45-minttiger Stimulation mittels IFNy lie3 sich bei
beiden STAT1-GFP-Fusionsproteinen eine vollstdndige Kernakkumulation beobach-
ten. Hemmte man die Rezeptor-assoziierten Kinasen durch Staurosporin, war eine
Abnahme des Phosphorylierungsniveaus und eine daraufhin folgende Auflésung der
Kernlokalisation bereits nach 1 h zu verzeichnen. Nach 2-stiindiger Behandlung mit
Staurosporin zeigte sich schlief3lich ein vollstdndiger Zusammenbruch der Kernakku-
mulation. Dieses Experiment bestétigte die bisher erlangten Ergebnisse, dass sich die
Substitutionsmutante K350A weder in ihrem Phosphorylierungsniveau nach IFNy-Sti-
mulation noch in ihrer Dephosphorylierungskinetik nach Staurosporin-Behandlung so-
wie der Zytokin-abhangigen Kernakkumulation signifikant vom Wildtyp-Molekul unter-

scheidet.
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Abb. 6: STAT1-WT und STAT1-K350A weisen eine gleiche Kinetik der Kernakkumu-
lation auf. STAT1-WT-GFP- bzw. STAT1-K350A-GFP-exprimierende HelLa-Zellen wur-
den unbehandelt belassen (1. Reihe), 45 min mit 5 ng/ml IFNy stimuliert (2. Reihe) oder
anschlieend fur 1 h (3. Reihe) bzw. 2 h (4. Reihe) mit Staurosporin inkubiert. Zur fluores-
zenzmikroskopischen Auswertung wurden die Zellen mit 4 % Formalin fixiert und eine
Hoechst-Farbung der Kerne durchgefihrt. Anhand der Hoechst-Farbung lassen sich die
entsprechenden Zellkerne lokalisieren. Es zeigt sich eine gleiche Kernakkumulationskine-
tik zwischen den GFP-markierten WT-Proteinen und denen der Punktmutante K350A nach
IFNy-Stimulation (2. Reihe) sowie die Aufhebung der Kernakkumulation nach Staurosporin-
Inkubation (3. und 4. Reihe).

3.2 Sequenzhomologien in der Linker-Doméane und Charakterisierung von
E559, E563 und K567

Die Linker-Domaéne ist im Sequenzvergleich der einzelnen Mitglieder der STAT-Fami-
lie vergleichsweise gut konserviert. Um die biologische Rolle dieser Doméne besser
verstehen zu kdnnen, wurden drei konservierte Aminosauren der Linker-Domane iden-
tifiziert und analysiert. Mithilfe einer Sequenzanalyse der Linker-Domane aller sieben
humanen STAT-Proteine wurde eine hochkonservierte Sequenz mit elf Aminosau-
reresten identifiziert (Abb. 7). Innerhalb dieser konservierten Sequenz befindet sich an

3. und 7. Stelle, entsprechend den Positionen 559 und 563 im STAT1-Molekdl, bei
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allen Mitgliedern der humanen STAT-Familie ein Aspartat- oder Glutaminséurerest.
Dagegen ist an Position 11, entsprechend 567 im STAT1-Molekiil, entweder ein Lysin
oder Arginin in allen humanen STAT-Proteinen aul3er STATZ2 lokalisiert. Nur STAT2
weist an entsprechender Position ein Aspartat auf.

9 DA
S
o o [Eiaofac) <

hz-I. ND I CCD

1 136 488 576 712
STAT1 557 \w|lI S|I|L L|l
STAT2 556 (W(LBNK|I |L [BYL |V
STAT3 564 WI|LBIN|I|I LV
STAT4 554 WL [EJA|I |L Ll
STATS5a 573 |W|F GIVIMEIV L
STATSb 573 |(W|F BN G|V M BV |L
STAT6 517 W|FBIG|V|L LT

Abb. 7: Doméanenstruktur des STAT1la und Sequenzhomologie von E559, E563 und
K567. Die schematische Darstellung zeigt oben die Anordnung der bereits in Abb. 1 be-
schriebenen funktionellen Doménen des STAT1-Proteins und die Positionen der in dieser
Arbeit untersuchten Aminoséuren der Linker-Doméne. Darunter ein tabellarisch aufgefiihr-
ter Ausschnitt des Sequenzvergleichs der humanen STAT-Proteine im Bereich der Linker-
Domane. An den Positionen 559 und 563 befindet sich bei allen bekannten Mitgliedern der
STAT-Familie eine negativ geladene Aminosaure, wahrend an Position 567 mit Ausnahme

des STAT2-Proteins ausschlieRlich positiv geladene Aminosauren vorzufinden sind.

Anhand kristallographischer Darstellungen des DNA-gebundenen trunkierten STAT1-
Dimers konnte die raumliche Orientierung der drei konservierten Aminosaurereste ge-
nauer betrachtet werden. Die drei Punktmutanten befinden sich an der Oberflache ei-
nes STAT1-Monomers immer parallel zur longitudinalen Achse des DNA-Molekils
ausgerichtet. Ihre Seitenketten sind in direkter Nahe zur DNA-Doppelhelix positioniert
(Abb. 8).
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Abb. 8: Lokalisation der zwei Glutaminsaurereste 559 und 563 sowie des Lysinrests
567 in der Linker-Domane von STAT1. Kristallstruktur als Oberflachendarstellung eines
DNA-gebundenen trunkierten STAT1-Dimers mit den farblich unterschiedlich gekennzeich-
neten konservierten Aminosaureresten: E559 (Magenta), E563 (Grin) und K567 (Turkis).
Anhand dieser Abbildung zeigt sich die rdumliche Ausrichtung der Seitenketten parallel
zwischen der STAT1-Linker-Doméane und der DNA wie eine Art Rinne.

Die DNA bildet vorne eine Art ringartige Furche, wahrend die beiden STAT1-Proto-
mere hinten durch reziproke SH2-Phosphotyrosin-Wechselwirkungen direkt miteinan-
der interagieren, wobei das aminoterminale Ende von K567 mittig in dieser ringartigen
Struktur lokalisiert ist (Abb. 9).

Abb. 9: Ausschnitt der STAT1-Kristallstruktur mit den Aminosaureresten E559, E563
und K567. Nahaufnahme des DNA-gebundenen STAT1-Monomers als Ribbon-Darstel-
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lung mit den in Magenta markierten, kritischen Aminosaureresten und der in Hellblau ab-
gebildeten Linker-Domane. Hierdurch wird der freie Zugang der drei konservierten Amino-
saurereste zur DNA-Doppelhelix deutlich. Die Abbildungen 4, 8 und 9 wurden mithilfe des

Software-Programms PyMOL (DeLano Scientific) erstellt.

3.2.1 Unterschiede im Phosphorylierungsniveau zwischen den Glutaminséu-
reresten und dem Lysinrest der Linker-Doméane

In dem Versuch die Rolle eines hochkonservierten Bereichs der a-Helix des STAT1-
Proteins in angrenzender Nachbarschaft zur DNA zu entschliusseln, wurden geladene
Seitenketten, wie die Glutaminsaurereste an Position 559 und 563 sowie ein Lysinrest
an Position 567, in einem sequenzspezifischen Mutationsverfahren durch Alaninreste
ersetzt und anschlieRend phanotypisiert. Wie bereits beschrieben, stellt unter anderem
die Tyrosin-Phosphorylierung des STAT1-Molekils eine wichtige Voraussetzung fur
die Zytokin-induzierte Kernakkumulation von STAT-Proteinen dar (Shuai et al. 1992;
Darnell et al. 1994), so dass zunéachst die Auswirkungen der Substitutionsmutationen
auf die Kinetik der Tyrosin-Phosphorylierung untersucht wurden. Dies erfolgte mithilfe
von Western-Blot-Analysen in IFNy-stimulierten Zellen (Abb. 10). Hierfir wurden
pSTAT1-GFP-kodierende Plasmide spezifisch mutiert und in HeLa-Zellen transfiziert.
Im gleichen Versuch konnte die In-vivo-Dephosphorylierung durch die Verwendung
des Kinase-Inhibitors Staurosporin analysiert werden. Die Gesamtzellextrakte wurden
mithilfe der Gelelektrophorese aufgetrennt und das Phosphorylierungsniveau durch
spezifische Phospho-STAT1 Antikdrper im Immunoblot detektiert. Zur Sicherstellung
vergleichbarer STAT1-Mengen wurde nach stringentem Abwaschen der Phospho-
STATL1 Antikorper die gleiche Membran mit STAT1-spezifischem Antikorper C-24 rein-
kubiert. Die Ergebnisse zeigten, dass das Verhéltnis von Tyrosin-phosphoryliertem
STAT1 zum gesamten intrazellularen STAT1 - nicht-phosphoryliertes STAT1 mit inbe-
griffen - fir die Mutanten E559A und E563A im Vergleich zum WT-Protein sowie der
Mutante K567A nach IFNy-Stimulation erhoht ist. Zudem fuhrte im Gegensatz zu
STAT1-WT und -K567A die Behandlung der Zellen mit Staurosporin zu keiner Ab-
nahme des Phosphorylierungsniveaus der beiden Varianten mit den mutierten Gluta-
minsaureresten ES559A und E563A.
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Abb. 10: Tyrosin-Phosphorylierung und In-vivo-Dephosphorylierung von STAT1-
E559A, -E563A, und -K567A. Die Substitutionsmutanten E559A und E563A weisen
im Gegensatz zu K567A nach Zellstimulation mit IFNy eine Hyperphosphorylierung
auf. HeLa-Zellen, die entweder STAT1-WT-GFP oder eine der angegebenen GFP-gekop-
pelten STAT1-Mutanten exprimierten, wurden flr 45 min mit IFNy stimuliert und anschlie-
Rend mit dem Kinase Inhibitor Staurosporin Gber zunehmende ZeitrAume inkubiert. An-
schlieRend erfolgte die Analyse der Tyrosin-Phosphorylierung der Zelllysate. Dargestellt
sind die Membranen eines Western-Blot-Experiments mit dem spezifischen Phospho-
STAT1 (Tyr701) Antikorper (obere Felder) und den entsprechenden Re-Blots nach Strip-
pen der gebundenen Immunoreaktivitéat und erneuter Inkubation mit einem polyklonalen
Anti-STAT1 (C-24) Antikdrper (untere Felder). Die obere Bande auf jedem Feld reprasen-
tiert rekombinantes STAT1-GFP, wahrend die untere Bande dem endogenen STAT1 ent-
spricht.

Um die Ergebnisse zu untermauern, wurde der gleiche Versuch mit Extrakten von
STAT1-rekonstituierten U3A-Zellen unter Verwendung der beschriebenen STAT1-
GFP-Expressionsplasmide durchgefihrt (Abb. 11 A, B). Wie bereits mithilfe der Wes-
tern Blots von HelLa-Zellextrakten gezeigt werden konnte, wiesen die STATI1-
Punktmutanten E559A und E563A auch in den rekonstituierten U3A-Zellen &hnliche
Ergebnisse einer erhdhten Tyrosin-Phosphorylierung auf. Trotz der Inkubation mit dem
Kinase-Inhibitor Staurosporin zeigen die Glutaminsaure-zu-Alanin-Punktmutanten in
Abb. 11 A nach IFNy-Stimulation eine Hyperphosphorylierung im Gegensatz zum
STAT1-WT sowie zur Lysin-zu-Alanin-Punktmutante K567A. Die Ergebnisse wurden
nach Quantifizierung der Phosphorylierungsniveaus mit Bestimmung des Verhaltnis-
ses von Phospho-STATL1 zur Gesamtmenge an STAT1 in den Saulendiagrammen der
Abb. 11 B graphisch dargestellt.
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Abb. 11: (A, B) Supprimierte In-vivo-Dephosphorylierung der E559A- und E563A-Mu-
tanten in STAT1-rekonstituierten, IFNy-vorbehandelten U3A-Zellen nach Staurospo-
rin-Exposition. Gleiches Experiment wie in Abb. 10, jedoch wurden hier U3A-Zellen mit
dem jeweiligen, zuvor transfizierten pSTAT1-GFP-Expressionsplasmid eingesetzt. (A) Die
Behandlung mit Staurosporin fihrte zur schnellen Abnahme der Tyrosin-Phosphorylierung
von STAT1-WT und der K567A-Mutante, wahrend die beiden Glutaminsaure-Mutanten die
inaktivierende Wirkung des Kinase-Inhibitors tberwiegend widerstanden und ein nahezu
stabiles Phosphorylierungsniveau aufwiesen. (B) Quantifizierung der Expression von
Phospho-STAT1 zur Gesamtmenge an STAT1 in den mit IFNy-prastimulierten und mit
Staurosporin behandelten U3A-Zellen, normiert auf den jeweiligen Wert der allein mit IFNy-
stimulierten Probe der gleichen Variante. Wie auch bei den weiteren Experimenten wurden
zur Berechnung der statistischen Signifikanz jeweils drei Ergebnisse aus unterschiedlichen
Versuchen herangezogen. Statistisch signifikante Ergebnisse sind mit Balken und Stern-

chen (*) gekennzeichnet.

3.2.2 Anhaltende Tyrosin-Phosphorylierung der STAT1-Mutanten E559A und
E563A ohne Inhibition durch Staurosporin

Mithilfe von weiteren Western-Blot-Experimenten wurde die Tyrosin-Phosphorylierung
der Substitutionsmutanten ohne Exposition des Kinase-Inhibitors Staurosporin mitei-
nander verglichen. STAT1-GFP-kodierende Plasmide wurden spezifisch mutiert und
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nach Transfektion in U3A-Zellen exprimiert. Die Zellen wurden entweder vollsténdig
unbehandelt belassen oder fur 45 min mit 5 ng/ml IFNy stimuliert und anschlie3end fur
die angegebenen Zeiten unbehandelt inkubiert. Nach gelelektrophoretischer Auftren-
nung der gewonnenen Gesamtzellextrakte wurde die Phosphorylierung mittels Phos-
pho-STAT1 Antikorper als Prim&rantikorper detektiert, bevor der Auftrag gleicher Zel-
lextraktmengen nach Strippen und Waschen der Membranen durch die Reinkubation

mit dem Sekundarantikérper C-24 sichergestellt werden konnte.
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Abb. 12: Verlangertes Phosphorylierungsniveau der Glutaminsaure-Substitutions-
mutanten nach IFNy-Stimulation. (A) Klassisches Western-Blot-Experiment mit gleichen
Mengen an STAT1-WT-GFP-, STAT1-E559A-GFP- oder STAT1-E563A-GFP-exprimieren-
den U3A-Zellen, die entweder vollstandig unbehandelt belassen oder fiir 45 min mit IFNy
stimuliert wurden. AnschlieBend erfolgte eine Inkubation der Zellen ohne Exposition mit
Staurosporin fir die angegebenen Zeitrdume. (B) Diagramm der Quantifizierung des Phos-

phorylierungsniveaus aus dem Verhaltnis von Phospho-STAT1 zum gesamten STAT1-

46



Ergebnis

Pool, aus dem eine signifikant verlangerte Phosphorylierungskinetik der beiden Substituti-
onsmutanten E559A und E563A hervorgeht. Statisch signifikante Unterschiede sind durch

Balken und Sternchen (*) gekennzeichnet.

Abb. 12 A demonstriert auf der einen Seite eine Hyperphosphorylierung der STAT1-
Substitutionsmutanten und auf der anderen Seite ein relativ stabiles Phosphorylie-
rungsniveau vor Behandlung mit Staurosporin. STAT1-E563A zeigte nach 7-stiindiger
Inkubation eine Abnahme des Signals, wohingegen E559A erst nach 9-stindiger In-
kubation einen beginnenden Zusammenbruch der Phosphorylierung aufwies. Demge-
genuber konnte beim WT-Molekil mit zunehmender Dauer der Inkubation eine konti-
nuierliche Reduktion des Phosphorylierungsniveaus beobachtet werden. Dieses Ex-
periment bestatigt die bisher erlangten Ergebnisse, dass sich die Mutanten STAT1-
ES559A und STAT1-E563A in ihrem Phosphorylierungsniveau nach IFNy-Stimulation
signifikant in ihrer In-vivo-Dephosphorylierungskinetik nach Staurosporin-Behandlung

bzw. auch ohne Exposition mit Staurosporin vom STAT1-WT unterscheiden.

3.2.3 Verlangerte Zytokin-induzierte Kernakkumulation von STAT1-E559A und
-E563A

Nach Analyse des Niveaus der Tyrosin-Phosphorylierung wurde der Einfluss der ge-
nannten Punktmutationen auf die Dauer der Kernakkumulation hin untersucht. Phos-
phorylierte STAT1-Proteine bilden Dimere, die in den Zellkern gelangen und dort spe-
zifisch an sogenannte GAS-Bindestellen binden. Die Kinetik der Kernakkumulation
nach IFNy-Stimulation wurde wie fir die Substitutionsmutante K350A unter Verwen-
dung von STAT1-GFP-kodierenden Plasmiden fluoreszenzmikroskopisch ermittelt.
Zur Generierung der Mutanten wurde ein pEGFP-N1-Plasmid mit Insertion humaner
STAT1-cDNA eingesetzt, in welches die zu charakterisierende Missensemutation mit-
tels sequenzspezifischer Mutagenese eingefuigt wurde. Die entstandenen Konstrukte
wurden transient in humane HelLa-Zellen transfiziert, so dass das zellulare Verteilungs-
muster des STAT1-GFP-Molekils nach 45-minutiger Stimulation mit IFNy und zeitab-

hangiger Staurosporin-Behandlung beurteilt werden konnte.

Im unstimulierten Zustand wiesen die drei Substitutionsmutanten eine annahernd pan-
zellulare Verteilung ahnlich dem WT-Protein auf (Abb. 13 A, B). Nach einer 45-minuti-
gen Stimulation mit IFNy zeigte sich bei allen STAT1-Derivaten eine nahezu vollstan-
dige Kernakkumulation, ohne dass sich die eingeflihrten Mutationen auf die struktu-

relle Stabilitédt auswirkten. Die Exposition der mit IFNy vorbehandelten Zellen durch
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den potenten Kinase-Inhibitor Staurosporin in einer Konzentration von 500 nM fuhrte
zu einem detektierbaren Unterschied in der zellularen Verteilung zwischen STAT1-WT
und den beiden Glutaminsaure-zu-Alanin-Mutanten. Beide Mutanten wiesen nach 60-
mindtiger Behandlung mit Staurosporin eine noch tberwiegende Kernlokalisation auf,
wahrend STAT1-WT-GFP wieder die panzellulare Ruheverteilung einnahm und nicht
mehr im kernakkumulierten Zustand vorlag. Uberdies lieferten die zwei Mutanten nach
zweistlindiger Staurosporin-Exposition Hinweise auf einen verminderten Kernexport
mit verlangerter Kernakkumulationsphase. Die Kernakkumulation nach IFNy-Stimula-
tion sowie die Auswirkung der zuséatzlichen Staurosporin-Behandlung auf die Kernak-
kumulation der Lysin-zu-Alanin-Mutante 567 verglichen mit dem Wildtyp-Molekul
ergab keinen signifikanten Unterschied (Abb. 13 A, B).
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Abb. 13: Anhaltende nukledre Akkumulationsphase der STAT1-Mutanten E559A und
E563A nach Stimulation mit IFNy und anschlie3ender Staurosporin-Exposition. (A,
B) Transfizierte HeLa-Zellen mit GFP-Fusionsproteinen wurden entweder unbehandelt be-

lassen oder flr 45 min mit 5 ng/ml humanem IFNy stimuliert und anschlieend fiir 0 min,
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60 min oder 120 min mit Staurosporin (500 nM) behandelt. Nach Fixierung der Zellen mit
4 % Formaldehyd in PBS und Féarbung der Zellkerne mit Hoechst 33258 wurden fluores-
zenzmikroskopische Aufnahmen angefertigt, die die intrazellulare Verteilung der GFP-mar-
kierten Fusionsproteine und die Lokalisation der Hoechst-geféarbten Zellkerne (MaRRstab
des Balkens 10 um) wiedergeben. (B) Quantifizierung der im Experiment (A) untersuchten
nukleozytoplasmatischen Verteilung durch Fluoreszenzintensitdtsmessungen der STAT1-
GFP-Molekile mit Darstellung des Verhaltnisses von nukledrem zu gesamtem STAT1 je

Stimulationsmodus und Variante.

Wie bereits aus der Literatur bekannt ist, weisen STAT1-GFP-Fusionsproteine eine im
Vergleich zu endogenem STATL1 verringerte nukledre Exportrate auf (Meyer et al.
2007; Marg et al. 2008). Um eine mdgliche Beeinflussung durch den GFP-Anteil des
Fusionsproteins der generierten Punktmutanten ausschlieRen zu kénnen, wurde das
Experiment erneut mit Transfektion von pcDNA3.1-STAT1-Plasmiden durchgefihrt.
Zudem kann dadurch untersucht werden, ob die beobachtete Kinetik der Kernakkumu-
lation auch fur unmarkierte STAT1-Proteine gilt. Die Stimulationszeiten mit IFNy sind
identisch zu dem in Abb. 13 dargestellten Experiment; jedoch wurde der Inkubations-
zeitraum mit Staurosporin auf 30 min und 1 h verklrzt. Die Detektion der exprimierten,
nicht-GFP-markierten STAT1-Proteine in U3A-Zellen erfolgte immunzytochemisch
uber den STAT1-spezifischen Erstantikdrper C-24 und Cy3-gekoppelten Zweitantikor-
per. Wie in dem vorherigen Versuch zeigte sich bei den unstimulierten Zellen eine
panzellulare Verteilung sowohl beim STAT1-WT als auch bei den drei Punktmutanten.
Abb. 14 A demonstriert die zugehorigen indirekten fluoreszenzmikroskopischen Auf-
nahmen. Die 45-mindtige IFNy-Stimulation fuhrt ebenso zu einer praferenziellen
Kernakkumulation der vier STAT1-Varianten sowie zu einer anhaltenden Kernakku-
mulationsphase der beiden Punktmutanten E559A und E563A trotz der Exposition mit
Staurosporin. Im Vergleich zu diesem Ergebnis kommt es beim STAT1-WT und der
Substitutionsmutante K567A bereits nach einem Inkubationszeitraum von 0,5 h mit
Staurosporin zu einem Zusammenbruch der IFNy-induzierten Kernakkumulation mit
Wiederherstellung des panzellularen Verteilungsmusters wie in ruhenden Zellen. Abb.
14 B demonstriert in einem Saulendiagramm die signifikanten Unterschiede der beiden
Glutaminsaure-zu-Alanin-Punktmutanten 559 und 563 gegentber dem Wildtyp-Mole-
kal.
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Abb. 14: Immunzytochemie bestétigt die verringerte Kernexportrate von STAT1-
E559A und -E563A. (A) STAT1-defiziente U3A-Zellen wurden mit Plasmiden, die entwe-
der fir unmarkiertes STAT1-WT oder einer der STAT1-Punktmutanten kodieren, trans-
fiziert, anschlieBend unbehandelt belassen, fur 45 min mit IFNy stimuliert oder nach Stimu-
lation mit IFNy fiir die angegebenen Zeitrdume mit Staurosporin inkubiert. Nach Fixierung
in Methanol und Hoechst-Farbung erfolgte die Detektion der intrazellularen Verteilung von
rekombinantem STAT1 immunzytochemisch durch den spezifischen Anti-STAT1 Antikor-
per C-24 sowie den Cy3-markierten Zweitantikérper (Maf3stab 10 um). (B) Quantifizierung
der nukleozytoplasmatischen Verteilung des STAT1-WT und der STAT1-Derivate aus Abb.
14 A. Die signifikanten Unterschiede zwischen dem WT und der jeweiligen Mutante wurden
mittels Balken und Sternchen (*) versehen.

3.2.4 Erhodhte DNA-Bindungsaktivitat der beiden Glutaminsaure-zu-Alanin-Mu-

tanten

In Anbetracht der Hyperphosphorylierung bzw. supprimierten In-vivo-Dephosphorylie-

rung und der verlangerten Kernakkumulation der beiden Glutaminsaure-zu-Alanin-Mu-
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tanten wurde in weiteren Versuchen mittels elektrophoretischen Mobilitats-Shift-As-
says (EMSA) die spezifische DNA-Bindung der Punktmutanten genauer untersucht.
Die Gelretardations-Experimente wurden zunachst mit einer [*3P]-radioaktiv markier-
ten, hoch-affinen DNA-Sonde, bestehend aus einer singularen GAS-Bindestelle
(M67), durchgefuhrt. Hierfir wurden U3A-Zellen transient mit den jeweiligen STAT1-
GFP-Expressionsplasmiden transfiziert und am Folgetag fur 45 min mit 5 ng/ml IFNy
stimuliert sowie fur die angegebenen Zeiten mit 500 nM Staurosporin inkubiert. Die
gewonnenen Gesamtzellextrakte wurden fir 15 min mit radioaktiv markierter M67-
Sonde inkubiert und im Anschluss vergleichbare Extraktmengen auf das praequilib-
rierte Polyacrylamidgel aufgetragen und elektrophoretisch aufgetrennt. Autoradiogra-
phisch wurde das Ausmalf3 der Bindung von phosphorylierten STAT1-Proteinen an die

Erkennungssequenz der [**P]-radioaktiv markierten Sonde bestimmt.

Der hier durchgeflhrte Gelretardations-Assay bestétigt die Ergebnisse der Western-
Blot-Experimente, indem er tber den Nachweis spezifischer DNA-Bindung die indi-
rekte und hochsensitive Tyrosin-Phosphorylierung bestimmt und hierdurch die Hyper-
phosphorylierung bzw. verlangerte Phosphorylierungsphase nachweist. Abbildung 15
ist zu entnehmen, dass durch die Exposition mit Staurosporin in den IFNy-vorbehan-
delten Zellen bereits innerhalb von 15 min eine deutliche Abnahme des Phosphorylie-
rungsniveaus des STAT1-WT-Proteins zu verzeichnen ist, wahrend die Punktmutan-
ten E559A und E563A ein nahezu unverandertes Phosphorylierungssignal aufweisen.
Diese Ergebnisse werden anhand Abb. 15 A durch den Nachweis einer langeren
STAT1-DNA-Bindung der beiden nach Alanin substituierten Glutaminsaurereste 559
und 563 bestatigt. Demgegenuber lasst sich in Abb. 15 A und B praktisch keine Bin-
dung der Punktmutante K567A an die radioaktiv markierte GAS-Sonde nachweisen,
trotz einer deutlich detektierbaren Expression des phosphorylierten STAT1-K567A-
Molekils in den Immunoblots von Western-Blot-Experimenten unter Verwendung der-
selben Extrakte (Abb. 15 C).
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Abb. 15: Nachweis prolongierter GAS-Bindungsaktivitat der phosphorylierten
E559A- und E563A-Mutante im Gegensatz zur fehlenden Bindung der phosphorylier-
ten Mutante K567A. (A) Gelretardations-Assay mit STAT1-rekombinanten U3A-Zellex-
trakten, die fur 45 min mit 5 ng/ml IFNy stimuliert und anschlieRend firr die angegebenen
Zeiten mit 500 nM Staurosporin inkubiert wurden. Die isolierten Zelllysate wurden mit einer
radioaktiv markierten hoch-affinen STAT-Bindungssonde M67 equilibriert und gelelektro-
phoretisch aufgetrennt. Ferner erfolgte eine autoradiographische Auswertung der vakuum-
getrockneten Gele. Der Pfeil markiert spezifische STAT1-Banden, wéahrend das Sternchen
(*) unspezifische Banden kennzeichnet. (B) Saulendiagramm der densitometrisch gemes-
senen GAS-bindenden Aktivitat in Extrakten von IFNy-vorstimulierten und mit dem Kinase-
Inhibitor Staurosporin inkubierten U3A-Zellen. Statistisch signifikante Ergebnisse sind mit
Balken und Sternchen (*) gekennzeichnet. (C) Anhand der Immunoblots wurde die Anwe-
senheit von Phospho-STAT1 und Pan-STAT1 in den gleichen Zellextrakten aus dem Gels-
hift-Assay von Abb. 15 A bestatigt.

Neben den oben genannten Ergebnissen konnte in einem weiteren elektrophoreti-

schen Mobilitats-Shift-Assay gezeigt werden, dass die erhéhte M67-Bindeaffinitat nicht
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nur fir Homodimere der STAT1-E559A- und -E563A-Punktmutanten besteht, sondern
auch fur ausgebildete Heterodimere zwischen rekombinanten und endogenen STAT1-
Protomeren (Abb. 16). Der Versuch wurde mit Ausnahme der hier eingesetzten
STAT1-GFP-exprimierenden HelLa-Zellen wie oben beschrieben durchgefiihrt. Zu-
satzlich konnten die detektierten Banden mithilfe einer Supershift-Reaktion als STAT1-
DNA-Komplexe identifiziert werden. Die Zugabe eines STAT1-spezifischen Antikor-
pers (aS1, Bahn 2) fuhrte aufgrund der Grél3enzunahme der Proteine zu einer redu-
zierten Laufgeschwindigkeit und dadurch zu einer Verschiebung der Bande. Die Ne-
gativkontrolle erfolgte durch Einsatz eines STAT3-spezifischen Antikorpers (oS3,
Bahn 1) und fiihrte zu keiner Anderung im Laufverhalten der STAT1-DNA-Komplexe.
Geachtet wurde darauf, vergleichbare Extraktmengen einzusetzen.

WT E559A  E563A

0 0 0 1530 0 1530 0 15 30 ?n'ff:;‘{"
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Abb. 16: Erh6hte M67-Bindeaffinitat der aus rekombinanten GFP-Fusionsproteinen
gebildeten Homo- und Heterodimere von STAT1-E559A und -E563A. Ahnliches Expe-
riment wie in Abb. 15 A dargestellt, jedoch hier mit Einsatz von STAT1-GFP-exprimieren-
den Hela-Zellen und dem Nachweis der STAT1-ldentitiat mittels Supershift-Reaktion.
Diese wurde mithilfe eines spezifischen STAT1 Antikdrpers (aS1, Bahn 2) und einem Kon-
troll-Supershift mit unspezifischem STAT3 Antikérper (oS3, Bahn 1) durchgefuhrt. Am
rechten Rand der Abbildung sind die GFP-markierten und unmarkierten STAT1-Homodi-
mere sowie die entsprechenden STAT1-GFP/STAT1-Heterodimere mit Pfeilen markiert.

Das Sternchen (*) kennzeichnet unspezifische Banden.
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3.2.5 Differentielle DNA-Bindung nach Substitutionen in der Linker-Domane

In einem néchsten Schritt wurde die Bindung der Mutanten an verschiedene DNA-
Sonden analysiert. Eingesetzt wurden Sonden mit zwei klassischen GAS-Stellen in
Tandem-Orientierung (genannt 2xGAS) und eine mutierte Sequenz, davon mit nur ei-
ner (GAS-nonGAS) oder ohne intakte GAS-Bindestelle (2xnonGAS). Elektrophoreti-
sche Mobilitats-Shift-Assays wurden wie oben beschrieben durchgefihrt, jedoch ohne
die Behandlung der Zellen mit Staurosporin. In allen Versuchen wurden die gleichen
Mengen an Zellextrakten eingesetzt. Die Ergebnisse in Abb. 17 A - C zeigen, dass
unter den gewdahlten molaren Verhaltnissen die Anzahl der Bindungen von STAT1-
Tetrameren an 2xGAS-Sonden des STAT1-WT, der STAT1-E559A- und
-E563A-Mutante hoher ist als die Anzahl der STAT1-DNA-Komplexe, die mit STAT1-
Dimeren besetzt werden. Die Punktmutante K567A weist anhand des Gelretardations-
Assay in Abb. 17 A bis auf eine geringe Bindung von tetramerem STAT1 an die
2XGAS-Sonde mit doppelter Bindestelle nahezu keine detektierbare DNA-Bindeaffini-
tat auf. Im Gegensatz dazu liegen fir alle getesteten STAT1-Varianten die Bindungen
an 2xnonGAS unterhalb der Nachweisschwelle. Zwischen dem STAT1-WT-Molekiil
und den zwei Varianten mit nach Alanin mutierten Glutaminséurereste unterscheidet
sich jedoch statistisch signifikant das Verhaltnis von tetrameren zu dimeren STAT1-
Komplexen, die an GAS-nonGAS-Sonden gebunden vorliegen. Abb. 17 A und B de-
monstriert den geringeren Anteil tetramerer zu dimerer STAT1-WT-Bindungen an
GAS-nonGAS-Sonden in den Extrakten von STAT1-GFP-exprimierenden U3A-Zellen,
wahrend Abb. 17 C das Ergebnis aus Lysaten von HelLa-Zellen darstellt. Dagegen
binden die beiden Glutaminsaure-zu-Alanin-Mutanten haufiger in tetramerer als in di-
merer Konformation an die GAS-nonGAS-Sonde. Dieses Ergebnis ist am ehesten auf
das erhohte Niveau der Tyrosin-Phosphorylierung der STAT1-Punktmutanten im Ver-

gleich zu dem Wildtyp-Protein zurtickzufihren.
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Abb. 17: Unterschiede in der Kinetik der DNA-Bindung zwischen dem Wildtyp und
den Punktmutanten E559A und E563A. (A-C) Die Abbildungen zeigen reprasentative

EMSA-Ergebnisse der DNA-Bindungsaffinitéat der angegebenen STAT1-GFP-Fusionspro-

teine zu drei verschiedenen doppelstrangigen Oligonukleotiden: eine zweifache GAS-
Stelle (2xGAS), eine GAS-Stelle mit einer mutierten GAS-Stelle im Tandem (GAS-non-
GAS) oder eine solche ohne intakte GAS-Bindestelle (2xnonGAS). Nach 45-minttiger Sti-

mulation mit 5 ng/ml IFNy wurden Gesamtzellextrakte von STAT1-WT-GFP, STAT1-
ES559A-GFP, STAT1-E563A-GFP und STAT1-K567A-GFP-exprimierenden U3A- (A, B)
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und HelLa-Zellen (C) hergestellt und wie angegeben fir 15 min mit den jeweiligen [33P]—
markierten Sonden inkubiert. Nach gelelektrophoretischer Auftrennung im nicht-denaturie-
renden SDS-Gel erfolgte die autoradiographische Auswertung, nach der sich tetramerge-
bundene (oberer Pfeil) und dimergebundene GFP-gekoppelte STAT1-DNA-Komplexe (un-
terer Pfeil) unterscheiden lassen. In Abb. 17 C wurde zum Nachweis der STAT1-Identitat
zusétzlich eine Supershift-Reaktion mit Anti-STAT3- («S3) und Anti-STAT1 Antikdrpern
(aS1) durchgefiihrt. Die insgesamt fiinf Banden aus den HelLa-Zellextrakten oberhalb der
dimeren Banden entsprechen Homo- bzw. Heterotetrameren von GFP-gekoppeltem
STAT1 komplexiert mit nativem STATL1 in den stdchiometrischen Verhéaltnissen von 4 bis
0. Mit einem Sternchen (*) sind unspezifische Banden gekennzeichnet. (B) Quantifizierung
der detektierten STAT1-DNA-Komplexe und den mit Balken und Sternchen (*) markierten

statistisch signifikanten Ergebnissen.

Um die Dissoziationsrate der Punktmutanten von hoch-affinen DNA-Bindungsstellen
beurteilen zu kénnen, wurden Kompetitionsexperimente (EMSA) in Gegenwart von
nicht-radioaktiver M67-Sonde fir unterschiedliche Inkubationszeiten nach Vorinkuba-
tion mit [3*P]-markierter M67-Sonde durchgefiihrt (Abb. 18 A-C). STAT1-WT-, STAT1-
E559A- und STAT1-E563A-exprimierende U3A-Zellen wurden nach 45-mindtiger Sti-
mulation mit 5 ng/ml IFNy fur 15 min mit einer [*3P]-markierten M67-Sonde bei RT
inkubiert, bevor ein 750-facher molarer Uberschuss einer unmarkierten M67-DNA zur
Kompetition hinzugefiigt wurde. Die Inkubation je Ansatz erfolgte bis zu 10 min auf Eis.
Anschlie3end wurden die Reaktionen auf ein nicht-denaturierendes Polyacrylamidgel
aufgetragen und gelelektrophoretisch aufgetrennt. Die DNA-Bindungsaktivitat konnte
nach Vakuumtrocknung der Gele autoradiographisch ausgewertet werden. Die Versu-
che lassen eine deutlich reduzierte Dissoziationsrate von der DNA der beiden
Punktmutanten E559A und E563A im Vergleich zum STAT1-Wildtyp erkennen. Die
Ablésung der STAT1-Mutanten von einer radioaktiv markierten optimalen GAS-Stelle
zeigt sich stark vermindert und resultiert in einer deutlich langeren Halbwertszeit von
GAS-gebundenen Dimeren. Abb. 18 A und B ist zu entnehmen, dass sich die durch
Vorinkubation entstandene Stabilitat der STAT1-DNA-Komplexe der beiden Punktmu-
tanten statistisch signifikant von der weitaus geringeren Stabilitat der Protein-DNA-
Komplexe des Wildtyps unterscheidet. Wahrend bereits 5 min nach Zugabe der un-
markierten M67-DNA die Bindung der STAT1-WT-Proteine an die radioaktiv markierte
Sonde kaum noch detektierbar ist, widerstehen die zwei mutierten STAT1-Proteine der
Verdrangung durch den hohen molaren Uberschuss an unmarkierten M67-Sonden.

Schlussfolgernd fihrt der Austausch einer der beiden Glutaminsaurereste in Position
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559 bzw. 563 des STAT1-Molekiils zu Substitutionsmutanten, die eine verzégerte Dis-
soziationskinetik von GAS-Bindestellen aufweisen. Zudem wird anhand Abb. 18 C
deutlich, dass neben STAT1-GFP-Homodimeren auch Heterodimere aus rekombinan-
tem und endogenem STAT1 teilweise vor der Kompetition geschitzt sind und eine

supprimierte Dissoziationskinetik zeigen.
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Abb. 18: Reduzierte Dissoziationsrate von DNA und hoch-affine GAS-Bindung der
zwei Substitutionsmutanten E559A und E563A. (A) Gesamtzellextrakte von STAT1-re-
konstituierten U3A-Zellen wurden nach IFNy-Stimulation mit einer radioaktiv markierten

Sonde bestehend aus einer singularen Bindestelle (M67) fir 15 min bei RT inkubiert und
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anschlieRend ein 750-facher molarer Uberschuss an unmarkierter DNA fir unterschiedli-
che Zeiten auf Eis hinzugegeben. Anschlie3end wurden die Proben auf ein natives Poly-
acrylamid-Gel aufgetragen und elektrophoretisch aufgetrennt. Zuletzt erfolgte die autora-
diographische Auswertung der Vakuum-getrockneten Gele. Eine Supershift-Reaktion mit
einem spezifischen STAT1 Antikérper (aS1) und einem zu Kontrollzwecken eingesetzten
STAT3 Antikorper (aS3) bestatigte die Identitat von STAT1. (B) Quantifizierung der DNA-
Bindeaffinitat der STAT1-Mutanten an eine singulare M67-Bindesequenz aus Abb. 18 A.
Statistisch signifikante Ergebnisse sind mit Balken und Sternchen gekennzeichnet. (C)
EMSA-Experiment wie in Abb. 18 A mit Einsatz von STAT1-GFP-exprimierenden HelLa-
Zellen. Mit Pfeilen markiert sind STAT1-GFP-Homodimere, Heterodimere aus rekombinan-
tem und nativem STAT1 sowie endogene STAT1-Homodimere. Neben den STAT1-GFP-
Homodimeren weisen auch Heterodimere von rekombinantem und nativem STAT1 eine,

wenn auch weniger deutlich, verminderte Off-Rate von DNA auf.

Um einen weiteren Nachweis veranderter DNA-Bindungseigenschaften der beiden
nach Alanin mutierten Glutaminsdurereste der Linker-Domane zu liefern, wurde ein
Transport-Assay mit permeabilisierten Zellen durchgefihrt (Abb. 19). Das in diesem
Verfahren eingesetzte Digitonin fuhrt bei einer Konzentration von 50 pug/ml zu einer
selektiven Permeabilisierung der Plasmamembran mit Solubilisierung zytoplasmati-
scher Proteine, wahrend die Kernhtille intakt bleibt (Adam et al. 1990). In einem ersten
Schritt erfolgte eine 45-minutige IFNy-Stimulation der STAT1-WT-GFP-, -E559A-GFP-
und -E563A-GFP-exprimierenden HelLa-Zellen zur Erzielung einer Kernakkumulation
der rekombinanten GFP-markierten Fusionsproteine. Daraufhin folgte eine sofortige
Fixierung der Zellen oder eine 6-minltige Inkubation mit 50 ug/ml Digitonin in Trans-

portpuffer auf Eis und anschlieBender Fixierung der permeabilisierten Zellen.

In der Auswertung der direkten Fluoreszenzmikroskopie akkumulieren die drei STAT1-
GFP-Varianten wie erwartet nach IFNy-Stimulation im Zellkern. Die nukleare Prasenz
des Wildtyp-Molekills wurde nach Permeabilisierung mit Digitonin vollstandig aufge-
hoben, wéhrend die beiden STAT1-GFP-Mutanten trotz Digitonin-Einwirkung im Zell-
kern akkumuliert blieben (Abb. 19 A, untere Felder). Wie Abb. 19 B zu entnehmen ist,
wurden &hnliche Ergebnisse auch in immunzytochemischen Farbungen von unmar-
kierten rekombinanten STAT1-exprimierenden U3A-Zellen beobachtet. Die IFNy-pra-
stimulierten Zellen wurden ebenso unbehandelt belassen oder dem Digitonin fiir 6 min
ausgesetzt, bevor sie fur die indirekte Fluoreszenzmikroskopie geféarbt und unter Ver-
wendung eines STAT1-spezifischen AntikOrpers analysiert wurden. Zusammenfas-
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send demonstrierten diese Experimente die verminderte nukleare Exportrate der bei-
den nach Alanin substituierten Glutaminsaurereste in Position 559 und 563 im Ver-
gleich zum STAT1-WT-Protein.

A
WT E559A E563A

STAT1-GFP Hoechst STAT1-GFP Hoechst STAT1-GFP Hoechst

unstim. unstim.

Digitonin

B
WT E559A E563A

STAT1 Hoechst STAT1 Hoechst STAT1 Hoechst

-
-

Abb. 19: Substitution zweier Aminosaurereste in der Linker-Domaéane resultiert in ei-

unstim. unstim.

Digitonin Digitonin

ner verminderten Rate des Kernexports. (A) GFP-Fusionsporteine von STAT1-WT,
-E559A und -E563A exprimierenden HelLa-Zellen oder (B) unmarkierten, rekombinanten
U3A-Zellen wurden zur Induktion der Kernakkumulation fir 45 min mit IFNy prastimuliert
(obere Felder) und im Anschluss unbehandelt belassen oder fiir 6 min mit 50 ug/ml Digito-
nin in Transportpuffer auf Eis inkubiert (untere Felder). Nach Fixierung mit 4 % Formalde-
hyd in PBS (A) bzw. in Methanol (B) wurden die Zellkerne mit Hoechst gefarbt bzw. zuvor
mit den spezifischen Antikdrpern inkubiert (B). AnschlieRend erfolgte die fluoreszenzmik-
roskopische Detektion der Préparate mit den dazugehdrigen Hoechst-Farbungen der Zell-

kerne.

In weiteren Gelretardations-Experimenten erfolgte die detaillierte Beurteilung der
GAS- bzw. DNA-Bindeaffinitat der nach Alanin mutierten Lysinmutante in Position 567
der Linker-Domane. Als erstes wurde die Bindungsaktivitat an den Promotor des Gens
CCL2 (CC-Chemokin-Ligand 2/Monozyten-Chemoattraktant-Protein 1 (MCP-1)) unter-

sucht, das neben der regularen GAS-Bindestelle ein 10 Basenpaar (bp) vorgeschalte-
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tes TCC/GAA-Bindemotiv enthélt. Dieses Gen wurde nativ (CCL2 nativ) oder zum Ver-
gleich mit mutiert vorliegendem GAS-Element (CCL2 mutiert) eingesetzt. Fur die Un-
tersuchungen wurden Gesamtzellextrakte aus U3A-Zellen, welche STAT1-WT oder
eine der STAT1-Punktmutanten exprimierten, nach 45-mindtiger IFNy-Stimulation mit
den jeweiligen Sonden inkubiert. Wie in Abb. 20 A zu sehen, zeigt K567A eine schwa-
che Bindungsaktivitat an ein 32 bp-Fragment vom Promotor des Gens CCL2 (hier
CCL2 nativ genannt). Diese Beobachtung bestétigt auf der einen Seite eine reduzierte
Affinitat zu GAS-Bindestellen des nach Alanin substituierten Lysinrests, jedoch konnte
auf der anderen Seite ein vollstandiger Verlust der Erkennung von GAS-Sonden durch
die Substitution an Position 567 ausgeschlossen werden. Die Mutation der GAS-Bin-

destelle verhindert die Bindung von STAT1 an diese Sonde.

Der zweite Versuch, ein Kompetitions-Gelretardations-Assay, untersuchte die Disso-
ziationskinetik bzw. Off-Rate von DNA. Nach IFNy-Stimulation von mit STAT1-WT-,
-E559A-, -E563A- und -K567A-GFP transfizierten U3A-Zellen folgte eine Inkubation
mit einer [33P]-markierten M67-Sonde mit Tandem-GAS-Bindestelle. Ferner wurden
die Zellen unbehandelt belassen oder mit einem Kompetitor, in diesem Fall mit einem
750-fach molaren Uberschuss einer unmarkierten M67-DNA mit singularer GAS-Bin-
destelle, inkubiert. Anhand dieses Experiments liel3 sich eine schwache Bindung von
tetramerem STAT1-K567A an die radioaktiv markierte M67-Sonde mit zwei GAS-Bin-
destellen beobachten; diese wurde jedoch durch die Kompetition aufgehoben (Abb. 20
B). Die Praferenz der STAT1-Punktmutante K567A, an eine Sonde mit doppelter GAS-
Bindestelle, wenn auch mit geringer Affinitat, in tetramerer Konformation zu binden,

konnte bereits in Abb. 17 A gezeigt werden.
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Abb. 20: STAT1-K567A ist eine DNA-Bindemutante. (A) Nach 45-minutiger Stimulation
mit 5 ng/ml IFNy wurden Gesamtzellextrakte von STAT1-WT-, -E559A-, -E563A- und
-K567A-exprimierenden U3A-Zellen hergestellt und mit einem [33P]-markierten CCL2 nati-
ven Promotorelement (CCL2 nativ) oder mit einer mutierten Version dieses Promotors
(CCL2 mutiert), in der die GAS-Bindestelle mutiert vorliegt, inkubiert. AnschlieBend erfolgte
die gelelektrophoretische Auftrennung der Proteine. Die autoradiographische Auswertung
weist eine Bindung von K567A an das native Promotorelement (CCL2 nativ) im Vergleich
zum mutierten Promotor nach. Der Pfeil verweist auf die dimeren STA1-DNA-Komplexe.
aS3 und aS1 kennzeichnen die spezifischen Antikdrper, mit denen die Supershift-Reakti-
onen zum Nachweis von STAT1 durchgefiihrt wurden. Die Sterne markieren unspezifische
Banden. (B) Kompetitions-Gelretardations-Assay mit Gesamtzellextrakten von STAT1-
GFP-rekonstituierten U3A-Zellen wurden nach IFNy-Stimulation mit einer [**P]-markierten
DNA bzw. Sonde mit Tandem-GAS-Bindestelle (M67) fur 15 min bei RT inkubiert und an-
schlieRend entweder unbehandelt belassen (-) oder mit einem 750-fach molaren Uber-
schuss einer unmarkierten M67-DNA (+) als Kompetitor fir 20 min auf Eis inkubiert. Diese
nicht-radioaktiv markierte DNA weist nur eine singulare GAS-Bindestelle auf. Es erfolgte
der Nachweis einer schwachen Bindung von tetramerem STAT1-K567A an die radioaktiv
markierte M67-Sonde mit doppelter GAS-Bindestelle. Am Rand der Abbildung sind die Po-
sitionen tetramerer (oberer Pfeil) und dimerer (unterer Pfeil) STAT1-DNA-Komplexe mar-
kiert.
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3.2.6 Hoch-affine DNA-Bindungsaktivitat fihrt zum verminderten Kernexport
in STAT1-NES-GFP-Konstrukten

Die bisher gewonnenen Ergebnisse aus den vorangegangen Untersuchungen konnten
interessante Aufschliisse zur Charakterisierung der jeweiligen Punktmutanten der Lin-
ker-Domane leisten. Mithilfe von fluoreszenzmikroskopischen Experimenten unter
dem Einsatz von Fusionsproteinen, die ein ektopes hyperaktives nukleares Exportsig-
nal (NES) aufweisen, sollten die Hinweise auf eine veranderte DNA-Bindungsaffinitat
der Mutanten untermauert werden. Das Exportsignal verhindert die Akkumulation
phosphorylierter STAT-Proteine im Zellkern und halt unter der Bedingung einer IFNy-
Stimulation ein zytoplasmatisches Verteilungsmuster aufrecht. Durch die Behandlung
der Zellen mit dem Export-Blocker Leptomycin B (LMB) kann dieses hyperaktive Ex-
portsignal allerdings inhibiert werden (Abb. 21).

Fur dieses Experiment wurden HelLa-Zellen mit folgenden GFP-NES-Fusionsprotei-
nen exprimierenden Konstrukten transfiziert: STAT1-WT, -E559A, -E563A oder
-K567A. Das Expressionsplasmid STAT1-NES-GFP kodiert flir ein Fusionsprotein be-
stehend aus dem Volle-Lange STAT1-Molekul mit einem carboxyterminal lokalisierten,
STAT1-spezifischen, transferierbaren Exportsignal (NES), gefolgt von grunfluoreszie-
rendem Protein (GFP). Nach der Transfektion wurden die Zellen unbehandelt belassen
(1. Reihe), fur 45 min mit LMB inkubiert (2. Reihe), fur 45 min mit IFNy stimuliert (3.
Reihe) oder simultan fur 45 min mit IFNy und LMB behandelt (4. Reihe). Die Analyse
der nukleozytoplasmatischen Verteilung zeigte, dass die Zellkerne aller STAT1-NES-
Derivate aufgrund des kinstlich erhéhten Kernexports im unstimulierten Zustand prak-
tisch frei von GFP-Fluoreszenzsignalen sind, wahrend die mit dem Export-Blocker
LMB behandelten Zellen eine nahezu physiologische, panzellulare Ruheverteilung von
STAT1-GFP aufwiesen (Abb. 21 A). Die Stimulation mit IFNy induzierte jedoch eine
anhaltende nukleare Anreicherung der beiden Mutanten mit nach Alanin mutierten Glu-
taminsaurereste im Vergleich zum WT-Molekil und der K567A-Mutante, bei denen die
IFNy-Behandlung zu keiner Veranderung der zytoplasmatischen Verteilung fuhrte. In-
hibiert man das Exportsignal der Zellen durch Hinzugabe von LMB bei gleichzeitiger
IFNy-Stimulation, zeigen ebenso der Wildtyp und die Substitutionsmutante K567A eine
vollstdndige Wiederherstellung der Kernanreicherung. Durch die Einfihrung der
Punktmutationen E559A und E563A kam es demnach unter der Bedingung einer Kom-

petition zwischen der hoch-affinen DNA-Bindung und dem gesteigerten Kernexport zur
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Kernretention, da bei erhéhter DNA-Bindung das Gleichgewicht in Richtung der
Kernanreicherung verschoben war. Mit dieser Beobachtung wurde bestétigt, dass die
hohe DNA-Bindungsaffinitdt der Schlissel zum Verstdndnis des Phanotyps der nach
Alanin substituierten Glutmainsaurereste an Position 559 und 563 der Linker-Doméne
ist.

A
NES-WT NES-ES559A NES-ES63A NES-K56TA

STAT1-GFP Hoechst STAT1-GFP Hoechst STAT1-GFP Hoechst STAT1-GFP Hoechst
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Abb. 21: Die erhohte DNA-Bindungsaffinitat von E559A und E563A flihrt zur Wieder-
herstellung der Kernakkumulation von Mutanten mit hyperaktivem Export. (A) HelLa-
Zellen wurden wie oben beschrieben mit den Konstrukten pSTAT1-WT-NES-GFP, -E559A-
, -E563A- oder -K567A- transfiziert. AnschlieRend wurden die Zellen unbehandelt belassen
(1. Reihe), fur 45 min mit dem CRM1 (chromosome region maintenance 1) Export-Inhibitor
Leptomycin B (LMB, 10 ng/ml) inkubiert (2. Reihe), fur 45 min mit IFNy (5 ng/ml) (3. Reihe)
stimuliert oder mit einer Kombination aus beiden inkubiert (4. Reihe). Im direkten Anschluss
erfolgten die Fixierung der Zellen mit 4 % Formaldehyd in PBS und eine Zellkernfarbung
mit Hoechst. Die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen zeigen die intrazellulére Vertei-
lung von GFP-gekoppelten STAT1-NES-Fusionsproteinen sowie die Lokalisation der zu-
gehorigen Hoechst-gefarbten Zellkerne. (B) Die Quantifizierung des Verhaltnisses von nuk-
ledrer zur gesamtzelluldren Fluoreszenzintensitat bestatigte den Befund einer hyperphysi-
ologischen DNA-Bindung der beiden NES-Mutanten E559A und E563A.
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3.2.7 Verminderte In-vitro-Dephosphorylierung der Substitutionsmutanten
ES559A, E563A und K567A

Die Mutanten wurden in weiteren Experimenten einem STAT1-inaktivierenden Enzym,
der Protein-Tyrosin-Phosphatase TC45, in Gegenwart verschiedener DNA-Fragmente
ausgesetzt. Wie bereits bekannt, ist DNA-gebundenes STAT1 vor Dephosphorylierung
durch die STATL1 inaktivierende Protein-Tyrosin-Phosphatase TC45 geschiitzt (Meyer
et al. 2003), so dass die weitere Charakterisierung der Punktmutanten mithilfe von In-
vitro-Dephosphorylierungs-Assays erfolgte. Hierfur wurden U3A-Zellen mit den jewei-
ligen pSTAT1-GFP-Derivaten transfiziert, am Folgetag fir 45 min mit 5 ng/ml IFNy sti-
muliert und Gesamtzellextrakte hergestellt. Anschliel3end erfolgte eine 30-minutige In-
kubation mit 2 U der Phosphatase TC45 bei 30 °C oder aber die Extrakte wurden un-
behandelt belassen. Die Auswertung wurde mithilfe eines klassischen Western Blots
durchgefuhrt. In Abb. 22 wird deutlich, dass die hoch-affine Tandem GAS-Bindestelle
(2xGAS) alle STAT1-Varianten vor der Inaktivierung der Phosphatase schitzt. Eine
Ko-Inkubation mit einer weniger affinen GAS-nonGAS-DNA mit singularer Bindestelle
fuhrt allerdings zu einem starker detektierbaren Phosphorylierungssignal bzw. einer
verminderten Dephosphorylierung der Punktmutanten E559A und E563A im Vergleich
zum Wildtyp-Molekul. Diese Beobachtung stimmt mit den Sequenzvoraussetzungen
fur die Bindung an DNA Uberein, die vorab in den EMSA-Experimenten aus Abb. 17
A-C ermittelt wurden. Die Substitution von zwei Glutaminsaureresten in den Positionen
559 und 563 des STAT1-Proteins beeinflusst die Dephosphorylierungskinetik, und die
Punktmutanten waren demnach ein weniger geeignetes Substrat fiir die TC45-Phos-
phastase. Bei der Mutante mit dem nach Alanin mutierten Lysinrest in Position 567
war die Dephosphorylierungsrate in Anwesenheit von DNA ebenso vermindert, und
dieses unabhangig davon, ob die in der Reaktion vorhandene DNA eine funktionelle
GAS-Bindestelle aufwies oder nicht (Abb. 22).
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Abb. 22: Die DNA-gebundenen Punktmutanten E559A, E563A und K567A sind vor
TCA45-katalysierten Inaktivierung geschutzt. STAT1-WT-GFP-, -E559A-, E563A- und
-K567A-exprimierende U3A-Zellen wurden 45 min mit 5 ng/ml IFNy stimuliert und nach
Herstellung von Gesamtzellextrakten fir 30 min mit oder ohne Tyrosin-Phosphatase TC45
in Ab- oder Anwesenheit von 2xGAS, GAS-nonGAS oder 2xnonGAS inkubiert. Anschlie-
Bend wurde das Phospho-STAT1-Niveau in Western-Blot-Experimenten untersucht. Die
oberen Felder zeigen jeweils den Western Blot mit einem Phospho-STAT1 Antikorper
(aSTAT1-P), wahrend die unteren Felder den dazugehérigen Re-Blot nach Inkubation mit

einem STAT1-spezifischen Antikdrper abbilden (aSTAT1).

3.2.8 Erhodhte unspezifische DNA-Bindungsaktivitat von STAT1-E559A und
-K567A

Im nachsten Versuch wurden die Auswirkungen von Punktmutationen an den Positio-
nen 559 und 567 der Linker-Domane auf die Affinitdt zu der DNA genauer betrachtet.
Mithilfe eines Pull-down-Assays konnten DNA-Protein-Wechselwirkungen, insbeson-
dere unspezifische DNA-Bindungen, untersucht werden. Als Sonden fiur die STAT1-
Bindung wurden mit Biotin markierte Oligonukleotide, die zuvor an Streptavidin-Aga-
rose gekoppelt wurden, eingesetzt. Diese enthielten entweder zwei Konsensus-GAS-
Stellen (2xGAS) oder eine mutierte Sequenz ohne GAS-Bindestellen (2xnonGAS). Die
zwei verschiedenen Sonden wurden jeweils fur 1 h bei 4 °C an 0,5 ml gepackte Strep-
tavidin-Agarose gekoppelt. Konfluente U3A-Zellen, die rekombinante STAT1-Proteine
exprimierten, wurden entweder unbehandelt belassen oder fur 30 min mit IFNy und
weitere 15 min mit Vanadat/H20:2 stimuliert. Nach einer Prainkubation mit ungebunde-
ner Streptavidin-Agarose wurden 320 pl des Uberstandes der jeweiligen Zellextrakte
mit 50 ul der DNA-gebundenen Streptavidin-Agarose (gepacktes Volumen) fir 2 h bei
4 °C in einem Rotor inkubiert. Nach Denaturierung der gebundenen Proteine erfolgte
mittels Western Blotting die Detektion des DNA-gebundenen STAT1. Die densitomet-

rischen Analysen der in Abb. 23 dargestellten Prazipitations-Versuche weisen eine
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signifikant bessere Bindung von STAT1-E559A an unspezifische DNA ohne GAS-BIn-
destelle (2xnonGAS) im Vergleich zum Wildtyp-Protein nach. Auch fur die Punktmu-
tante K567A lie3en sich ahnliche Ergebnisse ermitteln. Des Weiteren zeigt das Sau-
lendiagramm in Abb. 23 B, dass kein statistisch signifikanter Unterschied in ihrer Bin-
dungsaffinitat (K567A) zwischen spezifischer und unspezifischer DNA besteht. In die-
sen Versuchen konnte gezeigt werden, dass die generierten Punktmutanten E559A
und E563A mit erhdhter Affinitdt DNA binden, sowie nach Austausch von Alanin fir
Lysin die resultierende Mutante K567A in ihrer Diskriminierungsfahigkeit zwischen
GAS- und Non-GAS-Bindestellen eingeschrankt ist.
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Abb. 23: Verbesserte unspezifische DNA-Bindung von STAT1-E559A und -K567A im
Vergleich zum STAT1-WT. (A) Préazipitation von STAT1-WT, -E559A und -K567A mit Aga-
rose-gekoppelten, doppelstrdngigen Oligonukleotiden. Eingesetzt wurden Sonden mit
zweifacher GAS-Bindestelle (2xGAS) und einer mutierten Sequenz davon ohne GAS-Bin-
destelle (2xnonGAS). Gesamtzellextrakte transfizierter rekombinanter U3A-Zellen wurden
entweder unbehandelt belassen oder fur 30 min mit IFNy stimuliert und fur weitere 15 min

mit Vanadat/H202 behandelt, bevor sie mit den Agarose-gebundenen DNA-Fragmenten
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inkubiert wurden. Die Analyse der ausgefallten DNA-Protein-Komplexe erfolgte durch Wes-
tern Blotting. Gezeigt sind die Blots mit den aufgetrennten Prazipitaten nach Inkubation mit
spezifischem Anti-STAT1-Antiérper (aSTAT1) sowie der Phospho-STAT1-Gehalt im ent-
sprechenden Ausgangmaterial vor Prazipitation (aSTATL1). (B) Quantifizierung der DNA-
Bindungsintensitat jedes STAT1-Derivats von drei unabhangigen Pull-down-Experimen-
ten. E559A weist eine viermal bessere Bindung an unspezifische DNA auf, als das WT-

Protein. Statistisch signifikante Unterschiede sind mit einem Sternchen gekennzeichnet.

3.2.8 Verminderte Reportergenaktivierung von STAT1-K567A

In einem letzten Ansatz von Experimenten lag das Augenmerk auf der transkriptionel-
len Zielgenaktivierung durch die bis hierher untersuchten Substitutionsmutanten der
Linker-Domane E559A, E563A und K567A. Zur Analysierung der transkriptionellen Ak-
tivitat der STAT1-Punktmutanten wurden zunachst Reportergen-Assays durchgefihrt.
Hierflr wurde ein Luciferase-Reporter (3xLy6E) mit einem synthetischen Promotor be-
stehend aus drei Konsensus-GAS-Bindestellen im Abstand von je 10 bp eingesetzt.
U3A-Zellen wurden mit STAT1-WT-GFP, -E559A-GFP, -E563A-GFP und -K567A-
GFP sowie den Plasmiden pB-Galaktosidase (-Gal) und pGAS3xLy6E transfiziert und
16-24 h spater wurden die Zellextrakte fur die angegebenen Zeitraume mit 5 ng/ml
IFNy stimuliert, bevor die Luciferase-Aktivitat spektometrisch bestimmt und auf die -
Galaktosidaseaktivitat normiert werden konnte. Wie erwartet, weist die generierte
Punktmutante K567A keine nennenswerte IFNy-induzierte Genexpression auf (Abb.
24). Dieses Phanomen lasst sich anhand der fehlerhaften GAS-Erkennung von
STAT1-K567A erklaren, zu der es nach Austausch des Lysinrestes gegen Alanin in
Position 567 des STA1-Proteins kommt. Erstaunlicherweise ist Abb. 24 zu entnehmen,
dass die nach Alanin mutierten STAT1-Proteine mit Austausch der Glutaminsaurereste
559 und 563 eine dem Wildtyp-Molekil vergleichbare transkriptionelle Aktivierung des
Reportergens 3XLYy6E nach IFNy-Stimulation aufweist.
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Abb. 24: Vergleichbare transkriptionelle Aktivitat im Reportergen-Assay zwischen
Mutanten mit Glutaminsaure-Austausch und dem Wildtyp-Molekil, wahrend STAT1-
K567A eine inhibierte Genexpression aufweist. Luciferase-Reportergen-Assay mit
U3A-Zellen, die mit GFP-markiertem STAT1-WT, -E559A, -E563A bzw. -K567A sowie den
Plasmiden 3-Gal und 3xLy6E transfiziert wurden. Nach 16-24 h wurden die Zellextrakte fur
0 h (weil3e Saulen), 2 h (hellgraue), 4 h (dunkelgraue) oder 6 h (schwarze) mit 5 ng/ml IFNy
stimuliert, bevor die Luciferase-Aktivitat photometrisch gemessen und auf das Expressi-
onsniveau der konstitutiv ko-transfizierten 3-Galaktosidase normiert wurde. Das S&ulendi-
agramm reprasentiert die Mittelwerte und Standardabweichungen der vorgenommenen
Sechsfachmessung von mindestens drei durchgefiihrten Untersuchungen. Statistisch sig-

nifikante Unterschiede sind mit einem Sternchen (*) markiert.

3.2.9 Gen-spezifisches Transaktivierungspotential der DNA-Bindemutanten
ES559A und E563A

Mithilfe von Real-time-PCR-Experimenten erfolgte anschliel3end die Untersuchung der
Zielgenaktivierung an nattrlichen Promotoren in-vivo. Zur Analyse der Interferon-ab-
hangigen Induktion von STAT1-Zielgenen wurden vier bekannte endogene Zielgene
eingesetzt. Dabei handelte es sich um die Zielgene gbpl (Guanylat-bindendes Pro-
tein), irfl (IFN-regulierender Faktor 1), migl (monokine induced by IFNy) sowie ccl2.
Als Kontrolle der stattgefundenen Transfektion erfolgte zusatzlich die Geninduktion
des statl-Gens. U3A-Zellen wurden mit den entsprechenden STAT1-Expressionsplas-

miden im pcDNAS3.1-Vektor transient transfiziert. 24 h nach Transfektion erfolgten ein
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Mediumwechsel und die Kultivierung der Zellen in DMEM, supplementiert mit 1 % FCS
und 1 % Penicillin/Streptomycin. Am folgenden Tag wurden die Zellen fir 6 h mit 5
ng/ml IFNy stimuliert oder alternativ unstimuliert belassen. Nach Isolation der RNA
wurde diese mittels reverser Transkription in die komplementare DNA (cDNA) umge-
schrieben. Die in Abb. 25 abgebildeten Ergebnisse der Real-time PCRs zeigen ein
unerwartetes differenzielles, Zytokin-induzierbares Genexpressionsmuster bei den
Mutanten mit den Glutaminséure-Austauschen in den Positionen 559 und 563. Der
Austausch dieser beiden Aminosaurereste in der Linker-Doméane hatte keinen Einfluss
auf die IFNy-induzierte Aktivierung der Gene gbpl und irfl, wohingegen das mig1-Gen
durch die Punktmutanten im Vergleich zum Wildtyp-Protein vermindert exprimiert
wurde. Eine ganz andere Beobachtung zeigte sich anhand der Expressionsrate des
Gens ccl2 in den Zellen, die eine der zwei hyperphosphorylierten DNA-Bindemutanten
mit erhohter Affinitdt zu GAS-Bindestellen exprimierten. Bei beiden Mutanten wurde
eine gegenuber dem Wildtyp-Protein statistisch signifikant erhdhte ccl2-Expression
detektiert. Die Analyse der generierten Punktmutante K567A mittels Real-time PCR
erbrachte, wie bereits im Reportergen-Assay (Abb. 24) mit synthetischen Promotor,
trotz Einsatz von nativen Promotoren den Nachweis einer fehlenden Induktion endo-
gener Zielgene. Unter den Derivaten lag eine vergleichbare Transgen-Expression von

statl vor.
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Abb. 25: Differenzielles Expressionsmuster endogener Zielgene von STAT1 durch

die Mutanten E559A sowie E563A sowie mangelndes Transaktivierungspotential der

Punktmutante K567A in Real-time PCR. U3A-Zellen wurden mit den entsprechenden
pcDNA3.1-STAT1-Plasmiden transfiziert und 24 h spéater mit einem 1 % FCS-haltigem Me-

dium kultiviert, bevor die Zellen am Folgetag fir 6 h mit 5 ng/ml IFNy stimuliert oder unbe-

handelt belassen wurden. Die Saulendiagramme spiegeln das Expressionsniveau des

gbp1l-, irfl-, migl-, ccl2-Gens und als Kontrolle des statl-Gens vor (graue Sdulen) sowie

nach IFNy-Stimulation (schwarze Saulen) wider. Die spezifische Genaktivierung der oben
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genannten Zielgene wurde auf das Expressionsniveau des ,house-keeping“-Gens gapdh
normiert. Aus Dreifachmessungen wurden Standardabweichungen und Mittelwerte be-

rechnet. Statistisch signifikante Ergebnisse sind mit einem Sternchen (*) gekennzeichnet.
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4. Diskussion

In der vorliegenden Studie wurden drei Punktmutationen in der Linker-Domane sowie
eine Punktmutante in der DNA-Bindedomane generiert und deren Auswirkungen auf
die physiologischen Eigenschaften des STAT1-Proteins im Kontext des IFNy-Signal-
transduktionsweges untersucht. Ausgewahlte, hochkonservierte Aminosaurereste in
der Sequenz des STAT1-Proteins wurden hierfir nach Alanin mutiert und anschlie-
Rend die IFNy-induzierte Signalantwort hinsichtlich des Phosphorylierungsniveaus, der
Kernakkumulation, der DNA-Bindung, der Dissoziationskinetik sowie der Zielgenakti-
vierung der STAT1-Punktmutanten im Vergleich zum STAT1-WT betrachtet.

Die Beteiligung von STAT1 an der Ausfuihrung IFNy-vermittelter Signalaktivierung ist
in der Literatur gut dokumentiert (Brivanlou und Darnell 2002; Darnell et al. 1994; Seh-
gal 2008), jedoch sind die genauen molekularen Mechanismen wie die der DNA-Bin-
dung und Rekrutierung an GAS-Bindestellen weitestgehend unbekannt. In Bezug auf
Auswirkungen von Punktmutationen in der Linker-Doméne auf die Aktivitdt des
STAT1-Molekiils hatten Yang et al. in den Jahren 1999 und 2002 Arbeiten zur Cha-
rakterisierung einer STAT1-Doppelmutante (KE544-545AA) veroffentlicht und diese
als DNA-Bindemutante identifiziert. Des Weiteren hat sich unsere Arbeitsgruppe inten-
siv mit dem Einfluss von Substitutionsmutanten des STAT1-Proteins im Bereich der
Linker-Domane sowie der DNA-Bindedomane auseinandergesetzt und diesbeztiglich
Ergebnisse im Rahmen von publizierten Dissertationsschriften (Bolten 2013; Koch
2010; Staab 2011) dargelegt. Unter anderem konnten Substitutionsmutanten der Lin-
ker-Domane (STAT1-E500A, -K525A, -K550A) generiert werden, die mit einer erhdh-
ten Dephosphorylierungsrate oder einer veranderten transkriptionellen Aktivitat einher-
gehen (Bolten 2013; Staab 2011). Die Modulation von konservierten Aminosaureres-
ten der DNA-Bindedomane (E411A/K, E421K) wiederum flhrte zur verstarkten DNA-
Bindung, erhéhten Kernprasenz sowie deutlich schwacheren transkriptionellen Aktivi-
tat gegenuber dem Wildtyp-Protein (Koch 2010). Mit dieser Arbeit sollen weitere Er-
kenntnisse Uber den genauen Mechanismus der signalabhangigen Zielgenerkennung

und DNA-Bindung erlangt werden.

Im Sequenzvergleich aller humanen STAT-Mitglieder zeigt sich die Linker-Doméane
vergleichsweise gut konserviert, so dass konservierte Aminosaurereste an den Positi-
onen 559, 563 und 567 der Linker-Domé&ne identifiziert und fir die Phanotypisierung

nach Alanin mutiert wurden. Die hier erstmals beschriebenen Substitutionsmutanten
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E559A und E563A zeigten in ersten Untersuchungen hinsichtlich ihres Aktivierungsni-
veaus signifikant erhéhte und Uber die Zeit verlangerte Spiegel an Tyrosin-Phospho-
rylierung (Abb. 10, 11 A, Bund 12 A, B). Des Weiteren konnte in fluoreszenzmikrosko-
pischen Untersuchungen eine verlangerte Anreicherung der beiden STAT1-Mutanten
im Zellkern sowie folglich ein beeintrachtigter Kernexport registriert werden (Abb.13 A,
B und 14 A, B). Demgegenuber zeigt ein an Position 350 identifizierter Aminosaurerest
der DNA-Bindedoméane nach Substitution des Lysinrestes gegen Alanin eine im Ver-
gleich zum STAT1-Wildtyp Protein unverdnderte Phosphorylierungskinetik sowie

Kernakkumulationsphase.

Die Ergebnisse der Hyperphosphorylierung sowie verlangerten Kernanreicherung der
nach Alanin mutierten Glutaminsaurereste 559 und 563 sind insofern interessant, als
dass phosphorylierte STAT-Dimere als Cargo-Proteine uber einen Importin-o/p-Kom-
plex in den Zellkern transferiert (Fagerlund et al. 2002; McBride et al. 2002; Nardozzi
et al. 2010; Sekimoto et al. 1997) und nur im dephosphorylierten Zustand tber ein
spezifisches, leucinreiches nukledres Exportsignal (NES) aus dem Zellkern transpor-
tiert werden (Begitt et al. 2000; Haspel und Darnell 1999; Mattaj und Engelmeier 1998;
Meyer et al. 2003; ten Hoeve et al. 2002). Die Dauer der Kernakkumulation der STAT-
Molekule hangt demnach von der Affinitat der DNA-Bindung ab. Daher lag das Augen-
merk in einem weiteren Schritt auf der Untersuchung der DNA-Bindeaffinitat der Sub-
stitutionsmutanten. Nur ungebundene STAT-Molekile werden von den nukleéren
Phosphatasen erkannt und dephosphoryliert, so dass sie anschliel3end aus dem Zell-
kern geschleust werden konnen (Haspel und Darnell 1999; Meyer et al. 2003; ten
Hoeve et al. 2002).

Die in Western Blots ermittelte statistisch signifikante Hyperphosphorylierung der mu-
tierten Varianten mit den beiden Glutaminséure-Austauschen konnte in EMSA-Expe-
rimenten durch den Nachweis einer erhohten DNA-Bindungsaktivitat bestatigt werden.
Waéhrend in Abb. 15 eine prolongierte DNA-Bindung der beiden Punktmutanten E559A
und E563A nachgewiesen werden konnte, zeigt Abb. 16 neben einer verlangerten
DNA-Bindung der STAT1-Homodimere auch eine erhéhte M67-Bindeaffinitat im Ver-
gleich zwischen den rekombinanten und endogenen STAT1-Monomeren. Des Weite-
ren widerstehen die GAS-gebundenen STAT1-Dimer-Mutanten E559A und E563A in
Kompetitions-Gelretardations-Experimenten dem molaren Uberschuss an nicht-radio-
aktiv markierter M67-DNA, wahrend das STAT1-Wildtyp-Protein die bekanntermalRen
hohe Dissoziationskinetik von einer singuléaren GAS-Bindestelle aufweist (Abb. 18, 20).
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Die bisher gewonnenen Ergebnisse deuten darauf hin, dass eine erhéhte DNA-BIn-
dungsaffinitat der zugrundliegende Phanotyp dieser Substitutionsmutanten ist. Eine
maogliche Ursache fur eine verbesserte DNA-Bindungsaffinitat ware eine vermehrte
Stabilitdt der DNA-gebundenen STAT1-Dimere. Diese Hypothese lasst sich in EMSA-
Experimenten aufgrund der allgemein hohen Off-Rate der STAT-Proteine von einzel-
nen GAS-Bindestellen nicht demonstrieren. Mithilfe der direkten Fluoreszenzmikrosko-
pie unter Verwendung von Fusionsproteinen mit einem hyperaktiven nuklearen Export-
signal (NES) in GFP-markiertem STAT1 (Lodige et al. 2005) konnten die bisher beo-
bachteten Eigenschaften der Mutanten als Konsequenz ihrer veranderten DNA-Bin-
dungsaffinitat bestatigt werden. Obwohl das Exportsignal die Akkumulation phospho-
rylierter STAT-Proteine im Zellkern trotz IFNy-Stimulation verhindern soll, weisen die

Deletionsmutanten E559A und E563A einen verminderten Kernexport auf.

Yang und Kollegen (2002) haben die Doppelmutante KE544-545AA der Linker-Do-
mane beschrieben, die einen im Vergleich zu den hier charakterisierten Mutanten
E559A und E563A gegensatzlichen Phanotyp aufweist. Die Autoren postulierten fir
diese Doppelmutante eine unveranderte Phosphorylierung, Kernakkumulation sowie
DNA-Bindung, jedoch eine erhthte Dissoziationsrate von DNA (Yang et al. 1999,
2002). Es kann also zusammenfassend festgehalten werden, dass die Linker-Doméane

malf3geblich an der DNA-Bindung beteiligt ist.

Neben der erhéhten Off-Rate wies die Doppelmutante KE544-545AA eine suppri-
mierte transkriptionelle Genaktivierung auf (Yang et al. 2002). Dieses Ergebnis lasst
auf einen Zusammenhang zwischen einer bestimmten, limitierenden Prasenzdauer
am Promotor und der Induktion von transkriptionellen Ereignissen schlieen. Aufgrund
der ausgesprochen hohen Off-Rate von DNA scheint die Genaktivierung durch die

Doppelmutante auszubleiben.

Die Untersuchung der transkriptionellen Aktivitat der STAT1-E559A- und -E563A-
Punktmutanten in Reportergen-Assays sowie Real-time-PCR-Experimenten ergab
statt einer globalen Expression IFNy-sensibler Zielgene ein unerwartetes Gen-spezifi-
sches Aktivierungsprofil (Abb. 24, Abb. 25). Im Vergleich zum Wildtyp-Molekil zeigten
die Substitutionsmutanten eine annahernd gleiche transkriptionelle Aktivitat im Repor-
tergen-Assay mit dem synthetischen 3xLy6E-Promotor, bestehend aus drei GAS-Bin-
destellen (Abb. 24). In Real-time-PCR-Experimenten konnte ein vergleichbares Ergeb-

nis mit den nativen Zielgenen gbp1 und irfl dokumentiert werden. Im Gegensatz dazu
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fiel das Expressionsniveau von migl durch den Austausch der Aminoséauren leicht ver-
mindert aus, wahrend sich die Substitutionsmutanten im Vergleich zum Wildtyp als

starkere Aktivatoren am Zielgen ccl2 erwiesen (Abb. 25).

Dieses komplexe Muster der Genaktivierung wurde in der Literatur bisher fur zwei
krankheitsassoziierte Mutanten der Coiled-coil-Doméane (F172W) und DNA-Bindedo-
mane (T385A) beschrieben (Staab 2011; Staab et al. 2013). Beide Substitutionsmu-
tanten scheinen die Konformationsanderung der parallelen in die antiparallele Orien-
tierung entscheidend zu beeintrachtigen (Mao et al. 2005; Mertens et al. 2006; Wenta
et al. 2008; Zhong et al. 2005). An Position 385 der DNA-Bindedomane befindet sich
ein Threoninrest, der nach Alanin konvertiert wurde. Die Substitution an dieser Position
fuhrt nach IFNy-Stimulation zur Hyperphosphorylierung von STAT1 in Uberexprimie-
renden Zellen. Mao et al. (2005) konnten anhand der Kristallstruktur zeigen, dass Thre-
onin 385 in einer Tasche der DBD lokalisiert ist und durch Bindung von F172 des kont-
ralateralen Monomers an der Stabilisierung der antiparallelen Dimer-Konformation be-
teiligt ist. Nachdem in Mutationsexperimenten nachgewiesen werden konnte, dass die
Mutation von F172 zu einer anhaltenden STAT1-Tyrosin-Phosphorylierung fihrte
(Zhong et al. 2005), haben Mertens et al. (2006) die Aminosaurereste Q340, G382 und
Q408 in der oben erwahnten Tasche der DBD identifiziert und diese Mutanten eben-
falls in Substitutionsexperimenten charakterisiert. Auch diese STAT1-Varianten zeig-
ten in Western-Blot-Analysen ein erhdéhtes Phosphorylierungsniveau (Mertens et al.
2006). STAT1-F172W weist zudem einen Dephosphorylierungsdefekt auf, der zusam-
men mit der Hyperphosphorylierung die Folge einer fehlenden Stabilisierung der anti-
parallelen STAT1-Dimer-Konformation durch die alterierte Bindungsflache zwischen
der DBD und CCD ist. Ist diese Interaktion in den Mutanten gestort, bleiben die phos-
phorylierten STAT1-Monomere praferentiell in paralleler Orientierung zueinander aus-
gerichtet und kénnen weniger effektiv von der TC45-Phosphatase dephosphoryliert
werden (Zhong et al. 2005). Staab (2011) konnte in weiteren Untersuchungen die In-
teraktion des Aminosaurerestes Threonin an Position 385 der DBD mit der CCD be-
statigen. Eine Mutation nach Alanin fihrte aufgrund der destabilisierten antiparallelen
Konformation des gebundenen STAT1-Dimers zur verlangerten Kernakkumulation
durch den eingeschrankten Kernexport bei verminderter Dephosphorylierung.

Neben diesen Ergebnissen zeigte die Aktivierung von endogenen STAT1-Zielgenen

im Rahmen von Real-time-Experimenten ein inhomogenes Bild der Genaktivierung
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durch die Mutationen von F172 und T385, wie dies auch bei den in dieser Arbeit un-
tersuchten Mutanten mit den nach Alanin substituierten Glutaminsaureresten an Posi-
tion 559 und 563 der Linker-Domé&ne demonstriert werden konnte. Ob die Ursache fur
eine Resistenz gegenuber der inaktivierenden Phosphatase der gehinderte Konforma-
tions-Shift des STAT1-Dimers darstellt, wie bei F172W und T385A, oder eine erhohte
DNA-Bindungsaffinitat ursachlich flr eine verminderte Dephosphorylierung ist, in je-
dem Fall weisen die hyperphosphorylierten Substitutionsmutanten ein gemeinsames

Genexpressionsprofil auf.

Bei der Auswertung der Zielgenaktivierung fallt auf, dass die vier Substitutionsmutan-
ten F172W, T385A, E559A, und E563A nach IFNy-Stimulation eine erhdhte Expressi-
onsrate von ccl2 aufweisen. Dieses endogene Zielgen scheint auf die intrazelluléare
Konzentration an Tyrosin-phosphoryliertem STAT1 sensitiver zu reagieren als die an-
deren getesteten Gene wie gbpl und irfl. Beide zuletzt genannten Gene besitzen je
nur eine einfache regulare GAS-Bindestelle, dahingegen weist der Promotor des ccl2-
Gens 10 bp vor der klassischen GAS-Bindestelle ein zusatzliches TCC/GAA-Binde-
motiv auf. Somit besitzt ccl2 gewissermal3en eine anderthalbfache GAS-Bindestelle,
wodurch das Gen besonders zur kooperativen DNA-Bindung geneigt zu sein scheint.
Vinkemeier et al. (1996) und Xu et al. (1996) stellten fest, dass die Voraussetzung fur
eine effektive transkriptionelle Aktivitat eine kooperative Bindung an DNA ist. Dabei
binden zwei benachbarte STAT1-Dimere als tetramerer Komplex an DNA und werden
uber aminoterminal vermittelte Wechselwirkungen stabilisiert. Eine N-terminale Sub-
stitutionsmutante an Position 77 mit Verlust der kooperativen DNA-Bindung bzw. auf-
gehobenen Fahigkeit zur Oligomerisierung zeigt eine weitgehend defiziente IFNy-ver-

mittelte Genaktivierung (Begitt et al. 2014; Meyer et al. 2004).

Im Rahmen von EMSA-Experimenten zeigten die beiden Substitutionsmutanten
E559A und E563A der Linker-Doméne eine Praferenz zur Bindung an weniger spezi-
fische GAS-Sequenzen (Abb. 20 A). Anhand von Kompetitionsversuchen konnte eine
verminderte Off-Rate von DNA ermittelt werden (Abb. 18). In Analysen der DNA-BIn-
dung bevorzugten die STAT1-Derivate die tetramere Konformation an DNA (Abb. 17).
Zum Nachweis unspezifischer DNA-Bindung erfolgte ein Pull-down-Assay, mit dem
festgestellt wurde, dass die beiden Mutanten mit nach Alanin mutierten Glutaminsau-
rereste gegenuber dem Wildtyp-Molekul in hdherem Ausmal3 in DNA-gebundener
Form vorliegen. Wie in Abb. 23 A und B ersichtlich, bindet ES59A deutlich besser an
die unspezifische Sonde 2xnonGAS als das Wildtyp-Molekil. Diese Beobachtungen
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lassen darauf schlie3en, dass die Hyperphosphorylierung der beiden Punktmutanten
das Verhaltnis der STAT1-Dimere, die an transkriptionell inaktiven Stellen binden, zu
denen an hoch-affinen GAS-Stellen gebundenen Molekilen erhdht. Denn nur eine be-
grenzte Anzahl hoch-affiner GAS-Stellen konkurriert mit vielzéhligen niedrig-affinen
genomischen DNA-Bereichen um die Bindung von STATL. In der Zusammenschau
der Ergebnisse bleibt die IFNy-induzierte transkriptionelle Aktivierung von Genen mit
einer singularen GAS-Bindestelle in ihrem Promotor durch die hier eingeflihrten Muta-
tionen (E559A und E563A) deshalb weitgehend unbeeinflusst.

Unsere Arbeitsgruppe identifizierte bereits Glutaminsaurereste der DNA-Bindedo-
mane an Position 411 und 421 mit einem &ahnlichen Phanotyp wie die der hier be-
schriebenen Glutaminsaurereste der Linker-Domane (E559 und E563). Die Einfliihrung
der gezielten Substitutionsmutationen in der DNA-Bindedoméne von STATL1 resultierte
mit einer verbesserten Bindung an DNA bei erhaltener GAS-Erkennung (Koch 2010).
In der vorliegenden Kristallstruktur (Chen et al. 1998) konnte der Glutaminsaurerest
421 als Interaktionspartner der kleinen Furche der DNA ermittelt werden. Die funktio-
nelle Gruppe von E421 steht dabei sterisch in engem Kontakt mit der Doppelhelix der
DNA. Dieses mundet in die Hypothese, dass durch einen Ladungsaustausch des ne-
gativ geladenen Glutaminséurerestes die elektrostatische Bindung zum negativ gela-
denen Phosphatriickgrat der DNA verstarkt wird. Koch et al. (2012) beschreiben die
Funktion der beiden Glutaminsaurereste als eine Art internen Schalter, der mit seiner
negativen Ladung im unmutierten Zustand fur die schnelle Freisetzung des STAT1-
Dimers von DNA fungiert. Dieses Modell Iasst sich durch eine elektrostatische Absto-
Bungsreaktion zwischen zwei negativ geladenen Interaktionspartnern erklaren. Die Er-
gebnisse der Mutationsanalysen stitzen diese Theorie, denn wie die nach Alanin sub-
stituierten Glutaminsaurereste der Linker-Doméane weisen E411A/K und E421K auf-
grund einer verlangerten DNA-Bindung ein erhdhtes Phosphorylierungsniveau, eine
verstarkte Kernprasenz und eine inhibierte Dephosphorylierung auf. Zudem konnte der
abstol3ende Effekt als sequenzunspezifisch bewertet werden, denn die STAT1-Mutan-
ten binden sowohl an GAS-Stellen sowie weniger affin auch an Nicht-GAS-Bindestel-
len. Mit der Charakterisierung dieser Substitutionsmutanten demonstrierte Koch
(2010) einen simplen molekularen Mechanismus, der STAT1-Dimeren durch hohe Dis-
soziationskinetik zur Freisetzung von DNA verhilft, um somit erneut am Zyklus der
nukleozytoplasmatischen Translokation teilnehmen zu kénnen. Denn erst nach Disso-

ziation ist es STAT1-Dimeren moglich, von der Phosphatase inaktiviert zu werden
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(Meyer et al. 2003) und am nukleozytoplasmatischen Shuttling teilzunehmen bzw. er-

neut an GAS-Stellen binden zu kdnnen.

Anhand eines kristallographischen Modells des DNA-gebundenen STAT1-Dimers
(Abb. 26) zeigt sich, dass die Reste E411 und E421 in Bezug auf die DNA-Doppelhelix
vorne, d. h. in Richtung der CCD lokalisiert sind, wahrend sich E559 und E563 auf der
Ruckseite im carboxyterminalen Kern des STAT1-Dimers befinden. Daraus lasst sich
schlieBen, dass die Anordnung der vier negativ geladenen Reste auf der Oberflache
eines jeden Monomers die Ausrichtung des STAT1-Dimers zur DNA erleichtert. Die
DNA befindet sich in gebundenem Zustand senkrecht zur Achse des STAT1-Dimer-
Konformers. Zusammenfassend haben die Analysen der vier negativ geladenen Glu-
taminsaurereste gezeigt, dass jeder einzelne Rest malRgeblich an der Dissoziation des
DNA-gebundenen STAT1-Dimers beteiligt ist und eine Substitution von einer einzel-
nen dieser Positionen signifikanten Auswirkungen auf den zeitlichen Verlauf der Sig-
naltransduktion von STAT1 hat.
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Abb. 26: Eine Anordnung von oberflachenexponierten Glutaminsaureresten richtet
das STAT1-Dimer zur DNA aus. Das Modell zeigt die Lokalisationen der Aminosaurereste
(in Magenta markiert) an der Oberflache des, mit der DNA komplexierten, STAT1-Dimers.
In Abb. 26 A wird die axiale und in B die frontale Orientierung der beiden Monomere zur
DNA-Doppelhelix (in Grau) dargestellt.

Die dritte der in dieser Arbeit analysierten Mutanten der STAT1-Linker-Domane befin-
det sich an Position 567 des STAT1-Proteins. Dieser hochkonservierte Lysinrest
wurde ebenso durch sequenzspezifische Mutagenese nach Alanin substituiert und
dessen Auswirkungen untersucht. Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefuihrten Expe-
rimente zur Untersuchung von K567A demonstrieren, dass diese Mutation keinen Ein-
fluss auf das Phosphorylierungsniveau (Abb. 10 und Abb. 11) sowie die Anreicherung
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von STAT1 im Zellkern hat (Abb. 13 und Abb. 14). Interessanterweise zeigt die
Punktmutante K567A jedoch in EMSA-Experimenten eine niedrig-affine bis nahezu
keine Bindung an singuldre GAS-Bindestellen (Abb. 15 A, B und Abb. 17 A). In Kom-
petitionsversuchen (Abb. 20 B) lasst sich dieses Ergebnis moglicherweise durch die
Prasenz eines hochmolaren Uberschusses des unspezifischen Kompetitors Poly-dIdC

erklaren, mit dem K567A mdoglicherweise sequenzunspezifisch in Interaktion tritt.

Im Vergleich zur Dephosphorylierungskinetik des WT-Molekiils ist die DNA-gebun-
dene Punktmutante an Position 567 vor Inaktivierung durch die Phosphatase TC45
geschutzt; dies lasst sich anhand des In-vitro-Dephosphorylierungs-Assays in Abb. 22
nachweisen. Hier zeigt sich in Gegenwart von DNA eine anhaltende Phosphorylierung
von K567A trotz Exposition durch die Phosphatase. Zum Nachweis von STAT1-DNA-
Interaktionen wurde ein Pull-down-Assay mit biotinylierten Oligonukleotiden durchge-
fuhrt, in dem gezeigt werden konnte, dass durch die Substitution von Lysin nach Alanin
das STAT1-Protein besser an unspezifischer DNA in Form von degenerierten GAS-
Stellen bindet als im unmutierten Zustand (Abb. 23). Allerdings besteht kein signifikan-
ter Unterschied zwischen spezifischer und unspezifischer DNA-Bindung von K567A
(Abb. 23 B). Diese Ergebnisse bestatigen die Annahme, dass die K567A-Mutante nicht
grundsatzlich in ihrer Interaktion zur DNA beeintrachtigt ist, sondern ihre Sequenzspe-
zifitat fur GAS-Sonden patrtiell verloren hat. Der nach Alanin substituierte Lysinrest er-
schwert somit die GAS-Erkennung und fuhrt zu einem praktisch vollstandigen Verlust
der transkriptionellen Zielgenaktivierung. Im Reportergen-Assay mit dem syntheti-
schen 3xLy6E-Promotor zeigt sich das supprimierte Zytokin-induzierte Transaktivie-
rungspotential der Punktmutante K567A (Abb. 24). Bei weiterer Prifung der Genakti-
vierung mittels Real-time PCR liel3 sich das Ergebnis der signifikant inhibierten Gen-
expression bestatigen. Abb. 25 zeigt das Aktivierungspotential von endogenen STAT1-
Zielgenen (gbp1, irfl, migl und ccl2 sowie die Kontrolle der Expressionsrate statl)

durch die verschiedenen Substitutionsmutanten.

Im Gegensatz zu den invarianten Glutaminsaureresten an Position 559 und 563, die
als negativ geladener Stutzpfeiler fur die raumliche Anordnung des DNA-Molekiils fun-
gieren, prasentiert sich die positiv geladene Seitenkette des unmutierten Lysinrestes
567 als entscheidender Faktor fiir eine hoch-affine GAS-Bindung des STAT1-Proteins.
Nach GAS-Bindung scheint die terminale Aminogruppe von K567 die DNA in eine fur
die Genaktivierung bevorzugte Position zu bringen, indem sie mit einem Phosphat-
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Rest des DNA-Ruckgrates interagiert und sich dadurch mutmalflich die helikale Struk-
tur der DNA verandert. Sicherlich werden weitere Experimente die Bedeutung der in
der Linker-Doméane lokalisierten Promotor-Erkennung fur transkriptionelle Ereignisse

in einem physiologischen Kontext klaren kénnen.
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5. Zusammenfassung

STAT-Proteine (Signaltransduktor und Aktivator der Transkription) haben eine essen-
tielle Rolle in einem der &ltesten und hochkonservierten Signaltransduktionswege,
dem JAK-STAT-Signaltransduktionsweg. Sie leiten die an der Plasmamembran an-
kommenden Signale vieler Zytokine bis in den Zellkern weiter und bewirken dort eine
Modulation der Genexpression. Dadurch sind sie an der Vermittlung von Prozessen
wie dem Zellwachstum und der Immunantwort beteiligt. Ein Kennzeichen der Genin-
duktion der STAT-Proteine ist die Bindung an spezifische Palindrom-Sequenzen, be-
zeichnet als Gamma-aktivierte Stellen (GAS). Da jedoch der genaue Mechanismus der
signalabhangigen Zielgenerkennung durch Tyrosin-phosphorylierte STAT-Dimere
nicht sehr umfassend untersucht ist, wurden in dieser Arbeit durch gerichtete Muta-
genesen nach Alanin Aminosdureaustausche in der STAT1-Linker- sowie der -DNA-
Bindedomane generiert und diese funktionell charakterisiert. Die drei Aminosaurereste
der STAT1-Linker-Doméne (E559, E563 und K567) befinden sich auf einem unter den
sieben humanen STAT-Proteinen hochkonservierten Sequenzmuster, auf dem ober-
flachliche Reste in unmittelbarer Nahe zur gebundenen DNA lokalisiert sind. Die Sub-
stitutionsmutation des konservierten Lysinrests in Position 567 fuhrte zum Verlust der
spezifischen Bindung an hoch-affinen GAS-Stellen, wie auch zum Verlust der Trans-
aktivierung von endogenen Zielgenen in IFNy-stimulierten Zellen, wéhrend sich der
zeitliche Verlauf transienter Kernakkumulation und Tyrosin-Phosphorylierung nicht
vom Wildtyp-Molekdl unterschieden. Diese Ergebnisse lassen darauf schliel3en, dass
der Lysinrest in Position 567 der STAT1-Linker-Domaéne fiir die sequenzspezifische
GAS-Erkennung erforderlich ist. Demgegeniber konnte nachgewiesen werden, dass
zwei Glutaminsaurereste an den Positionen E559 und E563 auf jedem Protomer fir
die Dissoziation der STAT1-Dimere von der DNA wichtig sind. Die Mutagenese der
Glutaminsaurereste fuhrt zu einer erhéhten Rate an Tyrosin-phosphoryliertem STAT1
sowie zu einer verlangerten IFNy-stimulierten Anreicherung im Zellkern. Die Charak-
terisierung der nach Alanin substituierten Punktmutante K350A der STAT1 DNA-Bin-
dedoméne dagegen erbrachte bei einem im Vergleich zum Wildtyp ahnlichen Phéano-
typ keine weiteren Aufschliisse Uber molekulare Mechanismen der signalabhangigen
Zielgenerkennung bzw. DNA-Bindung.
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Zusammenfassend bestatigen die Daten einen Einfluss der Linker-Doméane auf die
Kinetik der signalabhangigen GAS-Bindung durch die Anordnung der an der Innenfla-
che des STAT1-Dimers lokalisierten Glutaminsaurereste E559 und E563. Die zwei
Glutaminsaurereste befinden sich an der Langsachse des STAT1-Dimers senkrecht
zur DNA ausgerichtet. Durch ihre Anordnung scheinen sie die Wechselwirkung zwi-
schen dem Lysinrest 567 und dem Phosphodiester-Ruckgrat eines gebundenen GAS-
Elementes zu erleichtern und stellen dadurch die Voraussetzung fir eine transiente

Geninduktion her.

Summary

STAT proteins (signal transducers and activators of transcription) play an essential
part in one of the oldest and highly conserved signal transduction pathways. The JAK-
STAT pathway transmits signals from many cytokines arriving at the plasma-mem-
brane to the cell nucleus, resulting in a modulation of gene expression. STATs are
involved in a variety of processes such as cell growth and immune responses. A key
feature in gene induction by STAT proteins is the binding to specific palindrome se-
guences, known as gamma-activated sites (GAS). Since the exact mechanisms of sig-
nal-dependent target recognition by tyrosine-phosphorylated STAT have not yet been
thoroughly investigated, directed mutagenesis was used in this study to introduce point
mutations in the STAT1 linker and DNA-binding domain. The resulting mutants were
characterized functionally. Results showed that three critical amino acid residues in
the STATL1 linker domain (E559, E563 and K567) are located in a homologous se-
quence pattern which is highly conserved among the seven STAT human proteins.
Furthermore, these superficially exposed residues are located in close proximity to the
bound DNA helix. Substitution of the conserved lysine residue at position 567 resulted
in a loss of specific binding to high-affinity GAS sites, as well as a complete lack in the
transactivation of IFNy-regulated endogenous target genes. However, the time course
of transient nuclear accumulation and tyrosine phosphorylation did not differ from the
kinetics of the wild-type molecule. These results demonstrated that the lysine residue
at position 567 of the STAT1 linker domain is required for GAS recognition. In addition,
two glutamic acid residues at position E559 and E563 are important for the dissociation
of the STAT1 dimer from DNA. The substitution of the glutamic acid residues led to an

increased rate of tyrosine phosphorylation as well as prolonged cytokine-stimulated
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nuclear accumulation in IFNy-treated cells. The point mutant K350A in the STAT1
DNA-binding domain did not provide any further information about molecular mecha-
nisms of signal-dependent target gene recognition, since the mutant did not differ from

the wildtype protein.

In conclusion, the data confirm the impact of the linker domain on signal-dependent
GAS binding mediated by the steric arrangement of the glutamic acid residues E559
and E563 located on the inner surface of the STAT1 dimer. The two glutamic acid
residues are aligned perpendicular to the DNA on the longitudinal axis of the STAT1
dimer. By this arrangement, the residues seem to facilitate the interaction between the
lysine residue 567 and the phosphodiester backbone of the bound GAS element,

thereby establishing the prerequisite for transient gene induction.
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	1. Einleitung
	Im Rahmen der Evolution hat sich ein komplexes Kommunikationssystem zwischen einzelligen und mehrzelligen Organismen entwickelt, bei dem die Signaltransduktion zur Aufrechterhaltung physiologischer Zellfunktionen einen entscheidenden Beitrag leistet. Einer der phylogenetisch ältesten und am besten untersuchten Signaltransduktionswege ist der JAK(Janus-Kinase)-STAT-Signalweg (Levy und Darnell 2002). Signaltransduktoren und Aktivatoren der Transkription (STATs) stellen als eine bekannte Klasse von Transkriptionsfaktoren, die mit der Signalweiterleitung und Transaktivierung eine duale Funktion aufweisen, eine zentrale Komponente dieses Signalweges dar (Darnell 1997; Ihle 2001; Levy und Darnell 2002). Sie wurden erstmals bei der Untersuchung der humanen Interferon(IFN)-abhängigen Genaktivierung entdeckt (Fu et al. 1992; Schindler et al. 1992a) und seitdem in zahlreichen Organismen, wie dem Schleimpilz Dictyostelium, Nematoden und Insekten wie auch Vertebraten, nachgewiesen (Yan et al. 1996; Kawata et al. 1997; Liu et al. 1999; Barillas-Mury et al. 1999; Oates et al. 1999; Pascal et al. 2001; Sung et al. 2003).
	Die evolutionäre hochkonservierte STAT-Proteinfamilie stellt eine zentrale Komponente im Signaltransduktionsweg dar, indem sie zwischen Liganden-gebundenen Zytokin-Rezeptoren an der Plasmamembran und der Gentranskription im Zellkern vermittelt und somit eine wichtige Rolle in zahlreichen zellulären Prozessen, wie Wachstumskontrolle, Proliferation und Immunaktivierung, spielt. Identifiziert wurden bisher sieben Mitglieder der humanen STAT-Familie (STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5a, STAT5b und STAT6), die eine Länge von 750-850 Aminosäureresten aufweisen und dabei in den ersten 700 Aminosäuren (AS) eine Sequenzhomologie von 28 - 40 % besitzen (Levy und Darnell 2002; Schindler und Darnell 1995). Die genetische Information von STAT1 und STAT4 liegt im menschlichen Genom auf Chromosom 2 und die von STAT2 und STAT6 auf Chromosom 12, während Gene auf Chromosom 17 für STAT3, STAT5a und -5b kodieren (Copeland et al. 1995; Darnell 1997). Die sieben STAT-Mitglieder bestehen funktionell aus einem proteolytisch abspaltbaren, konservierten Aminoterminus, einem Kernfragment bestehend aus einem Vier-Helix-Bündel, einer DNA-Bindedomäne und Linker-Domäne sowie einer klassischen SH2-Domäne (Abb. 1) (Darnell 1997; Levy und Darnell 2002; Lim und Cao 2006). An das Kernfragment schließt sich die letzte, für die Transaktivierung essentielle carboxyterminale Domäne an, in der sich beim STAT1-, STAT2-, STAT3, STAT5a-, STAT5b- und STAT6-Protein ein hochkonservierter Tyrosinrest an Position 701 befindet, der von JAK-Kinasen phosphoryliert wird (Shuai et al. 1993a; Vinkemeier et al. 1998). Für kooperative DNA-Bindung zwischen verschiedenen STAT1-Dimeren sind die ersten ~100 AS notwendig (Vinkemeier et al. 1996; Vinkemeier et al. 1998). Durch alternative Spleißvorgänge oder proteolytischen Abbau wird die Variation der STAT-Proteine (STAT1, STAT3, STAT4, STAT5 und STAT6) weiter erhöht, indem funktionell unterschiedliche STAT-Isoformen gebildet werden (Horvath 2000; Schaefer et al. 1995; Schindler et al. 1992a; Wang et al. 1996). Aus den gleichen DNA-Sequenzen beispielsweise von STAT1 und STAT3 entstehen anhand des Spleißvorganges jeweils zwei STAT-Isoformen (STAT1 bzw. STAT3 sowie STAT1 bzw. STAT3) von unterschiedlicher Länge, von der die -Isoform am carboxyterminalen Ende trunkiert vorliegt. Bei STAT1 ist das carboxyterminale Ende der -Isoform nach dem Spleißvorgang um 38 AS kürzer als die -Isoform (Darnell 1997; Horvath 2000; Schindler et al. 1992a). Dies hat Auswirkungen auf die transkriptionelle Aktivität von STAT1, STAT3, STAT5a und STAT5b, denn durch das Spleißen wird die Transaktivierungsdomäne mitsamt eines konservierten Serinrests, der von Serin-Threonin-Kinasen phosphoryliert wird, entfernt. Die Phosphorylierung dieses Serinrests in Position 727 der Transaktivierungsdomäne ist für eine maximale transkriptionelle Aktivität notwendig (Decker und Kovarik 2000; Horvath 2000; Lödige et al. 2005; Wen et al. 1995).
	/
	Abb. 1: Charakteristischer Aufbau der STAT1-Proteine aus sechs funktionellen Domänen. Dargestellt ist die Domänenstruktur der STAT-Proteine am Beispiel von STAT1: N- bzw. aminoterminale-Domäne (ND), Coiled-coil-Domäne (CCD) bzw. 4-Helix-Bündel, DNA-Bindedomäne (DBD), Linker-Domäne (LD), Src-Homologie-2-Domäne (SH2D) sowie Transaktivierungsdomäne (TAD). Das Kernfragment mit seinen vier funktionellen Domänen wird vom Aminoterminus und der carboxyterminalen Domäne eingerahmt. Durch die JAK-Kinase wird das STAT1-Protein am Rest Y701 phosphoryliert.
	Das Gründungsmitglied STAT1 ist wahrscheinlich das am besten untersuchte Mitglied der humanen STAT-Familie, welches im JAK-STAT-Signaltransduktionsweg IFN-Signale zur Veränderung der Genexpression übermittelt. Eine Vielzahl von Hormonen, Zytokinen und Wachstumsfaktoren stimulieren diesen Signalweg und gewährleisten somit, dass eintreffende Informationen an membranständigen Rezeptoren bis in den Nukleus weitergeleitet werden (Darnell 1997; Levy und Darnell 2002; Williams 1999).
	Zytokine sind ~ 15-25 kDa große Glykoproteine mit einer Länge von 100-200 AS, die im Rahmen der Zellkommunikation als extrazelluläre Botenstoffe dem Informationsaustausch dienen. Sie lösen mit ihrer Bindung an ihre spezifischen extrazellulären Transmembranrezeptoren eine Kaskade von Tyrosin-Phosphorylierungsreaktionen aus, die von Kinasen der Janus-Familie (JAKs) katalysiert werden und zur Aktivierung der STAT-Moleküle führen (Levy und Darnell 2002). Derzeit sind mehr als 50 Zytokine bekannt. Für den JAK-STAT-Signalweg relevante Zytokine sind unter anderem Interferone, Interleukine, Erythropoetin, Somatotropin, Prolaktin und Thrombopoetin, die als Liganden an JAK-assoziierte Rezeptoren binden. Aufgrund einer intrinsischen Tyrosinkinaseaktivität einiger Rezeptoren können STAT-Proteine auch direkt phosphoryliert werden. Dazu zählt der Rezeptor für den epidermalen Wachstumsfaktor (EGF), der Plättchen-Wachstumsfaktor (PDGF) und der Rezeptor für den Kolonie-stimulierenden Faktor 1 (CSF-1) (Darnell 1997; Levy und Darnell 2002). Des Weiteren zeigte sich auch, dass sie durch verschiedene G-Protein-gekoppelte Transmembran-Rezeptoren, wie den T-Zell-, CD40-, Serotonin-5HTA2A- und Angiotensin-II-Rezeptorkomplex, phosphoryliert werden.
	Eine für diese Arbeit wichtige und für die STAT-Aktivierung relevante Zytokingruppe ist die der Interferone, und davon findet das IFN besondere Beachtung. Interferone werden in drei Hauptklassen eingeteilt, wobei IFN als einziges Mitglied der Gruppe dem Typ-II-Interferon angehört. Isaacs und Lindemann beschrieben erstmals 1957 Interferone im Zusammenhang mit Virusinfektionen als Befähigung zur Interferenz (Isaacs und Lindenmann 1957). Anhand kristallographischer Darstellungen konnte ihre Vier-Helix-Struktur identifiziert und ebenfalls in über 50 weiteren Zytokinen experimentell dargestellt werden (Ealick et al. 1991; Schindler und Plumlee 2008; Senda et al. 1992). Interferone weisen eine vielfältige biologische Wirksamkeit auf, indem sie Einfluss auf immunologische Prozesse nehmen und antiproliferative sowie antivirale Eigenschaften besitzen. Die große Gruppe der Typ-I-Interferone, von denen die Subtypen IFNα sowie IFNβ, IFNε, IFNκ und IFNω in humanem Gewebe nachgewiesen wurden (Lefèvre und Boulay 1993; Pestka et al. 2004; Roberts et al. 1991; Steppard et al. 2003), zeigen ihre antivirale Eigenschaft, indem sie die Zytotoxizität von natür-lichen Killerzellen (NK-Zellen), T-Zellen und Monozyten induzieren (Clemens 2003; Evinger et al. 1981; Herberman et al. 1982; Pestka et al. 2004), wohingegen IFN (Typ-II-Interferon) von NK-Zellen und aktivierten T-Zellen freigesetzt wird und daraufhin weitere immunkompetente Zellen aktiviert (Boehm et al. 1997). Interferone sind im Rahmen der Immunabwehr über einen Interferon-regulatorischen Faktor (IRF-1, interferon-regulatory factor 1)-abhängigen Weg zur Hochregulierung der Haupthistokompatibilitätskomplexe I (MHC-I, major histocompatibility complex I) an der Oberfläche kernhaltiger Zellen befähigt (Chang et al. 1992). Die Expression von MHC-Klasse-II-Molekülen kann allerdings allein durch IFN gesteuert werden, wobei CIITA (MHC class II transactivator) der Hauptregulator der MHC-II-Transkription ist (Boehm et al. 1997; Drozina et al. 2005; Mach et al. 1996; Schroder et al. 2004). Dieser Transaktivator wird in reifen B-Zellen wie auch in dendritischen Zellen konstitutiv exprimiert.
	Die IFN-vermittelte Aktivierung des JAK-STAT-Signalweges erfolgt durch deren Interaktion mit den entsprechenden Rezeptoren, wie beispielsweise für IFN mit dem Interferon--Rezeptor (IFNGR), einem Klasse-II-Zytokinrezeptor, der an der Zelloberfläche sämtlicher kernhaltiger Zellen exprimiert wird (Langer und Pestka 1988). Dieser setzt sich aus je zwei Untereinheiten, IFNGR1 und IFNGR2 oder synonym -Kette (IFNR) und -Kette (IFNR, zusammen und besteht, wie alle Zytokinrezeptoren, jeweils aus drei Domänen: einer Liganden-bindenden extrazellulären Domäne, einer die Zellmembran durchquerenden Transmembran-Domäne und einer intrazellulären carboxyterminalen Domäne (Bach et al. 1997; Boehm et al. 1997; Greenlund et al. 1995). Da der Rezeptor keine intrinsische Tyrosinkinaseaktivität besitzt, sind zur Autophosphorylierung des Rezeptors und somit zur Aktivierung der STAT-Proteine Rezeptor-assoziierte Janus-Kinasen (JAK1, JAK2) notwendig, die auf zytoplasmatischer Seite der Zellmembran nicht-kovalent an den Rezeptor gebunden sind (Bach et al. 1997; Darnell et al. 1994; Müller et al. 1993; Schindler und Darnell 1995).
	Die Familie der Rezeptor-assoziierten Janus-Kinasen umfasst bei Säugetieren nach heutigem Wissensstand vier Mitglieder (JAK1, JAK2 und JAK3 sowie TYK2), denen allen vier gemein ist, dass sie über eine carboxyterminale Kinase-Domäne sowie eine in Nachbarschaft lokalisierte, funktionell inaktive homologe Domäne verfügen (Boehm et al. 1997; Levy und Darnell 2002; Schindler und Darnell 1995). JAK1 und JAK2 initiieren die Auto- bzw. Transphosphorylierung nach IFN-Stimulation sowie JAK1 und TYK2 im IFN/-vermittelten JAK-STAT-Signalweg (Darnell et al. 1994; Müller et al. 1993).
	Funktionell aktives IFN induziert durch Bindung an seinen Rezeptor auf der Zelloberfläche eine Oligomerisierung der jeweils zwei Rezeptor-Untereinheiten IFNGR1/IFNGR2, woraufhin die Janus-Kinasen 1 und 2 durch Phosphorylierung aktiviert werden (Abb. 2). Die aktivierten JAKs transphosphorylieren Tyrosinreste in Position 440 der intrazellulären Domäne des IFNGR1, wodurch Phosphotyrosin-Andockstellen entstehen, die eine Rekrutierung von STAT1-Proteinen über einen spezifischen Argininrest in Position 602 ihrer SH2-Domäne an das carboxyterminale Rezeptorende ermöglichen (Darnell et al. 1994; Greenlund et al. 1995). Anschließend führt die Phosphorylierung der STATs an einem invarianten Tyrosinrest des STAT1-Carboxyterminus (Y701) durch die JAKs zur Ausbildung von Phospho-STAT1-Homodimeren, die innerhalb weniger Minuten im Zellkern akkumulieren (Schindler et al. 1992b; Shuai et al. 1992; Shuai et al. 1993a; Shuai et al. 1994). Durch reziproke SH2-Phosphotyrosin-Wechselwirkungen werden die STAT1-Monomere in einer parallelen Dimer-Konformation stabilisiert (Shuai et al. 1994). Im Zellkern binden die STAT1-Homodimere an palindrome Gamma-aktivierte Stellen (GAS) mit einer Konsensussequenz 5´-TTC(N)3-4GAA-´3 in den Promotorregionen und induzieren als Zytokin-vermittelte Transkriptionsfaktoren die Expression von IFN-abhängigen Genen (Darnell et al. 1994; Decker et al. 1997; Ehret et al. 2001; Horvath et al. 1995).
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	Abb. 2: Kanonischer JAK-STAT-Signalweg der STAT1-Tyrosin-Phosphorylierung durch IFN-Stimulation. Die Bindung von IFN führt zur Oligomerisierung der spezifischen Rezeptoruntereinheiten, zur Autophosphorylierung der Janus-Kinasen 1/2 sowie zur Phosphorylierung der intrazellulären IFNGR1-Domäne, wodurch Andockstellen für STAT1-Moleküle generiert werden. Nach Phosphorylierung der STAT1-Monomere lösen sich diese vom Rezeptor, bilden STAT1/STAT1-Homodimere aus und gelangen in den Zellkern, wo sie durch Bindung an spezifische Zielsequenzen, den sog. Gamma-aktivierten Stellen (GAS), die Genexpression induzieren. NPC steht für nukleärer Porenkomplex.
	Nach ihrer Dissoziation von der DNA werden die STAT1-Dimere durch nukleäre Phosphatasen, wie die T-Zell-Protein-Tyrosin-Phosphatase (TC45), dephosphoryliert (Haspel und Darnell 1999; Haspel et al. 1996; ten Hoeve et al. 2002). Die Tyrosin-Phosphatase SHP-2 (SH2-containing phosphatase 2) weist ebenso eine nukleär dephosphorylierende Aktivität auf, jedoch besitzt sie eine dual-spezifische Funktion, indem sie STAT1 sowohl am Tyrosin- als auch am Serinrest deaktiviert (Wu et al. 2002).
	Neben diesen, den JAK-STAT-Signalweg negativ regulierenden Phosphatasen, greifen weitere regulatorische Proteine auf unterschiedlichen Ebenen des Signalweges ein, um anhaltende Zielgenaktivierung oder deren Fehlregulation zu verhindern, die zu Krebs oder durch überschießende Immunreaktionen zu Erkrankungen des Immunsystems führen können (Shuai 2000; Shuai und Liu 2005; Wormald und Hilton 2004). Die konstitutiv exprimierte Tyrosin-Phosphatase SHP-2 agiert nicht nur im Zellkern, sondern ist neben SHP-1 (SH2-containing phosphatase 1) und PTP1B (protein tyrosine phosphatase 1B) maßgeblich an der Tyrosin-Dephosphorylierung im Zytoplasma beteiligt (Levy und Darnell 2002; Rawlings et al. 2004; Starr und Hilton 1999; Wormald und Hilton 2004; Wu et al. 2002). Mit ihrer Bindung an phosphorylierte Janus-Kinasen oder aktivierte Rezeptoren verhindern sie die weitere Phosphorylierung der STAT-Proteine.
	Des Weiteren kontrollieren SOCS-Proteine 1-7 (suppressors of cytokine signalling), denen auch CIS (cytokine-inducible SH2-domain-containing protein) angehört, die Signalweiterleitung im Zytoplasma. SOCS1-7 inhibieren die STAT-Aktivierung am Rezeptor durch Bindung an der katalytischen Region der JAKs, wohingegen CIS die Inaktivierung durch Bindung an den phosphorylierten Rezeptor durchführt (Levy und Darnell 2002; Rawlings et al. 2004; Starr und Hilton 1999). Im Nukleus kann die Zytokin-induzierte Genaktivierung außerdem durch PIAS-Proteine (protein inhibitors of activated STATs) moduliert werden (Shuai und Liu 2005). Es zeigte sich, dass PIAS1 ein spezifischer STAT1-Inhibitor ist sowie PIAS3 spezifisch mit STAT3 interagiert (Chung et al. 1997; Liu et al. 1998; Starr und Hilton 1999). Die hier genannten Proteine, die für die Inhibition des JAK-STAT-Signalweges notwendig sind, werden häufig selber durch STATs transkriptionell reguliert (Levy und Darnell 2002; Starr und Hilton 1999) und unterliegen somit einem negativen Feedback-Mechanismus.
	Der Transport von phosphorylierten STAT-Proteinen aus dem Zytoplasma in den Zellkern geschieht über einen nukleären Porenkomplex (NPC), da STAT1-Dimere mit einem Molekulargewicht von ~ 180 kDa die Kernmembran nicht durch freie Diffusion passieren können (Mattaj und Engelmeier 1998; Meyer und Vinkemeier 2004; Weis 1998). Dieser NPC, der wie eine Art Tunnel aufgebaut ist, interagiert mit seinen Nukleoporinen über hydrophobe Phenylalanin-/Glycin-reiche Sequenzen mit löslichen Transportfaktoren (Fahrenkrog et al. 2004; Nigg 1997; Wente und Rout 2010), wie den Importinen und Exportinen, die zur Familie der Karyopherine zählen (Macara 2001; Rout et al. 2003). Importine erkennen die zu transportierenden Cargo-Proteine über die sogenannte NLS-Sequenz (nuclear localization signal), eine spezielle Abfolge basischer Aminosäuren (Fahrenkrog et al. 2004; Koerner et al. 2003; Weis 1998), binden diese an Nukleoporine und importieren sie in den Zellkern. Bei STAT1 konnte kein klassisches NLS, sondern nur ein Dimer-spezifisches NLS (dsNLS) im Bereich der DNA-Bindedomäne nachgewiesen werden (Fagerlund et al. 2002; McBride et al. 2002; Meyer et al. 2002). Dieses konservierte NLS ist den Importinen nur in paralleler Dimerkonformation zugänglich, welches eine vorherige Phosphorylierung der STAT-Proteine voraussetzt. Importine können weder mit STAT-Monomeren noch mit unphosphorylierten STAT-Dimeren interagieren. Der Import der phosphorylierten STAT1-Dimere als Cargo-Proteine erfolgt über einen Importin-/-Komplex, bestehend aus zwei Importin-5-Molekülen sowie gebundenem Importin-, wobei STAT1 mithilfe des NLS an Importin-5 bindet (Fagerlund et al. 2002; McBride et al. 2002; Nardozzi et al. 2010; Sekimoto et al. 1997). Importin- wiederum interagiert mit den Nukleoporinen sowie mit der Ran-abhängigen GTPase, welche die Energie für den aktiven nukleozytoplasmatischen Transport liefert (Mattaj und Engelmeier 1998; Görlich und Kutay 1999). Ran-GTP ist im Zellkern für die Trennung des Importin-Cargo-Komplexes, als auch für die Bindung des Cargo-Proteins an Exportin (Weis 1998), wie CRM1 (chromosome region maintenance 1), verantwortlich. STAT1 interagiert mit CRM1 über ein spezifisches leucinreiches nukleäres Exportsignal (NES), das in der Coiled-coil-Domäne identifiziert wurde, und wird somit über den NPC zurück ins Zytoplasma geschleust (Begitt et al. 2000; Mattaj und Engelmeier 1998; Meyer et al. 2003). STAT-Moleküle werden nur im dephosphorylierten Zustand über den nukleären Export aus dem Zellkern transportiert, somit hängt die Dauer der Kernakkumulation der STAT-Proteine von der DNA-Bindung ab, denn nur ungebundene STAT-Dimere werden von den nukleären Phosphatasen, wie die TC45, erkannt und dephosphoryliert (Haspel und Darnell 1999; Meyer et al. 2003; ten Hoeve et al. 2002).
	In weiteren Experimenten konnte gezeigt werden, dass unphosphorylierte STAT1-Moleküle auch unabhängig von Zytokin-Stimulation stetig zwischen dem Zytoplasma und der Zellmembran in beide Richtungen translozieren und dass dieser Transportmechanismus ohne metabolische Energie abläuft (Marg et al. 2004; Meyer et al. 2002). Dabei interagieren STAT1-Aminosäurereste der Linker-Domäne mit Phenylalanin-/Glycin-reichen Sequenzen (FG-Motive) der Nukleoporine Nup153 sowie Nup214 (Marg et al. 2004). Diese sind zum einen auf der nukleären Seite des NPCs (Nup153) und zum anderen auf der zytoplasmatischen Seite (Nup214) lokalisiert (Paulillo et al. 2005).
	Kristallographische Analysen DNA-gebundener STAT1- sowie STAT3-Homodimere in phosphorylierter Form (Becker et al. 1998; Chen et al. 1998) und STAT aus Dictyostelium discoideum ohne DNA-Bindung (Soler-Lopez et al. 2004) ergaben erste Hinweise auf eine dreidimensionale Struktur der STAT-Proteine. Diese Darstellungen wiesen ebenso auf unterschiedliche Konformationen der DNA-gebundenen STAT1- und STAT3-Dimere im Vergleich zu den ungebundenen D-STAT-Dimeren hin (Soler-Lopez et al. 2004), was durch weitere Vervollständigung der kristallographischen Auswertungen mittels dreidimensionaler Darstellung von unphosphorylierten STAT1-Monomeren bestätigt werden konnte. STAT1-Dimere können eine parallele sowie eine antiparallele Konformation einnehmen, wobei die SH2-Domänen des Dimers in der parallelen Konformation in die gleiche Richtung zeigen, während sie antiparallel die entgegengesetzte Ausrichtung einnehmen (Mao et al. 2005; Mertens et al. 2006; Wenta et al. 2008; Zhong et al. 2005). Ebenso wurde eine flexible Region zwischen dem N-Terminus und der Coiled-coil-Domäne nachgewiesen, die eine Umlagerung der zwei Konformationszustände ermöglichen soll (Mertens et al. 2006). Reziproke SH2-Phosphotyrosin-Wechselwirkungen stabilisieren die Dimere in der parallelen Konformation, während die antiparallele Konformation dagegen über aminoterminale Wechselwirkungen und Interaktionen der Coiled-coil-Domäne mit der DNA-Bindedomäne stabilisiert wird. Die zwei verschiedenen Konformationen der STAT-Dimere unterscheiden sich funktionell voneinander. Demnach muss STAT1 die parallele Form einnehmen, um an die DNA zu binden, und in der antiparallelen Form vorliegen, um von der Phosphatase TC45 dephosphoryliert sowie aus dem Nukleus exportiert werden zu können (Mao et al. 2005; Mertens et al. 2006; Wenta et al. 2008; Zhong et al. 2005).
	Eine der wichtigsten Funktionen der aminoterminalen Domäne (ND) ist die Vermittlung von Protein-Protein-Interaktionen, die eine Voraussetzung für die Tetramerisierung von STAT-Dimeren, was auch als sogenannte kooperative DNA-Bindung bezeichnet wird, darstellt (John et al. 1999; Xu et al. 1996). Im Rahmen von Mutationsexperimenten wurde ein konservierter Phenylalaninrest in Position 77 der aminoterminalen Domäne von STAT1 (Position 81 von STAT5) nach Alanin mutiert und dessen anschließender Verlust zur Oligomerisierung nachgewiesen (Meyer et al. 2004). Ebenso konnte festgestellt werden, dass der Konformationsshift maßgeblich durch die aminoterminale Domäne beeinflusst wird (Mao et al. 2005; Mertens et al. 2006; Meyer et al. 2004).
	Auch die Coiled-coil-Domäne, oder Vier-Helix-Bündel genannt, bestehend aus vier antiparallelen -Helices, dient der Protein-Protein-Wechselwirkung, die beispielsweise eine Bindung über die DBD zwischen den zwei STAT-Monomeren herstellt und zur Stabilisierung der antiparallelen Konformation beiträgt (Mertens et al. 2006; Zhong et al. 2005). Des Weiteren interagiert sie mit Transkriptionsfaktoren und enthält eine leucinreiche, helikale Region als nukleäres Exportsignal (NES) (Begitt et al. 2000).
	Die DNA-Bindedomäne (DBD) von STAT1 setzt sich aus den Aminosäuren 317 - 487 zusammen und weist eine mit der DBD der Transkriptionsfaktoren NFB und p53 vergleichbare Immunglobulin-ähnliche Struktur auf, die in mehreren ß-Faltblättern und Schleifen angeordnet ist (Chen et al. 1998). Neben dem bereits oben beschriebenen NLS, das in der DBD nachgewiesen werden konnte und den Kernimport von STAT1 durch Bindung an Importin-5 gewährleistet (Fagerlund et al. 2002; McBride et al. 2002; Meyer et al. 2002), stellt die Interaktion mit palindromischen DNA-Sequenzen die Hauptfunktion dieser Domäne dar. Jedes STAT1-Monomer interagiert dabei mit einer halben palindromischen (GAS-)Sequenz der DNA-Doppelhelix (Chen et al. 1998; Decker et al. 1997). Ein konservierter Bereich innerhalb der Aminosäurereste 400-500 der DBD ist für die DNA-Bindung maßgeblich und wies nach Mutationen in diesem Bereich eine reduzierte DNA-Affinität auf (Darnell 1997; Horvath et al. 1995; Yang et al. 2002).
	Mit ihren AS-Resten ~ 577 - 683 ist die SH2-Domäne die am höchsten konservierte Domäne der STAT-Proteine (Chen et al. 1998; Schindler und Darnell 1995). Allgemein sind SH2-Domänen durch spezifische Erkennung sowie Bindung von Phosphotyrosinmotiven für die Signalweiterleitung von Bedeutung (Mayer und Hanafusa 1990; Mayer et al. 1991). Speziell in den STAT-Proteinen vermitteln sie auf der einen Seite die Re-krutierung von STAT-Molekülen an phosphorylierte, membranständige Rezeptoren oder intrazelluläre Tyrosinkinasen (Becker et al. 1998; Greenlund et al. 1994; Shuai et al. 1994), und auf der anderen Seite sind sie für die Homo- und Heterodimerisierung von phosphorylierten STAT-Monomeren essentiell (Chen et al. 1998; Shuai et al. 1993b, 1994). Diese erfolgt über reziproke Wechselwirkungen der STAT-Protomere und wird über einen konservierten Argininrest in Position 602 der SH2-Domäne von STAT1 initiiert, indem dieser einen Phosphotyrosinrest in Position 701 des kontralateralen STAT-Monomers erkennt. Durch die reziproken SH2-Phosphotyrosin-Wechselwirkungen kommt es zur Ausbildung stabiler STAT1-Homodimere in paralleler Konfiguration (Wenta et al. 2008). Der Argininrest in Position 602 der Phosphotyrosin-Bindetasche der SH2-Domäne ist für die Rezeptorbindung und Dimer-Bildung essentiell. Wird dieser Rest mutiert, verliert STAT1 die Fähigkeit zur Dimerisierung (Chen et al. 1998; Shuai et al. 1993b, 1994).
	An die SH2-Domäne schließt sich die carboxyterminale Transaktivierungsdomäne (TAD) an. In dieser Domäne ist der für den weiteren Signalverlauf entscheidende kritische Tyrosinrest 701 (Schindler et al. 1992a; Shuai et al. 1993a) sowie der für die maximale transkriptionelle Aktivität bedeutsame konservierte Serinrest 727 lokalisiert (Darnell 1997; Wen et al. 1995). Dieser befindet sich allerdings nur in der -Isoform des STAT1, denn mit dem Spließvorgang des carboxyterminalen Endes wurde der Serinrest in der -Isoform entfernt (Darnell 1997; Horvath 2000). Diese carboxyterminal verkürzte STAT1-Variante (STAT1) kann zwar nach Tyrosin-Phosphorylierung dimerisieren und DNA binden, jedoch keine Zielgene aktivieren. Darüber hinaus ist die TAD neben der aminoterminalen Domäne an Protein-Protein-Interaktionen beteiligt und bindet wichtige transkriptionelle Koaktivatoren, wie das CREB-bindende Protein (CBP) und p300 (Darnell 1997; Korzus et al. 1998; Zhang et al. 1996). Ebenso wurden Interaktionen mit den Proteinen NCoA1, BRCA1 und MCM5 nachgewiesen (Litterst und Pfitzner 2001; Ouchi et al. 2000; Zhang et al. 1998). Als weitere Funktion induziert die TAD den Stress-vermittelten Zelltod (Janjua et al. 2002; Stephanou und Latchman 2003).
	Besondere Beachtung findet in dieser Arbeit die Linker-Domäne der STAT1-Proteine. Diese umfasst ~ 87 AS-Reste (488 - 575), besteht aus mehreren -Helices und ist zwischen der DBD und der SH2-Domäne lokalisiert (Chen et al. 1998). Sie gehört neben der Coiled-coil-, der DNA-Binde- und der SH2-Domäne zum Kernfragment der STAT-Proteine und ist an einem Zytokin-unabhängigen, nukleozytoplasmatischen Transport beteiligt, indem Aminosäurereste der Linker-Domäne mit Nukleoporinen des NPC interagieren und somit einen energiearmen Shuttle zwischen Zytoplasma und Zellkern ermöglichen (Marg et al. 2004). In Mutationsexperimenten konnte bereits nachgewiesen werden, dass aufgrund einer veränderten Dissoziationsrate der STAT1-Linker-Mutanten die transkriptionelle Aktivität des Proteins herabgesetzt ist (Yang et al. 1999; Yang et al. 2002). Diese Ergebnisse zeigen einen Einfluss der LD auf die DNA-Bindung und damit indirekt auf die transkriptionelle Aktivität, allerdings konnte in weiteren Austauschversuchen keine generelle Einschränkung der DNA-Bindung bestätigt werden. Abgesehen von diesen Erkenntnissen ist die LD funktionell noch weitestgehend unbekannt.
	Daher ist das Ziel dieser Arbeit, durch Substitutionsexperimente der Linker-Domäne weiterführende Erkenntnisse im Hinblick auf die veränderten Eigenschaften der mutierten STAT1-Proteine sowie die Auswirkungen der einzelnen Punktmutanten auf den JAK-STAT-Signalweg und ihren Phänotyp zu gewinnen. Neben der Rolle und Funktion der Linker-Domäne des STAT1 im JAK-STAT-Signaltransduktionsweg wird zudem die DNA-Bindedomäne durch Generierung einer Punktmutante genauer untersucht.
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	Die in dieser Arbeit verwendeten Materialien sind im Folgenden aufgelistet.
	Agar Carl Roth, Karlsruhe
	Ammoniumperoxodisulfat (APS) Carl Roth 
	Ampicillin Sigma-Aldrich, Taufkirchen
	Borsäure Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
	Bromphenol-Blau Sigma-Aldrich
	Digitonin Sigma-Aldrich 
	Dimethylsulfoxid (DMSO) Carl Roth
	Dithiothreitol (DTT) AppliChem, Darmstadt
	Ethanol Carl Roth
	Ethylendiamin-N,N,N´,N´-  Acros Organics, Geel, Belgien
	tetraessigsäure (EDTA)
	Ethylenglycol-bis-(2-aminoethylether)- Carl Roth
	N,N,N´,N´-tetraessigsäure (EGTA)
	Ficoll-Paque Plus Amersham Bioscience, Freiburg
	Formaldehyd 37% in H2O Sigma-Aldrich
	Glucose Carl Roth
	Glycin Carl Roth
	Glycerin Carl Roth
	Glycylglycin Sigma-Aldrich
	N-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazino- Carl Roth
	ethansulfonsäure (HEPES) 
	Hefeextrakt Carl Roth
	IGEPAL-CA-360 Sigma-Aldrich
	Kaliumchlorid Carl Roth
	Kaliumdihydrogenphosphat Merck
	Kaliumhydroxid Carl Roth
	Kanamycin Sigma-Aldrich
	Leptomycin B LC Laboratories, Woburn, USA
	Magnesiumchlorid-6-hydrat Sigma-Aldrich
	Magnesiumsulfat Carl Roth
	MegaTran 1.0  Origene, Rockville, USA
	ß-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich
	Methanol Carl Roth
	Natriumcarbonat Carl Roth
	Natriumchlorid Sigma-Aldrich
	Natriumhydrogenphosphat Merck
	Natriumlaurylsulfat (SDS) Carl Roth
	Natriumorthovanadat Sigma-Aldrich
	Ortho-Nitrophenyl-ß-D-Galactopyranosid Sigma-Aldrich
	(ONPG) 
	Pefabloc SC Carl Roth
	2-Propanol  Carl Roth
	Puromycin Sigma-Aldrich
	Rinderserumalbumin (BSA) Carl Roth
	Rotiphorese Gel 30, -Gel 40 Carl Roth
	Salzsäure Carl Roth
	Staurosporin Sigma-Aldrich
	N,N,N‘,N‘,-Tetramethylethylendiamin Carl Roth
	(TEMED) 
	Tris-Hydrochlorid (Tris-HCl) Carl Roth
	Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan Carl Roth
	(Tris-Base) 
	Triton X-100 Sigma-Aldrich
	Trypton Carl Roth
	Tween-20 Sigma-Aldrich
	Wasserstoffperoxid (H2O2) Carl Roth
	Das eingesetzte -[33P]-markierte Desoxynukleotid dTTP mit einer spezifischen Aktivität von 111 TBq/mmol wurde bei Hartmann Analytic (Braunschweig) erworben.
	Mit entionisiertem Wasser aus der Millipore-Anlage PURELAB Plus (ELGA, Celle) wurden alle Puffer, Lösungen und Medien hergestellt. Über einen Molekülfilter mit einer Porengröße von 0,22 µm filtriert die Anlage das Wasser. Einzelne Lösungen wurden über einen 0,2-µm-Filter steril filtriert und der pH-Wert mit einem pH-Meter (Sartorius, Göttingen) eingestellt.
	Die nachfolgend aufgelisteten Reaktions-Kits wurden nach Herstellerangaben verwendet:
	Absolute Blue QPCR SYBR Green Mix Thermo Fisher 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 Mutagenesis Kit Stratagene, La Jolla, USA
	Verso cDNA Kit Thermo Fisher Scientific
	In dieser Arbeit wurden humane Epithelzellen eines Zervixkarzinoms (HeLa-Zellen) sowie humane Fibrosarkom-Zellen (U3A-Zellen) eingesetzt, die freundlicherweise von Prof. Dr. U. Vinkemeier (University of Nottingham, UK) zur Verfügung gestellt wurden. Die U3A-Zellen sind eine aus 2fTGH entstandene STAT1-defiziente Zelllinie.
	Plasmide
	Die im Folgenden angegebenen Plasmide wurden in dieser Arbeit verwandt. Das Plasmid pEGFP-N1 zur Expression von N-terminalen GFP-Fusionsproteinen in Säugerzellen wurde von Clontech (Mountain View, USA) bezogen. Beim Vektor pSTAT1-GFP wurde humane STAT1-cDNA (AS 1-746) in pEGFP-N1 kloniert (Begitt et al. 2000). Das Plasmid pSTAT1-NES-GFP, das für ein Fusionsprotein aus Volle-Länge-STAT1, einem transferierbaren NES von STAT1 (AS 367-427) sowie dem caboxyterminal lokalisierten GFP (grünfluoreszierendes Protein) kodiert, stammt von Prof. U. Vinkemeier (Lödige et al. 2005). Der eukaryotische Expressionsvektor pcDNA3.1 wurde von Invitrogen erworben, und bei pcDNA3.1-STAT1 ist die humane STAT1-cDNA in diesen Vektor kloniert (Prof. James E. Darnell, New York, USA). Der ß-Galaktosidase-Expressionsvektor pßGal wurde von Stratagene (La Jolla, USA) bezogen. Zudem kam pGAS3xLy6E, ein IFN-abhängiges Reportergenkonstrukt mit drei GAS-Bindestellen, zur Anwendung (Wen et al. 1995).
	In dieser Arbeit wird pSTAT1 im Weiteren durch die Bezeichnung pSTAT1 ersetzt, da nur Plasmide eingesetzt wurden, die für STAT1 kodieren. Das Akronym pSTAT1 steht für das pcDNA3.1-STAT1-Plasmid. Ferner zeigt der Zusatz -GFP die Verwendung des pSTAT1-GFP-Plasmids an.
	Enzyme
	AmpliTaq-Gold-DNA-Polymerase wurde bei Applied Biosystems (Darmstadt), Complete-Mini-Protease-Inhibitoren von Roche (Grenzach) und DNA-Polymerase I (Klenow-Enzym) von New England Biolabs (Schwalbach) erworben. DpnI-Endonuklease und PfuTurbo-DNA-Polymerase stammten von Stratagene. peqGold-DNase I wurde von PEQLAB Biotechnologie (Erlangen), T-Zell-Protein-Tyrosin-Phosphatase (TC-PTP/TC45) (human, rekombinant, C-terminale 11 kDa-Deletion (TC∆C11, Reste 1-317), exprimiert in E. coli) von Biomol International (Plymouth, USA) und Trypsin /Ethylendiamin-N,N,N’,N’-tetraessigsäure (EDTA)-Lösung von PAA (Pasching, Österreich) bezogen.
	Zytokine
	Die Zellen wurden ausschließlich mit Interferon- (IFN) der Firma Biomol (Hamburg) stimuliert. IFN wurde in dem jeweiligen Zellkulturmedium 1:1000 verdünnt und direkt auf die Zellen pipettiert, falls nicht anders angegeben.
	Primer für sequenzspezifische Mutagenese
	Name Sequenz
	K350A F 5´-gtt gag act gtt ggt ggc att gca aga gct gaa tta taa ttt g-3´
	K350A R 5´-caa att ata att cag ctc ttg caa tgc cac caa cag tct caa c-3´
	E559A F 5´-ccc ttc tgg ctt tgg att gca agc atc cta gaa ctc att aaa aaa c-3´
	E559A R 5´-gtt ttt taa tga gtt cta gga tgc ttg caa tcc aaa gcc aga agg g-3´
	E563A F 5´-gga ttg aaa gca tcc tag cac tca tta aaa aac acc tgc-3´
	E563A R 5´-gca ggt gtt ttt taa tga gtg cta gga tgc ttt caa tcc-3´
	K567A F 5´-cat cct aga act cat taa agc aca cct gct ccc tct ctg g-3´
	K567A R 5´-cca gag agg gag cag gtg tgc ttt aat gag ttc tag gat g-3´
	Primer für die Sequenzierung
	Name Sequenz
	312f 5´-ttc aga gct cgt ttg tgg tg-3´
	611r 5´-ctc cac cca tgt gaa tgt ga-3´
	Primer für die Real-time PCR
	Name Sequenz
	hGAPDH F 5´-gaa ggt gaa ggt cgg agt c-3´
	hGAPDH R 5´-gaa gat ggt gat ggg att tc-3´
	hGBP1 F 5´-ggt cca gtt gct gaa aga gc-3´
	hGBP1 R 5´-tga cag gaa ggc tct ggt ct-3´
	hIRF1 F 5´-agc tca gct gtg cga gtg ta-3´
	hIRF1 R 5´-tag ctg ctg tgg tca tca gg-3´
	hSTAT1 F 5´-ccg ttt tca tga cct cct gt-3´
	hSTAT1 R 5´-tga ata ttc ccc gac tga gc-3´
	hCCL2 F 5´-cca gtc acc tgc tgt tat aac-3´
	hCCL2 R 5´-tgg aat cct gaa ccc act tct-3´
	hMIG1 F 5´-cca ccg aga tcc tta tcg aa-3´
	hMIG1 R 5´-cta acc gac ttg gct gct tc-3´
	Oligonukleotid-Sonden für EMSA
	Name Sequenz
	M67 F 5´-ttt tcg aca ttt ccc gta aat ctg-3´
	M67 R 5´-ttt tca gat tta cgg gaa atg tcg-3´
	2xGAS F 5´-ttt ttg ttt ccc cga aat tga cgg att tcc ccg aaa c-3´
	2xGAS R 5´-ttt ttg ttt cgg gga aat ccg tca att tcg ggg aaa c-3´
	GAS-nonGAS F 5´-ttt tcg ttt ccc cga aat tga cgg att tac ccc aac-3´
	GAS-nonGAS R 5´-ttt tgt tgg ggt aaa tcc gtc aat ttc ggg gaa acg-3´
	2xnonGAS F 5´-ttt tcg ttt acc cca aat tga cgg att tac ccc aac-3´
	2xnonGAS R 5´-ttt tgt tgg ggt aaa tcc gtc aat ttg ggg taa acg-3´
	CCL2 nat F 5´-ttt tct gct tcc ctt tcc tac ttc ctg gaa atc ca-3´
	CCL2 nat R 5´-ttt ttg gat ttc cag gaa gta gga aag gga agc ag-3´
	CCL2 nonGAS F 5´-ttt tct gct tcc ctt tcc tac tag ctg gaa atc ca-3´
	CCL2 nonGAS R 5´-ttt ttg gat ttc cag cta gta gga aag gga agc ag-3´
	E. coli DH5-Zellen mit dem Genotyp F-ϕ80dlacZDM15 D(lacZYA-argF) U169 recA1 endA1 hsdR17(rk- mk+) phoA supE44 λthi-1 gyrA96 relA1 und E. coli XL1 blue-Zellen mit dem Genotyp recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac [F'proAB lacIqZΔM15 Tn10 (Tetr)] stammten von Stratagene.
	Die Anzucht der Bakterien erfolgte in LB- oder SOC-Medium und auf LB-Agarplatten. Für die Herstellung des LB-Mediums wurde 1 % Trypton, 0,5 % Hefeextrakt, 1 % NaCl und NaOH für die Einstellung des pH-Wertes auf 7,0 benötigt. Die Zusammensetzung der LB-Agarplatten bestand aus dem LB-Medium und zusätzlich 1,5 %-igem Agar. Nach 30-minütiger Autoklavierung bei 121 °C und 1,5 bar wurde dem LB- und dem LB-Agar-Medium Kanamycin (50 μg/ml) oder Ampicillin (100 μg/ml), je nach verwendeter Plasmid-DNA, als Selektionsmarker zugegeben. Das SOC-Medium setzte sich aus 2 % Trypton, 0,5 % Hefeextrakt, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCl, 10 mM MgCl2 und 10 mM MgSO4, bei einem pH-Wert von 7,4, zusammen. Anschließend wurde das Medium für 20 min bei 121°C und 1,5 bar autoklaviert und 20 mM steril filtrierte Glucose zugegeben.
	Der polyklonale STAT1 p91 (C-24) Antikörper (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) wurde in Western-Blot-Experimenten 1:2000 mit 4 % Rinderserumalbumin (BSA) (Albumin Fraktion V, Carl Roth) in Tris-gepufferter Salzlösung (TBS: 137 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl, pH 7,4) plus 0,05 % Tween-20 (TBS-T) verdünnt und als Sekundärantikörper eingesetzt. Ebenfalls wurde dieser Antikörper in immunzytochemischen Versuchen in einer 1:1000 Verdünnung mit 25 % fetalem Kälberserum (FCS) in Dulbecco's Phosphat-gepufferter Salzlösung (PBS, Gibco, Karlsruhe) und in EMSA-Experimenten (electrophoretic mobility shift assays) für die Supershift-Reaktion verwandt. Als Primärantikörper für die Western-Blot-Analysen kam zusätzlich der Phospho-STAT1 (Tyr701) Antikörper (Cell Signaling, Danvers, MA, USA) in einer Verdünnung von 1:1000 mit 4 % BSA in TBS-T zum Einsatz. Der polyklonale IRDye 800 CW Anti-Kaninchen-IgG Antikörper aus der Ziege (LI-COR Biosciences, Bad Homburg) wurde als Sekundärantikörper in Western-Blot-Experimenten (1:10.000 mit 4 % BSA in TBS-T) eingesetzt. Als Sekundärantikörper für die immunzytochemischen Versuche wurde Cy3-gekoppeltes Anti-Kaninchen-IgG aus Ziege (Jackson ImmunoResearch, Suffolk, UK) 1:500 in 25 % FCS verdünnt. Der polyklonale Anti-STAT3 Antikörper H-190 (Santa Cruz Biotechnology) wurde in EMSA-Experimenten für Supershift-Reaktionen verwandt.
	Die verwendeten Geräte und Verbrauchsmaterialien in dieser Arbeit sind jeweils in der Beschreibung der einzelnen Methoden aufgeführt worden. Alle nicht angegebenen Verbrauchsmaterialien stammen von B. Braun AG (Melsungen), Biometra (Göttingen), Carl Roth (Karlsruhe), Eppendorf (Hamburg), Greiner Bio-One (Frickenhausen), Nunc (Roskilde, Dänemark), PEQLAB Biotechnologie (Erlangen), Sarstedt (Nümbrecht), Thermo Fisher Scientific (Dreieich) und VWR (Darmstadt).
	Behandlung und Kultivierung von Säugerzellen
	Alle Zellkulturarbeiten wurden unter aseptischen Bedingungen an mikrobiologischen Sicherheitsbänken (HERAsafe, Thermo Fisher Scientific, Dreieich) durchgeführt. Die Kultivierung der HeLa- und U3A-Zellen erfolgte bei einer Temperatur von 37 °C in einer mit Wasserdampf gesättigten, 5 %-igen CO2-Atmosphäre in 75-cm2-Zellkulturflaschen (Cellstar, Greiner Bio-One, Frickenhausen) im Brutschrank (Heraeus, Thermo Fisher Scientific). Für die HeLa-Zellen bestand das Vollmedium aus Quantum 101 HeLa-Medium (PAA, Pasching, Österreich) versetzt mit 1 % Penicillin/Streptomycin (PAA). Als Vollmedium für die U3A-Zellen wurde Dulbecco's modifiziertes Eagle-Medium (DMEM; Biochrom, Berlin) mit 10 % FCS (Biochrom), 1 % Penicillin/Streptomycin und 0,04 μg/ml Puromycin (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) supplementiert.
	Zellpassage
	Die Umsetzung der adhärenten Zellen erfolgte alle zwei bis drei Tage. Die Zellen wurden einmal mit PBS (ohne Ca2+ und Mg2+) gewaschen und mit Trypsin/EDTA-Lösung (0,05 % Trypsin, 0,2 g/l EDTA; Biochrom) für etwa 5 min bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Anschließend wurde die Trypsinreaktion durch Zugabe von serumhaltigem Vollmedium gestoppt, so dass die zuvor adhärenten Zellen nun als Zellsuspension vorlagen. Zur Weiterführung wurden die Zellen im Verhältnis 1:4 bis 1:6 verdünnt ausplattiert.
	Einfrieren und Auftauen von Zellen
	Die Zellen wurden bei einer Konfluenz von ungefähr 70 % mit PBS gewaschen, trypsiniert, in PBS aufgenommen und für 10 min bei 1000 rpm (Umdrehungen pro Minute) und 20 °C zentrifugiert (Cebtrifuge 5415 R, Eppendorf, Hamburg). Das entstandene Zellpellet in einer 75-cm2-Zellkulturflasche wurde in 1 ml Einfriermedium (20 % FCS, 10 % Dimethylsulfoxid in DMEM (DMSO)) aufgenommen, resuspendiert und über Nacht in einer mit Isopropanol (Carl Roth) gefüllten Gefrierbox (Nalgene, Heidelberg) gelagert. Durch langsame Senkung der Temperatur von -1 °C bis -3 °C pro Stunde unter Verwendung von DMSO wurden die Zellen bis auf die Lagerungstemperatur von -80 °C abgekühlt. Im Wasserbad bei 37 °C erfolgte zügig das Auftauen der eingefrorenen Zellen. Mit Vorsicht wurden die Zellen in dem jeweiligen Vollmedium resuspendiert und für 5 min bei 1000 rpm und 20 °C zentrifugiert. Anschließend wurde das entstandene Zellpellet erneut in Vollmedium resuspendiert und die Zellen in Kultur genommen.
	Mithilfe des QuickChange Site-Directed-Mutagenesis-Kits wurden, nach Herstellerangaben, Punktmutationen in STAT1-kodierende Plasmide eingeführt. Die Reaktion verlief in 50 µl Ansätzen. Ja nach Ansatz wurde 25 ng der Matritzen-DNA und 125 ng der beiden komplementären Mutagenese-Primer vorgelegt. Hinzu kam 5 µl 10x Reaktionspuffer, 1 µl dNTP (Desoxynukleosidtriphosphat)-Mix, bestehend aus den vier natürlich vorkommenden Desoxynukleotiden, und für die Katalyse 2,5 Einheiten (U) PfuTurbo-DNA-Polymerase. Mit H2O wurden die Ansätze auf 50 µl aufgefüllt. Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) erfolgte im T3000 Thermocycler (Biometra, Göttingen) nach folgendem Protokoll: einem intitialen Denaturierungsschritt über 30 sec bei 95 °C folgten 16 Zyklen bestehend aus einer Denaturierung für 30 sec bei 95 °C, einem Hybridisierungsschritt für 1 min bei 55 °C und einer Synthesephase über 14 min bei 68 °C. Während einer einstündigen Inkubation bei 37 °C in Gegenwart von 10 U Dpn-Endonuklease wurde die methylierte DNA-Matrize degradiert.
	Die Transformation von Plasmid-DNA in kompetente E.coli-Zellen des Stammes DH5 bzw. in superkompetente XL1-blue E.coli-Zellen erfolgte mithilfe der Hitzeschock-Behandlung (Cohen et al. 1972). Dazu wurden 100 µl der DH5- bzw. 50 µl der XL1-blue Zellen langsam auf Eis aufgetaut, 10 ng der Plasmid-DNA (entsprach 1 µl des Mutageneseansatzes) zugegeben und anschließend für 30 min auf Eis inkubiert. Die Hitzeschock-Behandlung der DH5-Zellen erfolgte über 30 sec bzw. der XL1-blue-Zellen über 45 sec in einem 42 °C heißen Wasserbad. Darauf folgte eine zweiminütige Inkubation auf Eis sowie eine einstündige Kultivierung der Bakteriensuspension in 500 µl vorgewärmten SOC-Medium im Schüttelinkubator (Innova 42) bei 225 rpm und 37 °C. Nach der Inkubation wurden 250 µl der Bakterienkultur auf LB-Agarplatten mit Selektionsmarker ausplattiert und über Nacht bei 37 °C gehalten.
	Um Plasmid-DNA aus Bakterienkulturen isolieren zu können, wurden zunächst 5 ml Antibiotikum-haltiges LB-Medium mit einer einzelnen transformierten Bakterienkolonie beimpft und über Nacht im Schüttler bei 37 °C und 225 rpm inkubiert. Für die Mini-Präparationen von Plasmid-DNA wurden 2 ml der Übernachtkultur in ein 2 ml Eppendorf-Gefäß überführt und bei 10.000 rpm für 2 min zentrifugiert. Aus dem entstandenen Zellpellet wurde die Plasmid-DNA mithilfe des peqGold Plasmid Miniprep Kit I (PEQLAB Biotechnologie, Erlangen) nach Herstellerangaben isoliert und zur Sequenzierung verwendet. Für Maxi-Präparationen einer größeren Menge an reiner Plasmid-DNA wurden 2 ml der transformierten Bakteriensuspension einer Übertagkultur in 100 ml Antibiotikum-haltigen LB-Medium angeimpft und über Nacht bei 37 °C unter Schütteln inkubiert. Anschließend wurde die Bakterienkultur in Zentrifugen-Gefäße überführt und für 15 min bei 6000 g (Erdbeschleunigung) zentrifugiert. Entsprechend den Herstellerangaben des QIAGEN Plasmid Maxi Kits (Qiagen, Hilden) erfolgte die Isolation der Plasmid-DNA. Die mit H2O eluierte DNA wurde nach Konzentrationsbestimmung auf 1 µg/µl verdünnt, aliquotiert und bei -20 °C gelagert.
	Die Sequenzierung der Plasmid-DNA erfolgte durch SEQLAB Sequence Laboratories (Göttingen). Mithilfe der Sequenzierung wurden alle in dieser Arbeit eingefügten Punktmutationen bestätigt. Für den Ansatz der Sequenzierreaktion wurden 700 ng Plasmid-DNA mit 20 pmol des entsprechenden Sequenzierprimers gemischt und mit H2O auf ein Gesamtvolumen von 7 µl gebracht.
	Die photometrische Konzentrationsbestimmung der DNA wurde mithilfe des Photometers BioPhotometer Plus (Eppendorf) vorgenommen. Die Messungen erfolgten mit einer 70 µl-UV-Küvette (Brand, Wertheim) bei einer Wellenlänge von 260 nm und die Konzentration wurde mit folgender Formel bestimmt:
	DNA-Konzentration [μg/ml] = A260 x 50 x Verdünnungsfaktor
	Verunreinigungen der Proben konnten durch die Messung der Absorption bei einer Wellenlänge von 280 nm und Bildung des Quotienten A260/A280 ausgeschlossen oder nachgewiesen werden. Eine nicht kontaminierte DNA-Lösung hatte einen Wert von ~ 1,8.
	In dieser Arbeit wurde das Transfektionsreagenz MegaTran 1.0 (Origene, Rockville, USA) für den Transfer von Plasmid-DNA in die humanen Zelllinien verwendet. Bei Transfektionen in 6-Lochplatten wurde je Loch 1,6 μg Plasmid-DNA, bei 48-Lochplatten je Loch 0,25 μg DNA und bei 8-Kammer-Objektträgern je Kammer 0,1 μg DNA eingesetzt. Pro 1 μg DNA wurden 100 μL einer 150 mM NaCl-Lösung zu der Plasmid-DNA hinzugegeben und mit der dreifachen Konzentration an MegaTran, im Verhältnis zur DNA, komplementiert. Der Ansatz wurde für 10 sec gevortext und anschließend für 10 min bei RT inkubiert. Nach Inkubation wurde der Ansatz direkt auf die Zellen gegeben und 16 bis 24 h nach erfolgter Transfektion konnten die STAT1-exprimierenden Zellen analysiert und weiterverwendet werden.
	Falls nicht anders angegeben, wurde für die Stimulation der Zellen 5 ng/ml humanes, rekombinantes IFN (Biomol, Hamburg) und für die Kinase-Inhibition 500 nM Staurosporin (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) eingesetzt. Die Hemmung der Tyrosin-Phosphatasen erfolgte durch die Behandlung der Zellen mit einer Kombination aus 0,8 mM Natriumorthovanadat (Sigma-Aldrich) und 0,2 mM H2O2. Die Herstellung einer wässrigen Natriumorthovanadat-Stammlösung fand dabei nach den Angaben von Kypta et al. (1988) statt und wurde auf einen pH-Wert von 10 eingestellt. Die Leptomycin-B-Behandlung (LMB) (LC Laboratories, Woburn, USA) erfolgte mit einer Konzentration von 10 ng/ml.
	Die Herstellung von Gesamtzellextrakten wurde für Western-Blot-Analysen, In-vitro-Dephosphorylierungsversuche und EMSA-Experimente benötigt. Die auf 6-Lochplatten kultivierten HeLa- oder U3A-Zellen wurden 16-24 h nach Transfektion wie jeweils angegeben stimuliert, mit PBS gewaschen und anschließend je Loch für 5 min mit zytoplasmatischem Extraktionspuffer (20 mM HEPES, 10 mM KCl, 10 % (v/v) Glycerin, 1 mM EDTA, 0,1 mM Na3VO4, pH 7,4) auf Eis lysiert. Die weitere Aufarbeitung der Zellen fand auf Eis statt. Unmittelbar vor dem Gebrauch des eiskalten Puffers wurden Complete-Mini-Protease-Inhibitoren, 3 mM Dithiothreitol (DTT, AppliChem, Darmstadt) 0,4 mM Pefabloc (Carl Roth) und 0,1 % IGEPAL-CA-360 (Sigma-Aldrich) zugesetzt. Nach der 5-minütigen Inkubation wurden die lysierten Zellen mit einem Zellschaber gelöst, die Lysate zur Weiterbehandlung in 1,5 ml Reaktionsgefäße überführt und für 15 sec bei 16.000 g und 4 °C zentrifugiert. Die Überstände wurden in neue Reaktionsgefäße pipettiert, für weitere 5 min bei 16.000 g und 4 °C zentrifugiert und 40 μl des entstandenen zytosolischen Extraktes in weitere Reaktionsgefäße überführt und zur Weiterverarbeitung auf Eis gehalten.
	Das nach dem ersten Zentrifugationsschritt entstandene Zellpellet wurde mit je 50 μl nukleärem Extraktionspuffer (20 mM HEPES, 420 mM KCl, 20 % (v/v) Glycerin, 1 mM EDTA, 0,1 mM Na3VO4, pH 7,4) resuspendiert und 30 min auf Eis inkubiert. Auch der nukleäre Extraktionspuffer wurde kurz vor der Verwendung mit Complete-Mini-Protease-Inhibitoren, 3 mM DTT und 0,4 mM Pefabloc komplementiert. Nach der 30-minütigen Inkubation folgte eine Zentrifugation bei 16.000 g und 4 °C für 15 min. Die entstandenen nukleären Zellextrakte wurden 1:1 mit den zytoplasmatischen Extrakten zu Gesamtzellextrakten vereint.
	Die Gesamtzellextrakte wurden für Western-Blot-Analysen mit 6x SDS-Probenpuffer (350 mM Tris-HCl, 30 % Glycerin, 10 % -Mercaptoethanol, 8 % SDS, 0,04 % Bromphenolblau, pH 6,8) versetzt, für 3 min bei 95 °C denaturiert und die Proben bei -20 °C gelagert. Für EMSA und Dephosphorylierungs-Assays wurden die Gesamtzell-extrakte ohne Zugabe von Probenpuffer bei -80 °C aufbewahrt.
	Mithilfe der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese erfolgte die Auftrennung von STAT1-Proteinen aus den Gesamtzellextrakten. Die Detektion der Proteine sowie das Ausmaß der Tyrosin-Phosphorylierung von STAT1 wurden im nachfolgenden Western-Blot-Verfahren durchgeführt und untersucht. Die für die Gelelektrophorese verwendeten Polyacrylamidgele bestanden aus einem Trenn- und einem Sammelgel. Für das Trenngel wurde 10 % (v/v) Rotiphorese Gel 30 (Acrylamid/Bisacrylamid 37, 5:1, Carl Roth) mit 4x Trenngelpuffer (1,5 M Tris-HCl, 0,4 % SDS, pH 8,8) verdünnt und kurz vor dem Gießen 0,03 % APS (Ammoniumperoxodisulfat, Carl Roth) sowie 0,16 % TEMED (N,N,N',N',-Tetramethylethylendiamin, Carl Roth) zugegeben. Bis zur vollständigen Polymerisation wurde das Trenngel mit Isopropanol bedeckt. Anschließend wurde das Sammelgel, bestehend aus 5 % Rotiphorese Gel 30, 4x Sammelgelpuffer (0,5 M Tris-HCl, 0,4 % SDS, pH 6,8), 0,06 % APS und 0,2 % TEMED, direkt auf das polymerisierte Trenngel gegossen. Zur Konstruktion der Geltaschen wurde ein Plastikkamm zwischen die zwei Glasplatten in das Sammelgel eingesetzt.
	Die bei -20 °C gelagerten Gesamtzellextrakte wurden erneut für 3 min bei 95 °C erhitzt und anschließend 10-20 µl der Extrakte je Geltasche aufgetragen. Die Gelelektrophorese erfolgte in SDS-Laufpuffer (25 mM Tris-Base, 192 mM Glycin, 0,1 % SDS, pH 8,6) bei einer konstanten Spannung von 11 mA pro Gel in einem vertikalen Elektrophorese System (Minigel-Twin, Biometra, Göttingen).
	Der anschließende 90-minütige Transfer der elektrophoretisch aufgetrennten STAT1-Proteine auf Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membranen (Milipore, Schwalbach/Ts) erfolgte bei 80 mA pro Gel nach der Semi-Dry-Methode in der Transfer-Apparatur Fastblot B44 von Biometra (Göttingen). Die hydrophobe PVDF-Membran wurde für 5 min in Methanol (Carl Roth) aktiviert, anschließend zweimal für je 15 min in Transferpuffer (25 mM Tris-Base, 150 mM Glycin, 10 % Methanol, pH 8,0) auf dem Schüttler inkubiert und für 1 h mit 4 % BSA in TBS-T unter Schütteln bei RT blockiert, um freie unspezifische Bindungsstellen der Membran abzusättigen. Die Inkubation der Membran mit dem Primärantikörper erfolgte bei 4 °C auf dem Schüttler über Nacht. Am nächsten Tag wurde die Membran fünfmal für je 5 min in TBS-T gewaschen und im Anschluss für 1 h unter Schütteln bei RT mit dem IRDye-gekoppelten Sekundärantikörper inkubiert. Nach der Inkubation erfolgten weitere fünf Waschprozeduren für je 5 min in TBS-T und zuletzt in TBS. Mithilfe des LI-COR Odyssey Sa Imaging Systems (Biosciences, Bad Homburg) wurden die Proteine auf der Membran detektiert. Zur Bestimmung des STAT1-Expressionsniveaus wurden die in der ersten Reaktion gebundenen Antikörper für 60 min bei 60 °C in Ablösepuffer (2 % SDS, 0,7 % ß-Mercaptoethanol, 62,5 mM Tris-HCL, pH 6,8) im Wasserbad entfernt. Nach viermaligem Waschen der Blot-Membran in TBS-T für je 15 min wurde die Membran ein weiteres Mal für 1 h mit 4 % BSA in TBS-T blockiert. Die Blot-Membran konnte erneut mit einem STAT1-spezifischen polyklonalen Primärantikörper, wie auch mit einem Sekundärantikörper, inkubiert und die STAT1-Proteine detektiert werden.
	Die In-vitro-Dephosphorylierungsreaktion erfolgte bei einer Inkubationszeit von 30 min und 30 °C mit 10 µl entsprechend vorbehandelter U3A-Gesamtzellextrakte und der gleichen Menge an Dephosphorylierungspuffer. Dieser setzte sich aus 25 mM Tris-HCl, 50 mM KCl, 5 mM EDTA, 0,5 mg/ml BSA bei einem pH von 7,5 zusammen und wurde kurz vor seiner Verwendung mit 4 mM DTT, Complete-Mini-Protease-Inhibitoren und 2 U TC45 Phosphatase komplementiert. Die Reaktionsansätze enthielten keine DNA oder doppelsträngige, zuvor hybridisierte Oligonukleotid-Sonden (2xGAS oder GAS-nonGAS) in einer Endkonzentration von 25 nM. Durch Zugabe von 6x SDS-Probenpuffer und einer dreiminütigen Erhitzung auf 95 °C wurde die Reaktion gestoppt. Die Menge an nach abgeschlossener Reaktion noch vorliegender Tyrosin-Phosphorylierung und Gesamt-STAT1 je Probe wurde mittels Polyacrylamid-Gelelektrophorese mit anschließendem Western Blot analysiert.
	Mithilfe Elektrophoretischer Mobilitäts-Shift-Assays (EMSA) wurde die spezifische DNA-Bindungsaktivität von STAT1 nachgewiesen (Begitt et al. 2000). Dazu wurden radioaktiv markierte, doppelsträngige Oligonukleotid-Sonden mit kanonischen oder degenerierten GAS-Bindestellen zusammen mit Gesamtzellextrakten aus IFN-stimulierten, transient mit den entsprechenden STAT1-Derivaten transfizierten HeLa- oder U3A-Zellen inkubiert.
	Die folgenden sechs verschiedenen Oligonukleotid-Sonden wurden eingesetzt (ohne Abbildung des komplementären Oligonukleotid-Strangs und des Poly-dT-Überhangs, GAS-Stellen unterstrichen):
	M67: 5´-CGACATTTCCCGTAAATCTG-´3,
	2xGAS: 5´-CGTTTCCCCGAAATTGACGGATTTCCCCGAAAC-´3,
	GAS-nonGAS: 5´-CGTTTCCCCGAAATTGACGGATTTACCCCAAC-´3,
	2xnonGAS: 5´-CGTTTACCCCAAATTGACGGATTTACCCCAAC-´3,
	CCL2 native: 5´-CTGCTTCCCTTTCCTACTTCCTGGAAATCCA-´3 und
	CCL2 mutant: 5´-CTGCTTCCCTTTCCTACTAGCTGGAAATCCA-´3.
	Die Herstellung der Sonden umfasste als ersten Schritt die Hybridisierung. Dazu wurden je 50 pmol/ml komplementäre Oligonukleotide in Oligo-Puffer (10 mM MgCl2, 50 mM KCl, 20 mM Tris-HCl, pH 7,5) aufgenommen, 5 min bei 95 °C erhitzt und anschließend langsam bis auf RT abgekühlt. Bis zur Verwendung der hybridisierten Oligonukleotide wurden diese bei -20 °C gelagert.
	Als weiterer Schritt erfolgte die radioaktive Markierung der DNA-Sonden durch Auffüllen der nicht-komplementären, 5´-überhängenden Enden der hybridisierten Oligonukleotide mit radioaktiven [33P]-Nukleotiden in einer durch Klenow-Polymerase katalysierten Reaktion. Dazu wurde ein Ansatz aus 0,1 ng doppelsträngiger Oligonukleotide und 6 µl des [33P]-markierten Desoxythymidintriphosphat (dTTP) mit 5 U des Klenow-Fragments in 5 µl 10x Eco-Pol-Puffer (New England, Biolabs, Frankfurt am Main) für 25 min bei RT inkubiert. Das Klenow-Fragment der E.coli DNA-Polymerase I verfügt über 5´-3´-Polymerase- und 3´-5´-Exonukleaseaktivität, nicht aber über 5´-3´-Exonukleaseaktivität. 1 µl einer nicht-radioaktiven dATP-Lösung (6,5 mM dATP) wurde anschließend zugegeben und für weitere 5 min bei RT inkubiert. Nach der Inkubation wurde die Markierungsreaktion durch Zugabe von 1 µl einer 0,5 M EDTA-Lösung gestoppt und freie Nukleotide von der markierten DNA-Sonde durch 3-minütige Zentrifugation über Illustra MicroSpin G-25-Säulen (GE Healthcare, München) bei 700 g und RT chromatographisch entfernt.
	Jede Shift- bzw. STAT1-DNA-Bindungsreaktion enthielt 0,2 µl radioaktiv markierte DNA-Sonde, 0,5 µl des synthetischen Copolymers Poly(dIdC) zusammengesetzt aus alternierenden Inosin-Cytosin-Nukleotiden (2 mg/ml), 1,3 µl DTT (100 mM), 4 µl H2O und 2,5 µl 5x Shift-Puffer (100 mM HEPES, pH 7,9, 20 % Ficoll, 5 mM MgCl2, 200 mM KCl, 0,5 mM Ethylenglycol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N',N'-tetraessigsäure (EGTA), 2,5 mM EDTA) mit 4,5 µl Gesamtzellextrakt. Bei geringeren Extraktmengen wurden die Proben mit 1x PBS oder mit Gesamtzellextrakten von untransfizierten Zellen aufgefüllt, so dass immer ein Gesamtvolumen von 13 µl vorlag, und anschließend für 15 min bei RT inkubiert. Je nach Versuch wurden Kompetitionen mit nicht-radioaktiv markierter M67-DNA durchgeführt. Dazu wurden unmarkierte Oligonukleotide in 750-fachen molaren Überschuss zu dem jeweiligen Ansatz dazugegeben und für die angegebenen Zeiten auf Eis inkubiert (Meyer und Vinkemeier 2010). Durch Supershift-Reaktionen mit je 20 ng polyklonalem Anti-STAT1 (C-24) oder alternativ zur Kontrolle Anti-STAT3 (H-190) Antikörper konnte die Identifikation der DNA-gebundenen STAT1-Proteine verifiziert werden.
	Die gebildeten Protein-DNA-Komplexe wurden in einem nativen, präequilibrierten4,8%-igen TBE (Tris-Borsäure-EDTA)-Polyacrylamidgel bei 400 V und 4 °C mit 0,25x TBE-Laufpuffer über 2,5 h elektrophoretisch aufgetrennt. Für die Herstellung von zwei Gelen wurden 12 ml Rotiphorese Gel 40, bestehend aus Acrylamid und Bisacrylamid im Verhältnis 29:1, mit 4,8 ml 5x TBE und 82 ml H2O vermischt und durch Zugabe von 2 ml 10 % APS und 100 µl TEMED die Polymerisation gestartet. Im Anschluss an die elektrophoretische Auftrennung wurde das Gel bei 80 °C auf Whatman-Papier (Albet Lab Science, Dassel) vakuumgetrocknet, über Nacht auf eine Phospho-Imager-Folie bei RT exponiert und anschließend mittels Fujifilm FLA-5100 Scanner (Fuji, Düsseldorf) eingescannt. Mithilfe des Auslese-Programms TINA v. 2.0 (Raytest, Straubenhardt) wurden die Imager-Platten ausgelesen und mit den Software-Programmen Aida Image Analyzer v. 4.06 (Raytest) und Corel Draw (Corel, Corel Cooperation, Unterschleißheim) bearbeitet.
	Diese Methode wurde zum Nachweis von DNA-Protein-Wechselwirkungen, insbesondere unspezifischer DNA-Bindung, angewandt. Für die Bindung von STAT1-Proteinen wurden mit Biotin markierte Oligonukleotide, die zuvor an Streptavidin-Agarose gekoppelt wurden, als Sonden eingesetzt. Die doppelsträngigen Oligonukleotide (0,5 ml, 25 pmol/l) wiesen entweder zwei Konsensus-GAS-Stellen (2xGAS) oder eine mutierte Sequenz ohne GAS-Bindestellen (2xnonGAS) auf. Die zwei verschiedenen Sonden wurden jeweils für 1 h bei 4 °C an 0,5 ml gepackte Streptavidin-Agarose (Sigma-Aldrich) gekoppelt.
	Konfluente U3A-Zellen von einer 10-cm-Petri-Schale, die rekombinante STAT1-Proteine exprimierten, wurden entweder unbehandelt belassen oder für 30 min mit IFN und weitere 15 min mit Vanadat/H2O2 stimuliert. In einem nächsten Schritt wurden die Zellen durch Zugabe von 400 l Extraktionspuffer wie oben beschrieben lysiert. Nach einer Präinkubation mit ungebundener Streptavidin-Agarose wurden 320 l des Überstandes der jeweiligen Zellextrakte mit 50 l der DNA-gebundenen Streptavidin-Agarose (gepacktes Volumen) für 2 h bei 4 °C in einem Rotor inkubiert. Anschließend wurden die Agarose-Kügelchen mit 400 µl zytoplasmatischem Extraktionspuffer gewaschen, bevor die gebundenen Proteine durch Erhitzen mit SDS-Probenpuffer denaturiert wurden. Mithilfe des Western Blottings erfolgte die Detektion des DNA-gebundenen STAT1.
	Die transkriptionelle Aktivität von STAT1-WT und den STAT1-Mutanten wurde anhand von verschiedenen Reportergen-Assays analysiert. Zur Bestimmung der Genaktivierung wurde unter anderem ein IFN-sensitives Luciferase-kodierendes Reportergenkonstrukt des Ly6E-Gens eingesetzt, welches eine dreifache STAT1-Bindestelle in seiner Promotorregion (bezeichnet als 3xLy6E) (Wen et al. 1995) aufweist. Das nach Aktivierung des Promotors durch Phospho-STAT1 gebildete Enzym Luciferase katalysiert die Umsetzung von-Luciferin zu Oxyluciferin. Mithilfe dieser enzymatischen Reaktion ließ sich die emittierte Anzahl von Lichtquanten bestimmen, welche proportional zur gebildeten Luciferasemenge war. Zur Normierung der Transfektionseffizienz wurde zusätzlich ein konstitutiv exprimierter ß-Galaktosidase-Reporter in die Zellen kotransfiziert und die ß-Galaktosidaseaktivität der gleichen Extrakte spektrophotometrisch gemessen.
	U3A-Zellen wurden in 48-Lochplatten kultiviert und je Loch mit den folgenden drei verschiedenen DNA-Konstrukten transfiziert: 250 ng des entsprechenden STAT1-kodierenden Expressionsplasmids, 200 ng des ß-Galaktosidase-Reporters und 70 ng des 3xLy6E-Plasmids. 24 h nach der Transfektion wurden die Zellen entweder unbehandelt belassen oder für 6 h mit 5 ng/ml IFN in Vollmedium stimuliert. Im Anschluss an die Stimulation wurde das Medium abgenommen und die Zellen einmal mit PBS gewaschen, bevor sie je Loch mit 100 µl des Triton-Glycylglycin-Lysepuffers (25 mM Glycylglycin, 1 % Triton X-100, 15 mM MgSO4, 4 mM EGTA, pH 7,8) für 15 min bei RT inkubiert wurden. Unmittelbar vor der Zelllyse wurde der bei 4 °C gelagerte Puffer mit 3 mM DTT, 0,4 mM Pefabloc und Complete-Mini-Protease-Inhibitoren vervollständigt. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Lysate in 1,5 ml Reaktionsgefäße überführt und nach 15-minütiger Zentrifugation bei 13.000 rpm und 4 °C wurden 20 µl des Überstands in eine weiße 96-Lochplatte (Nunc, Roskilde, Dänemark) pipettiert. Durch Zugabe von 50 µl Substratlösung des Luciferase-Assay-Systems (Promega, Mannheim) mithilfe des Luminometers Centro XS3 LB 960 (Berthold Technologies, Bad Wildbad) wurde die Luciferase-Aktivität gemessen und anschließend die Ergebnisse mit dem Software-Programm MikroWin, Version 4.41, ausgewertet.
	Zur Quantifizierung der Transfektionseffizienz mittels der ß-Galaktosidaseaktivität wurden 20 µl des Lysats mit 280 µl einer Substratlösung versetzt. Diese enthielt 211 µl Natriumphosphat-Puffer (100 mM, pH 7,2), 66 µl ortho-Nitrophenyl-ß-D-Galactopyranosid (ONPG, 4 mg/ml in 10 mM Natriumphosphat-Puffer) und 3 µl einer 100x Magnesium-Lösung (100 mM MgCl2, 4,5 mM ß-Mercaptoethanol). Nach ca. 20 min wurde die enzymatische Farbreaktion beobachtet und daraufhin durch Zugabe von 500 µl einer 0,5 M Natriumcarbonat-Lösung (Na2CO3) gestoppt. Die ß-Galaktosidaseaktivität wurde photometrisch bei einer Wellenlänge von 420 nm durch Messen des Reaktionsproduktes der ONPG-Umsetzung mit dem Lesegerät Infinite 200 PRO (Tecan, Männedorf, Schweiz) bestimmt. Pro STAT1-Konstrukt und Stimulationszeitraum wurden jeweils sechs Messungen durchgeführt. Zur Normierung wurde der Quotient aus Luciferase-Aktivität und ß-Galaktosidase-Expression gebildet und Standardabweichungen und Mittelwerte mit den Software-Programmen Excel (Microsoft Deutschland, Unterschleißheim) und SigmaStat (Systat Software, Erkrath) berechnet.
	Mithilfe der Fluoreszenzmikroskopie konnte die Kinetik IFN-indizierter Kernakkumulation von Phospho-STAT1-WT-GFP und Phospho-STAT1-GFP-Derivaten beurteilt werden. Hierzu wurden HeLa-Zellen auf 8-Kammer-Objektträger (Lab-Tek Chamber Slides, Thermo Fisher Scientific, Langenselbold) kultiviert und mit dem Vektor pEGFP-N1-STAT1 bzw. einem seiner Derivate transfiziert. 16-24 h nach der Transfektion wurden die STAT1-GFP exprimierenden Zellen, wie jeweils angegeben, mit 5 ng/ml IFN stimuliert und nachfolgend für unterschiedliche Zeiten mit 500 nM Staurosporin behandelt. Im Anschluss erfolgte die Fixierung der Zellen mit 4 % Formaldehyd (Sigma-Aldrich) in PBS für 15 min bei RT. Es folgten zwei Waschschritte mit PBS und einer mit destilliertem H2O, bevor die Zellkerne mit 5 µg/ml Hoechst 33258 (Sigma-Aldrich) in PBS für 10 min bei RT unter Schütteln gefärbt wurden. Nach erneutem Waschen mit PBS und H2O wurden die Zellen mit Fluoromount-G-Eindeckmedium (Southern Biotech, Birmingham, USA) eingedeckt sowie lichtgeschützt und gekühlt bei 4 °C aufbewahrt.
	Die Detektion der Kernakkumulation von unmarkierten STAT1-Proteinen wurde mittels Immunzytochemie durchgeführt. Die adhärenten U3A-Zellen wurden wie auch für die Fluoreszenzmikroskopie auf 8-Kammer-Objektträgern kultiviert und mit 5 ng/ml IFN für 45 min stimuliert oder unbehandelt gelassen. Anschließend wurden die mit IFN stimulierten Zellen in Anwesenheit von 500 nM Staurosporin für 0, 30 oder 60 min inkubiert und nachfolgend für 20 min bei -20 °C mit Methanol fixiert. Nach zweimaligem Waschen mit PBS erfolgte die 20-minütige Permeabilisation der Zellen mit 1,0 % Triton X-100 in PBS. Danach wurden die Zellen wiederholt mit PBS gewaschen und zur Absättigung unspezifischer Bindungsstellen für 45 min mit 25 % FCS in PBS bei RT behandelt. Im Anschluss erfolgte eine 45-minütige Inkubation mit dem Erstantikörper Anti-STAT1 C-24 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) in einer 1:1000-Verdünnung mit 25 % FCS in PBS bei RT unter Schütteln, gefolgt von einem dreifachen Waschschritt mit PBS. Nach erneuter 45-minütiger Inkubation mit dem Cy3-gekoppelten Zweitantikörper Anti-Kaninchen-IgG aus Ziege (Dianova) in 500-facher Verdünnung (25 % FCS in PBS) bei RT unter Schütteln wurden die Präparate dreimal mit PBS gewaschen, die Zellkerne mit Hoechst 33258 gefärbt und anschließend mit Fluoromount-G-Eindeckmedium eingedeckt.
	Die Analyse der fluoreszenzmikroskopischen und immunzytochemischen Verfahren erfolgte mithilfe des Mikroskops Axiovert 200M (Carl Zeiss Lichtmikroskopie, Göttingen) und die Aufnahmen wurden mit einer CCD-Kamera (Intas, Science Imaging Instrucments, Göttingen) unter der Verwendung verschiedener Fluoreszenzfilter angefertigt. Fluoreszenzsignale von GFP-markierten Fusionsproteine wurden bei einer Wellenlänge von 480 nm, Cy3-gekoppelte Antikörper bei 550 nm und Hoechst-gefärbten Zellkernen bei 280 nm aufgenommen und mittels der Software-Programme Image-Pro MDA 5.1 (Media Cybernetics, Bethesda, USA) und Corel Draw bearbeitet. Für jede Stichprobe wurden die Fluoreszenzintensitäten im Zytoplasma und Kern getrennt bestimmt und Mittelwerte sowie Standardabweichungen für das Zytoplasma-Kern-Verhältnis berechnet und in Histogrammen dargestellt.
	Die nukleäre Exportrate der STAT1-Mutanten konnte mit Digitonin-behandelten Zellen beurteilt werden (Adam et al. 1990). Wie schon in der Fluoreszenzmikroskopie und Immunzytochemie wurden auch für dieses Experiment HeLa- und U3A-Zellen auf 8-Kammer-Objektträger kultiviert und mit dem pSTAT1-GFP-Expressionsplasmid, im Fall der HeLa-Zellen bzw. mit dem pSTAT1-Expressionsplasmid im Fall der U3A-Zellen, transfiziert. Um die Kernakkumulation von rekombinantem STAT1 zu initiieren, erfolgte 16-24 h nach der Transfektion eine 45-minütige Stimulation der Zellen mit IFN. Anschließend wurden die Zellen unbehandelt gelassen oder in Anwesenheit von 50 µg/ml Digitonin (Sigma-Aldrich) in Transportpuffer (0,2 % Triton X-100, 10 mM KCl, 1,5 mM MgCl2, 10 mM HEPES, pH 7,4; 1 mM DTT und Complete-Mini-Protease-Inhibitoren wurden unmittelbar vor Versuchsbeginn dazugegeben) für 6 min auf Eis permeabilisiert. Nach Beendigung der sechsminütigen Inkubation wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen, 15 min mit 4 %-Formaldehyd in PBS bei RT fixiert und einer Hoechst-Färbung unterworfen. Die Anwesenheit von STAT1-GFP im Zellkern der HeLa-Zellen wurde mittels direkter Fluoreszenzmikroskopie ermittelt, während die Lokalisation von unmarkiertem STAT1 mittels Immunzytochemie detektiert wurde.
	Für die Extraktion von mRNA wurden U3A-Zellen auf 6-Lochplatten kultiviert und mit den pcDNA3.1-Konstrukten transfiziert. Nach 24 h erfolgte die Kultivierung der Zellen in DMEM supplementiert mit 1 % FCS und 1 % Penicillin/Streptomycin. Am folgenden Tag wurden die Zellen für 6 h mit 5 ng/ml IFN stimuliert oder unbehandelt belassen. Die Isolation der RNA erfolgte anschließend mithilfe des peqGold Total RNA Kits (PEQLAB Biotechnologie, Erlangen) nach Herstellerangaben. Zur Elution der RNA wurde 50 µl RNase-freies Wasser verwendet. Die fertigen Proben wurden entweder direkt zur cDNA-Synthese weiterverarbeitet oder bei -80 °C gelagert.
	Mithilfe des Verso cDNA Kits (Thermo Fisher Scientific, Dreieich) wurde aus der isolierten mRNA die komplementäre DNA (cDNA) durch reverse Transkription hergestellt. Nach Herstellerangaben wurden pro 20 l Ansatz 8 l RNA eingesetzt. Der erste Zyklus der reversen Transkription umfasste eine 30-minütige cDNA-Synthese bei 42 °C, während die Proben in dem zweiten Zyklus für 2 min auf 95 °C erhitzt wurden. Die fertige cDNA wurde bei -20 °C gelagert.
	Die Genexpression der Punktmutanten des STAT1-Moleküls und des STAT1-WT wurde anhand der Real-time PCR analysiert. Der Reaktionsansatz von 20 l beinhaltete 25 ng cDNA, 70 nmol/l des jeweils spezifischen Primer-Paares und 10 l des Absolute Blue QPCR SYBR Green Mix (Thermo Fisher Scientific). Hierzu wurden die folgenden komplementären Primer von der Firma Sigma-Aldrich verwendet:
	hGAPDH F: 5´-GAA GGT GAA GGT CGG AGT C-´3,
	hGAPDH R: 5´-GAA GAT GGT GAT GGG ATT TC-´3,
	hGBP1 F: 5´-GGT CCA GTT GCT GAA AGA GC-´3,
	hGBP1 R: 5´-TGA CAG GAA GGC TCT GGT CT-´3,
	hIRF1 F: 5´-AGC TCA GCT GTG CGA GTG TA-´3,
	hIRF1 R: 5´-TAG CTG CTG TGG TCA TCA GG-´3,
	hSTAT1 F: 5´-CCG TTT TCA TGA CCT CCT GT-´3,
	hSTAT1 R: 5´-TGA ATA TTC CCC GAC TGA GC-´3,
	hCCL2 F: 5´-CCA GTC ACC TGC TGT TAT AAC-´3,
	hCCL2 R: 5´-TGG AAT CCT GAA CCC ACT TCT-´3,
	hMIG1 F: 5´-CCA CCG AGA TCC TTA TCG AA-´3,
	hMIG1 R: 5´-CTA ACC GAC TTG GCT GCT TC-´3.
	Die Reaktion erfolgte im Eppendorf-Cycler nach folgendem PCR-Protokoll: ein Denaturierungsschritt bei 95 °C für 15 min gefolgt von 40 repetitiven Zyklen einer Denaturierung bei 95°C für 15 sek, einer Primerhybridisierung bei 55 °C für 30 sek und einer Polymerisation bei 72 °C für 30 sek. Nach dem letzten Amplifikationsschritt erfolgte eine Schmelzkurvenanalyse zur Bestimmung der Fragmentlängen und damit der Spezifität der PCR-Produkte. Dabei wurde die DNA durch kontinuierlich langsame Erhöhung der Temperatur in 0,5 °C Schritten von 60 °C auf 95 °C aufgeschmolzen und eine Änderung der Fluoreszenz während jeder Temperaturerhöhung für 10 sek registriert. In allen Reaktionen wurden mindestens Dreifachbestimmungen pro Ansatz durchgeführt. Die relative Genexpression eines Transkripts wurde anhand der Genexpression von Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) normiert und je Ansatz bestimmt. Mithilfe der Formel 2-(∆∆Ct Ziel - ∆Ct Referenzprobe) der ∆∆Ct-Methode wurde das relative Expressionsniveau miteinander verglichen. Zur Untersuchung der Genexpression wurden literaturbekannte Zielgene von STAT1 verwendet.
	Mithilfe des Software-Programms PyMol von DeLano Scientific, San Francisco, USA, in der Version v.0.99 und der in der Protein-Data-Bank (PDB) niedergelegten Strukturdaten ließ sich das an DNA-gebundene STAT1-Protein mit seinen funktionell wichtigen Aminosäureresten graphisch darstellen.
	Die Mittelwerte und Standardabweichungen der Ergebnisse wurden von mindestens drei unterschiedlichen Versuchen für jede Variante der STAT1-Proteine und dem jeweiligen Stimulationszeitpunkt berechnet. Unterschiede der STAT1-Bindungsaktivität, der Genexpression und der nukleozytoplasmatischen Lokalisation zwischen den STAT1-Varianten wurden mithilfe des Student-t-Tests bzw. des Wilcoxon-Mann-Whitney-Tests ermittelt. Die Auswertung der Reportergen-Assay-Ergebnisse wurde durch ANOVA mit dem Tukey´s Post-hoc-Test durchgeführt. Die Auswertung aller Daten erfolgte mithilfe der Software-Programme Microsoft Excel und SigmaPlot. In allen Tests wurde ein p-Wert ≤ 0,05 als statistisch signifikant betrachtet.
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	Ziel dieser Arbeit war es, Punktmutanten in unterschiedlichen Domänen, wie der DNA-Bindedomäne und der Linker-Domäne, des STAT1-Moleküls zu generieren und diese hinsichtlich ihres Phänotyps zu charakterisieren. Besonderes Interesse lag darin, Erkenntnisse über die bisher wenig bekannten molekularen Mechanismen, wie die Assoziation zur DNA und der Erkennung der GAS-Sequenz, von STAT1 zu erlangen. Zunächst konnten anhand von Sequenzanalysen der humanen STAT-Familie konservierte Aminosäurereste identifiziert und unter Hinzunahme der Kristallstruktur ihre Position und Ausrichtung im STAT1-Protein beschrieben werden.
	Im Bereich der DNA-Bindedomäne liegen zahlreiche Sequenzhomologien vor, wie man einem Ausschnitt der Abb. 3 entnehmen kann. Anhand des tabellarisch aufgeführten Ausschnitts ist ein Sequenzvergleich der humanen STAT-Proteine im Bereich der DNA-Bindedomäne gezeigt, in dem ein Lysinrest in Position 350 identifiziert werden konnte.
	/
	Abb. 3: Domänenstruktur des STAT1 und Sequenzhomologie von K350. Oben in der Abbildung ist die Domänenstruktur des STAT1-Proteins mit der hier charakterisierten Position K350 in der DNA-Bindedomäne markiert. Darunter ein Ausschnitt des Sequenzvergleichs der humanen STAT-Proteine im Bereich der DNA-Bindedomäne mit den ausschließlich positiv geladenen Aminosäuren an der von STAT1 homologen Position K350 in den Mitgliedern STAT2, STAT3 und STAT4 dieser Proteinfamilie.
	Der Sequenzvergleich zeigt, dass der Lysinrest im STAT1, STAT3 und STAT4 der humanen STAT-Familie an homologer Position konserviert vorliegt. Dagegen weisen STAT5a, STAT5b und STAT6 an gleicher Stelle einen Glycinrest auf, während im STAT2 ein Argininrest vorzufinden ist. Demnach befinden sich an Position 350 der DNA-Bindedomäne bei STAT1-STAT4 ausschließlich positiv geladene Aminosäurereste. Mithilfe von sequenzspezifischer Mutagenese wurde die Aminosäure Lysin in Position 350 des STAT1-Moleküls durch Alanin substituiert und die entstandene Punktmutante im Weiteren charakterisiert.
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	Abb. 4: Kristallstruktur des DNA-gebundenen STAT1-Dimers bzw. -Monomers mit Lokalisation eines konservierten Lysinrestes in der DNA-Bindedomäne von STAT1. In Abb. 4 A ist die Kristallstruktur als Oberflächendarstellung eines an die DNA-Doppelhelix gebundenen STAT1-Dimers dargestellt. Dabei ist der Lysinrest an Position 350 in Grün hervorgehoben. Daneben ist in Abb. 4 B ein STAT1-Dimer in topographischem Bezug zur DNA abgebildet. Zu sehen ist eine Ribbon-Darstellung des STAT1-Dimers mit den vier Domänen des Kernfragments eines jeden STAT1-Monomers und der axial gelegenen DNA-Doppelhelix. Die Coiled-coil-Domäne (CCD) ist in Grün, die DNA-Bindedomäne (DBD) in Lachs, die Linker-Domäne (LD) in Hellblau und die SH2-Domäne in Gelb gekennzeichnet. Die Position der Punktmutante ist in Violett hervorgehoben. In Abb. 4 C ist ein STAT1-Protomer mit gebundener DNA und in Magenta hervorgehobenem Aminosäurerest K350 dargestellt.
	Die Stimulation mit IFN initiiert den JAK-STAT-Signaltransduktionsweg, indem es die Phosphorylierung von Tyrosin an Position 701 von STAT1 und anschließend den nukleären Import des dimerisierten Transkriptionsfaktors bewirkt. Um das Ausmaß der Tyrosin-Phosphorylierung der STAT1-Mutante K350A im Vergleich zum STAT1-WT zu überprüfen, wurden Western-Blot-Experimente durchgeführt. STAT1-GFP-kodierende Plasmide wurden entsprechend mutiert und das rekombinante Protein nach Transfektion in humane HeLa-Zellen exprimiert. Die Stimulation dieser transient mit pSTAT1-WT-GFP bzw. pSTAT1-K350A-GFP transfizierten Zellen erfolgte mit IFN für jeweils 45 min und einer zeitabhängigen Inkubation mit 500 nM Staurosporin. Durch die Zugabe von Staurosporin, einem potenten Kinase-Inhibitor (Shuai et al. 1992), konnte die In-vivo-Dephosphorylierung festgestellt werden. Die gewonnenen Gesamtzellextrakte wurden mittels Gelelektrophorese aufgetrennt, und unter Verwendung eines Phospho-STAT1 Antikörpers wurden die entstandenen Phosphorylierungsbanden im Immunoblot detektiert und analysiert. Zur Sicherstellung des gleichen Mengenverhältnisses an STAT1 in den jeweiligen Extrakten wurde der Erstantikörper durch Strippen mithilfe eines Ablösepuffers von den Proteinen auf der Membran gelöst und diese nach mehrmaligem Waschen erneut mit dem STAT1-spezifischen Antikörper C-24 reexponiert.
	/
	Abb. 5: Vergleichbares Phosphorylierungsniveau von STAT1-K350A und STAT1-WT. (A) HeLa-Zellen wurden mit pSTAT1-WT-GFP oder pSTAT1-K350A-GFP transfiziert, am Folgetag für 45 min mit 5 ng/ml IFN stimuliert und anschließend mit 500 nM Staurosporin für die angegebenen Zeiten inkubiert. Mithilfe von Western Blotting erfolgte die Untersuchung des Ausmaßes der Tyrosin-Phosphorylierung durch Inkubation mit Phospho-STAT1 Antikörper (siehe obere Reihe) sowie die Expression von STAT1 nach erneuter Exposition mit dem STAT1-spezifischen Antikörper C-24 (siehe untere Reihe). (B) Dem Säulendiagramm ist zu entnehmen, dass keine signifikanten Unterschiede im Phosphorylierungsniveau zwischen dem STAT1-WT und seiner K350A-Punktmutante zu verzeichnen sind.
	Das STAT1-WT-Molekül zeigte nach 45-minütiger IFN-Stimulation ein deutliches Phosphorylierungsniveau. Nach bereits 15-minütiger Inkubation mit Staurosporin konnte ein schwächeres Phosphorylierungssignal der STAT1-WT-exprimierenden Extrakte detektiert werden. Je länger die Inkubation mit Staurosporin erfolgte, desto mehr zeigte sich eine progrediente Abschwächung der Phosphorylierungsbande von STAT1, bis sich nach 45 min kaum noch ein Phosphorylierungssignal nachweisen ließ. Die Mutante STAT1-K350A zeigte im Vergleich zu STAT1-WT weder einen Unterschied in ihrem Phosphorylierungsniveau nach IFN-Stimulation noch in ihrer Dephosphorylierungskinetik nach Staurosporin-Inkubation (Abb. 5 A). Nach Quantifizierung der Tyrosin-Phosphorylierung und der Menge an gesamten STAT1 ließ sich zudem mittels statistischer Auswertung und Darstellung von Säulendiagrammen belegen, dass kein signifikanter Unterschied zwischen dem Wildtyp-STAT1 und der Punktmutante K350A hinsichtlich der Phosphorylierungs- und Dephosphorylierungskinetik besteht (Abb. 5 B).
	Zur Analyse der IFN-induzierten Kernanreicherung erfolgte eine fluoreszenzmikroskopische Detektion von STAT1-GFP-Fusionsproteinen. Hierzu wurden erneut Punktmutationen in STAT1-GFP-kodierende Plasmide eingeführt und die Plasmid-DNA in humane HeLa-Zellen transfiziert. Die STAT1-WT-GFP- bzw. STAT1-K350A-GFP-exprimierenden HeLa-Zellen wurden entweder unbehandelt belassen, für 45 min mit IFN stimuliert oder nach der Stimulation mit IFN für 1 bzw. 2 h mit Staurosporin in einer Konzentration von 500 nM inkubiert. Anschließend erfolgten eine Fixierung der Zellen mit 4 % Formaldehyd/PBS und eine Färbung der Kerne mit Hoechst 33258. Die in Abb. 6 dargestellten fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen zeigen eine panzelluläre Verteilung von STAT1-WT-GFP sowie von der Punktmutante STAT1-K350A-GFP in unstimuliertem Zustand. Nach 45-minütiger Stimulation mittels IFN ließ sich bei beiden STAT1-GFP-Fusionsproteinen eine vollständige Kernakkumulation beobachten. Hemmte man die Rezeptor-assoziierten Kinasen durch Staurosporin, war eine Abnahme des Phosphorylierungsniveaus und eine daraufhin folgende Auflösung der Kernlokalisation bereits nach 1 h zu verzeichnen. Nach 2-stündiger Behandlung mit Staurosporin zeigte sich schließlich ein vollständiger Zusammenbruch der Kernakkumulation. Dieses Experiment bestätigte die bisher erlangten Ergebnisse, dass sich die Substitutionsmutante K350A weder in ihrem Phosphorylierungsniveau nach IFN-Stimulation noch in ihrer Dephosphorylierungskinetik nach Staurosporin-Behandlung sowie der Zytokin-abhängigen Kernakkumulation signifikant vom Wildtyp-Molekül unterscheidet.
	/
	Abb. 6: STAT1-WT und STAT1-K350A weisen eine gleiche Kinetik der Kernakkumulation auf. STAT1-WT-GFP- bzw. STAT1-K350A-GFP-exprimierende HeLa-Zellen wurden unbehandelt belassen (1. Reihe), 45 min mit 5 ng/ml IFN stimuliert (2. Reihe) oder anschließend für 1 h (3. Reihe) bzw. 2 h (4. Reihe) mit Staurosporin inkubiert. Zur fluoreszenzmikroskopischen Auswertung wurden die Zellen mit 4 % Formalin fixiert und eine Hoechst-Färbung der Kerne durchgeführt. Anhand der Hoechst-Färbung lassen sich die entsprechenden Zellkerne lokalisieren. Es zeigt sich eine gleiche Kernakkumulationskinetik zwischen den GFP-markierten WT-Proteinen und denen der Punktmutante K350A nach IFN-Stimulation (2. Reihe) sowie die Aufhebung der Kernakkumulation nach Staurosporin-Inkubation (3. und 4. Reihe).
	Die Linker-Domäne ist im Sequenzvergleich der einzelnen Mitglieder der STAT-Familie vergleichsweise gut konserviert. Um die biologische Rolle dieser Domäne besser verstehen zu können, wurden drei konservierte Aminosäuren der Linker-Domäne identifiziert und analysiert. Mithilfe einer Sequenzanalyse der Linker-Domäne aller sieben humanen STAT-Proteine wurde eine hochkonservierte Sequenz mit elf Aminosäureresten identifiziert (Abb. 7). Innerhalb dieser konservierten Sequenz befindet sich an 3. und 7. Stelle, entsprechend den Positionen 559 und 563 im STAT1-Molekül, bei allen Mitgliedern der humanen STAT-Familie ein Aspartat- oder Glutaminsäurerest. Dagegen ist an Position 11, entsprechend 567 im STAT1-Molekül, entweder ein Lysin oder Arginin in allen humanen STAT-Proteinen außer STAT2 lokalisiert. Nur STAT2 weist an entsprechender Position ein Aspartat auf.
	/
	Abb. 7: Domänenstruktur des STAT1 und Sequenzhomologie von E559, E563 und K567. Die schematische Darstellung zeigt oben die Anordnung der bereits in Abb. 1 beschriebenen funktionellen Domänen des STAT1-Proteins und die Positionen der in dieser Arbeit untersuchten Aminosäuren der Linker-Domäne. Darunter ein tabellarisch aufgeführter Ausschnitt des Sequenzvergleichs der humanen STAT-Proteine im Bereich der Linker-Domäne. An den Positionen 559 und 563 befindet sich bei allen bekannten Mitgliedern der STAT-Familie eine negativ geladene Aminosäure, während an Position 567 mit Ausnahme des STAT2-Proteins ausschließlich positiv geladene Aminosäuren vorzufinden sind.
	Anhand kristallographischer Darstellungen des DNA-gebundenen trunkierten STAT1-Dimers konnte die räumliche Orientierung der drei konservierten Aminosäurereste genauer betrachtet werden. Die drei Punktmutanten befinden sich an der Oberfläche eines STAT1-Monomers immer parallel zur longitudinalen Achse des DNA-Moleküls ausgerichtet. Ihre Seitenketten sind in direkter Nähe zur DNA-Doppelhelix positioniert (Abb. 8).
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	Abb. 8: Lokalisation der zwei Glutaminsäurereste 559 und 563 sowie des Lysinrests 567 in der Linker-Domäne von STAT1. Kristallstruktur als Oberflächendarstellung eines DNA-gebundenen trunkierten STAT1-Dimers mit den farblich unterschiedlich gekennzeichneten konservierten Aminosäureresten: E559 (Magenta), E563 (Grün) und K567 (Türkis). Anhand dieser Abbildung zeigt sich die räumliche Ausrichtung der Seitenketten parallel zwischen der STAT1-Linker-Domäne und der DNA wie eine Art Rinne.
	Die DNA bildet vorne eine Art ringartige Furche, während die beiden STAT1-Protomere hinten durch reziproke SH2-Phosphotyrosin-Wechselwirkungen direkt miteinander interagieren, wobei das aminoterminale Ende von K567 mittig in dieser ringartigen Struktur lokalisiert ist (Abb. 9).
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	Abb. 9: Ausschnitt der STAT1-Kristallstruktur mit den Aminosäureresten E559, E563 und K567. Nahaufnahme des DNA-gebundenen STAT1-Monomers als Ribbon-Darstellung mit den in Magenta markierten, kritischen Aminosäureresten und der in Hellblau abgebildeten Linker-Domäne. Hierdurch wird der freie Zugang der drei konservierten Aminosäurereste zur DNA-Doppelhelix deutlich. Die Abbildungen 4, 8 und 9 wurden mithilfe des Software-Programms PyMOL (DeLano Scientific) erstellt.
	In dem Versuch die Rolle eines hochkonservierten Bereichs der -Helix des STAT1-Proteins in angrenzender Nachbarschaft zur DNA zu entschlüsseln, wurden geladene Seitenketten, wie die Glutaminsäurereste an Position 559 und 563 sowie ein Lysinrest an Position 567, in einem sequenzspezifischen Mutationsverfahren durch Alaninreste ersetzt und anschließend phänotypisiert. Wie bereits beschrieben, stellt unter anderem die Tyrosin-Phosphorylierung des STAT1-Moleküls eine wichtige Voraussetzung für die Zytokin-induzierte Kernakkumulation von STAT-Proteinen dar (Shuai et al. 1992; Darnell et al. 1994), so dass zunächst die Auswirkungen der Substitutionsmutationen auf die Kinetik der Tyrosin-Phosphorylierung untersucht wurden. Dies erfolgte mithilfe von Western-Blot-Analysen in IFN-stimulierten Zellen (Abb. 10). Hierfür wurden pSTAT1-GFP-kodierende Plasmide spezifisch mutiert und in HeLa-Zellen transfiziert. Im gleichen Versuch konnte die In-vivo-Dephosphorylierung durch die Verwendung des Kinase-Inhibitors Staurosporin analysiert werden. Die Gesamtzellextrakte wurden mithilfe der Gelelektrophorese aufgetrennt und das Phosphorylierungsniveau durch spezifische Phospho-STAT1 Antikörper im Immunoblot detektiert. Zur Sicherstellung vergleichbarer STAT1-Mengen wurde nach stringentem Abwaschen der Phospho-STAT1 Antikörper die gleiche Membran mit STAT1-spezifischem Antikörper C-24 reinkubiert. Die Ergebnisse zeigten, dass das Verhältnis von Tyrosin-phosphoryliertem STAT1 zum gesamten intrazellulären STAT1 - nicht-phosphoryliertes STAT1 mit inbegriffen - für die Mutanten E559A und E563A im Vergleich zum WT-Protein sowie der Mutante K567A nach IFN-Stimulation erhöht ist. Zudem führte im Gegensatz zu STAT1-WT und -K567A die Behandlung der Zellen mit Staurosporin zu keiner Abnahme des Phosphorylierungsniveaus der beiden Varianten mit den mutierten Glutaminsäureresten E559A und E563A.
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	Abb. 10: Tyrosin-Phosphorylierung und In-vivo-Dephosphorylierung von STAT1-E559A, -E563A, und -K567A. Die Substitutionsmutanten E559A und E563A weisen im Gegensatz zu K567A nach Zellstimulation mit IFN eine Hyperphosphorylierung auf. HeLa-Zellen, die entweder STAT1-WT-GFP oder eine der angegebenen GFP-gekoppelten STAT1-Mutanten exprimierten, wurden für 45 min mit IFN stimuliert und anschließend mit dem Kinase Inhibitor Staurosporin über zunehmende Zeiträume inkubiert. Anschließend erfolgte die Analyse der Tyrosin-Phosphorylierung der Zelllysate. Dargestellt sind die Membranen eines Western-Blot-Experiments mit dem spezifischen Phospho-STAT1 (Tyr701) Antikörper (obere Felder) und den entsprechenden Re-Blots nach Strippen der gebundenen Immunoreaktivität und erneuter Inkubation mit einem polyklonalen Anti-STAT1 (C-24) Antikörper (untere Felder). Die obere Bande auf jedem Feld repräsentiert rekombinantes STAT1-GFP, während die untere Bande dem endogenen STAT1 entspricht.
	Um die Ergebnisse zu untermauern, wurde der gleiche Versuch mit Extrakten von STAT1-rekonstituierten U3A-Zellen unter Verwendung der beschriebenen STAT1-GFP-Expressionsplasmide durchgeführt (Abb. 11 A, B). Wie bereits mithilfe der Western Blots von HeLa-Zellextrakten gezeigt werden konnte, wiesen die STAT1-Punktmutanten E559A und E563A auch in den rekonstituierten U3A-Zellen ähnliche Ergebnisse einer erhöhten Tyrosin-Phosphorylierung auf. Trotz der Inkubation mit dem Kinase-Inhibitor Staurosporin zeigen die Glutaminsäure-zu-Alanin-Punktmutanten in Abb. 11 A nach IFN-Stimulation eine Hyperphosphorylierung im Gegensatz zum STAT1-WT sowie zur Lysin-zu-Alanin-Punktmutante K567A. Die Ergebnisse wurden nach Quantifizierung der Phosphorylierungsniveaus mit Bestimmung des Verhältnisses von Phospho-STAT1 zur Gesamtmenge an STAT1 in den Säulendiagrammen der Abb. 11 B graphisch dargestellt.
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	Abb. 11: (A, B) Supprimierte In-vivo-Dephosphorylierung der E559A- und E563A-Mutanten in STAT1-rekonstituierten, IFN-vorbehandelten U3A-Zellen nach Staurosporin-Exposition. Gleiches Experiment wie in Abb. 10, jedoch wurden hier U3A-Zellen mit dem jeweiligen, zuvor transfizierten pSTAT1-GFP-Expressionsplasmid eingesetzt. (A) Die Behandlung mit Staurosporin führte zur schnellen Abnahme der Tyrosin-Phosphorylierung von STAT1-WT und der K567A-Mutante, während die beiden Glutaminsäure-Mutanten die inaktivierende Wirkung des Kinase-Inhibitors überwiegend widerstanden und ein nahezu stabiles Phosphorylierungsniveau aufwiesen. (B) Quantifizierung der Expression von Phospho-STAT1 zur Gesamtmenge an STAT1 in den mit IFN-prästimulierten und mit Staurosporin behandelten U3A-Zellen, normiert auf den jeweiligen Wert der allein mit IFN-stimulierten Probe der gleichen Variante. Wie auch bei den weiteren Experimenten wurden zur Berechnung der statistischen Signifikanz jeweils drei Ergebnisse aus unterschiedlichen Versuchen herangezogen. Statistisch signifikante Ergebnisse sind mit Balken und Sternchen (*) gekennzeichnet.
	Mithilfe von weiteren Western-Blot-Experimenten wurde die Tyrosin-Phosphorylierung der Substitutionsmutanten ohne Exposition des Kinase-Inhibitors Staurosporin miteinander verglichen. STAT1-GFP-kodierende Plasmide wurden spezifisch mutiert und nach Transfektion in U3A-Zellen exprimiert. Die Zellen wurden entweder vollständig unbehandelt belassen oder für 45 min mit 5 ng/ml IFN stimuliert und anschließend für die angegebenen Zeiten unbehandelt inkubiert. Nach gelelektrophoretischer Auftrennung der gewonnenen Gesamtzellextrakte wurde die Phosphorylierung mittels Phospho-STAT1 Antikörper als Primärantikörper detektiert, bevor der Auftrag gleicher Zellextraktmengen nach Strippen und Waschen der Membranen durch die Reinkubation mit dem Sekundärantikörper C-24 sichergestellt werden konnte.
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	Abb. 12: Verlängertes Phosphorylierungsniveau der Glutaminsäure-Substitutions-mutanten nach IFN-Stimulation. (A) Klassisches Western-Blot-Experiment mit gleichen Mengen an STAT1-WT-GFP-, STAT1-E559A-GFP- oder STAT1-E563A-GFP-exprimierenden U3A-Zellen, die entweder vollständig unbehandelt belassen oder für 45 min mit IFN stimuliert wurden. Anschließend erfolgte eine Inkubation der Zellen ohne Exposition mit Staurosporin für die angegebenen Zeiträume. (B) Diagramm der Quantifizierung des Phosphorylierungsniveaus aus dem Verhältnis von Phospho-STAT1 zum gesamten STAT1-Pool, aus dem eine signifikant verlängerte Phosphorylierungskinetik der beiden Substitutionsmutanten E559A und E563A hervorgeht. Statisch signifikante Unterschiede sind durch Balken und Sternchen (*) gekennzeichnet.
	Abb. 12 A demonstriert auf der einen Seite eine Hyperphosphorylierung der STAT1-Substitutionsmutanten und auf der anderen Seite ein relativ stabiles Phosphorylierungsniveau vor Behandlung mit Staurosporin. STAT1-E563A zeigte nach 7-stündiger Inkubation eine Abnahme des Signals, wohingegen E559A erst nach 9-stündiger Inkubation einen beginnenden Zusammenbruch der Phosphorylierung aufwies. Demgegenüber konnte beim WT-Molekül mit zunehmender Dauer der Inkubation eine kontinuierliche Reduktion des Phosphorylierungsniveaus beobachtet werden. Dieses Experiment bestätigt die bisher erlangten Ergebnisse, dass sich die Mutanten STAT1-E559A und STAT1-E563A in ihrem Phosphorylierungsniveau nach IFN-Stimulation signifikant in ihrer In-vivo-Dephosphorylierungskinetik nach Staurosporin-Behandlung bzw. auch ohne Exposition mit Staurosporin vom STAT1-WT unterscheiden.
	Nach Analyse des Niveaus der Tyrosin-Phosphorylierung wurde der Einfluss der genannten Punktmutationen auf die Dauer der Kernakkumulation hin untersucht. Phosphorylierte STAT1-Proteine bilden Dimere, die in den Zellkern gelangen und dort spezifisch an sogenannte GAS-Bindestellen binden. Die Kinetik der Kernakkumulation nach IFN-Stimulation wurde wie für die Substitutionsmutante K350A unter Verwendung von STAT1-GFP-kodierenden Plasmiden fluoreszenzmikroskopisch ermittelt. Zur Generierung der Mutanten wurde ein pEGFP-N1-Plasmid mit Insertion humaner STAT1-cDNA eingesetzt, in welches die zu charakterisierende Missensemutation mittels sequenzspezifischer Mutagenese eingefügt wurde. Die entstandenen Konstrukte wurden transient in humane HeLa-Zellen transfiziert, so dass das zelluläre Verteilungsmuster des STAT1-GFP-Moleküls nach 45-minütiger Stimulation mit IFN und zeitabhängiger Staurosporin-Behandlung beurteilt werden konnte.
	Im unstimulierten Zustand wiesen die drei Substitutionsmutanten eine annähernd panzelluläre Verteilung ähnlich dem WT-Protein auf (Abb. 13 A, B). Nach einer 45-minütigen Stimulation mit IFN zeigte sich bei allen STAT1-Derivaten eine nahezu vollständige Kernakkumulation, ohne dass sich die eingeführten Mutationen auf die strukturelle Stabilität auswirkten. Die Exposition der mit IFN vorbehandelten Zellen durch den potenten Kinase-Inhibitor Staurosporin in einer Konzentration von 500 nM führte zu einem detektierbaren Unterschied in der zellulären Verteilung zwischen STAT1-WT und den beiden Glutaminsäure-zu-Alanin-Mutanten. Beide Mutanten wiesen nach 60-minütiger Behandlung mit Staurosporin eine noch überwiegende Kernlokalisation auf, während STAT1-WT-GFP wieder die panzelluläre Ruheverteilung einnahm und nicht mehr im kernakkumulierten Zustand vorlag. Überdies lieferten die zwei Mutanten nach zweistündiger Staurosporin-Exposition Hinweise auf einen verminderten Kernexport mit verlängerter Kernakkumulationsphase. Die Kernakkumulation nach IFN-Stimulation sowie die Auswirkung der zusätzlichen Staurosporin-Behandlung auf die Kernakkumulation der Lysin-zu-Alanin-Mutante 567 verglichen mit dem Wildtyp-Molekül ergab keinen signifikanten Unterschied (Abb. 13 A, B).
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	Abb. 13: Anhaltende nukleäre Akkumulationsphase der STAT1-Mutanten E559A und E563A nach Stimulation mit IFN und anschließender Staurosporin-Exposition. (A, B) Transfizierte HeLa-Zellen mit GFP-Fusionsproteinen wurden entweder unbehandelt belassen oder für 45 min mit 5 ng/ml humanem IFN stimuliert und anschließend für 0 min, 60 min oder 120 min mit Staurosporin (500 nM) behandelt. Nach Fixierung der Zellen mit 4 % Formaldehyd in PBS und Färbung der Zellkerne mit Hoechst 33258 wurden fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen angefertigt, die die intrazelluläre Verteilung der GFP-markierten Fusionsproteine und die Lokalisation der Hoechst-gefärbten Zellkerne (Maßstab des Balkens 10 m) wiedergeben. (B) Quantifizierung der im Experiment (A) untersuchten nukleozytoplasmatischen Verteilung durch Fluoreszenzintensitätsmessungen der STAT1-GFP-Moleküle mit Darstellung des Verhältnisses von nukleärem zu gesamtem STAT1 je Stimulationsmodus und Variante.
	Wie bereits aus der Literatur bekannt ist, weisen STAT1-GFP-Fusionsproteine eine im Vergleich zu endogenem STAT1 verringerte nukleäre Exportrate auf (Meyer et al. 2007; Marg et al. 2008). Um eine mögliche Beeinflussung durch den GFP-Anteil des Fusionsproteins der generierten Punktmutanten ausschließen zu können, wurde das Experiment erneut mit Transfektion von pcDNA3.1-STAT1-Plasmiden durchgeführt. Zudem kann dadurch untersucht werden, ob die beobachtete Kinetik der Kernakkumulation auch für unmarkierte STAT1-Proteine gilt. Die Stimulationszeiten mit IFN sind identisch zu dem in Abb. 13 dargestellten Experiment; jedoch wurde der Inkubationszeitraum mit Staurosporin auf 30 min und 1 h verkürzt. Die Detektion der exprimierten, nicht-GFP-markierten STAT1-Proteine in U3A-Zellen erfolgte immunzytochemisch über den STAT1-spezifischen Erstantikörper C-24 und Cy3-gekoppelten Zweitantikörper. Wie in dem vorherigen Versuch zeigte sich bei den unstimulierten Zellen eine panzelluläre Verteilung sowohl beim STAT1-WT als auch bei den drei Punktmutanten. Abb. 14 A demonstriert die zugehörigen indirekten fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen. Die 45-minütige IFN-Stimulation führt ebenso zu einer präferenziellen Kernakkumulation der vier STAT1-Varianten sowie zu einer anhaltenden Kernakkumulationsphase der beiden Punktmutanten E559A und E563A trotz der Exposition mit Staurosporin. Im Vergleich zu diesem Ergebnis kommt es beim STAT1-WT und der Substitutionsmutante K567A bereits nach einem Inkubationszeitraum von 0,5 h mit Staurosporin zu einem Zusammenbruch der IFN-induzierten Kernakkumulation mit Wiederherstellung des panzellulären Verteilungsmusters wie in ruhenden Zellen. Abb. 14 B demonstriert in einem Säulendiagramm die signifikanten Unterschiede der beiden Glutaminsäure-zu-Alanin-Punktmutanten 559 und 563 gegenüber dem Wildtyp-Molekül.
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	Abb. 14: Immunzytochemie bestätigt die verringerte Kernexportrate von STAT1-E559A und -E563A. (A) STAT1-defiziente U3A-Zellen wurden mit Plasmiden, die entweder für unmarkiertes STAT1-WT oder einer der STAT1-Punktmutanten kodieren, transfiziert, anschließend unbehandelt belassen, für 45 min mit IFN stimuliert oder nach Stimulation mit IFN für die angegebenen Zeiträume mit Staurosporin inkubiert. Nach Fixierung in Methanol und Hoechst-Färbung erfolgte die Detektion der intrazellulären Verteilung von rekombinantem STAT1 immunzytochemisch durch den spezifischen Anti-STAT1 Antikörper C-24 sowie den Cy3-markierten Zweitantikörper (Maßstab 10 m). (B) Quantifizierung der nukleozytoplasmatischen Verteilung des STAT1-WT und der STAT1-Derivate aus Abb. 14 A. Die signifikanten Unterschiede zwischen dem WT und der jeweiligen Mutante wurden mittels Balken und Sternchen (*) versehen.
	In Anbetracht der Hyperphosphorylierung bzw. supprimierten In-vivo-Dephosphorylierung und der verlängerten Kernakkumulation der beiden Glutaminsäure-zu-Alanin-Mutanten wurde in weiteren Versuchen mittels elektrophoretischen Mobilitäts-Shift-Assays (EMSA) die spezifische DNA-Bindung der Punktmutanten genauer untersucht. Die Gelretardations-Experimente wurden zunächst mit einer [33P]-radioaktiv markierten, hoch-affinen DNA-Sonde, bestehend aus einer singulären GAS-Bindestelle (M67), durchgeführt. Hierfür wurden U3A-Zellen transient mit den jeweiligen STAT1-GFP-Expressionsplasmiden transfiziert und am Folgetag für 45 min mit 5 ng/ml IFN stimuliert sowie für die angegebenen Zeiten mit 500 nM Staurosporin inkubiert. Die gewonnenen Gesamtzellextrakte wurden für 15 min mit radioaktiv markierter M67-Sonde inkubiert und im Anschluss vergleichbare Extraktmengen auf das präequilibrierte Polyacrylamidgel aufgetragen und elektrophoretisch aufgetrennt. Autoradiographisch wurde das Ausmaß der Bindung von phosphorylierten STAT1-Proteinen an die Erkennungssequenz der [33P]-radioaktiv markierten Sonde bestimmt.
	Der hier durchgeführte Gelretardations-Assay bestätigt die Ergebnisse der Western-Blot-Experimente, indem er über den Nachweis spezifischer DNA-Bindung die indirekte und hochsensitive Tyrosin-Phosphorylierung bestimmt und hierdurch die Hyperphosphorylierung bzw. verlängerte Phosphorylierungsphase nachweist. Abbildung 15 ist zu entnehmen, dass durch die Exposition mit Staurosporin in den IFN-vorbehandelten Zellen bereits innerhalb von 15 min eine deutliche Abnahme des Phosphorylierungsniveaus des STAT1-WT-Proteins zu verzeichnen ist, während die Punktmutanten E559A und E563A ein nahezu unverändertes Phosphorylierungssignal aufweisen. Diese Ergebnisse werden anhand Abb. 15 A durch den Nachweis einer längeren STAT1-DNA-Bindung der beiden nach Alanin substituierten Glutaminsäurereste 559 und 563 bestätigt. Demgegenüber lässt sich in Abb. 15 A und B praktisch keine Bindung der Punktmutante K567A an die radioaktiv markierte GAS-Sonde nachweisen, trotz einer deutlich detektierbaren Expression des phosphorylierten STAT1-K567A-Moleküls in den Immunoblots von Western-Blot-Experimenten unter Verwendung derselben Extrakte (Abb. 15 C).
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	Abb. 15: Nachweis prolongierter GAS-Bindungsaktivität der phosphorylierten E559A- und E563A-Mutante im Gegensatz zur fehlenden Bindung der phosphorylierten Mutante K567A. (A) Gelretardations-Assay mit STAT1-rekombinanten U3A-Zellextrakten, die für 45 min mit 5 ng/ml IFN stimuliert und anschließend für die angegebenen Zeiten mit 500 nM Staurosporin inkubiert wurden. Die isolierten Zelllysate wurden mit einer radioaktiv markierten hoch-affinen STAT-Bindungssonde M67 equilibriert und gelelektrophoretisch aufgetrennt. Ferner erfolgte eine autoradiographische Auswertung der vakuum-getrockneten Gele. Der Pfeil markiert spezifische STAT1-Banden, während das Sternchen (*) unspezifische Banden kennzeichnet. (B) Säulendiagramm der densitometrisch gemessenen GAS-bindenden Aktivität in Extrakten von IFN-vorstimulierten und mit dem Kinase-Inhibitor Staurosporin inkubierten U3A-Zellen. Statistisch signifikante Ergebnisse sind mit Balken und Sternchen (*) gekennzeichnet. (C) Anhand der Immunoblots wurde die Anwesenheit von Phospho-STAT1 und Pan-STAT1 in den gleichen Zellextrakten aus dem Gelshift-Assay von Abb. 15 A bestätigt.
	Neben den oben genannten Ergebnissen konnte in einem weiteren elektrophoretischen Mobilitäts-Shift-Assay gezeigt werden, dass die erhöhte M67-Bindeaffinität nicht nur für Homodimere der STAT1-E559A- und -E563A-Punktmutanten besteht, sondern auch für ausgebildete Heterodimere zwischen rekombinanten und endogenen STAT1-Protomeren (Abb. 16). Der Versuch wurde mit Ausnahme der hier eingesetzten STAT1-GFP-exprimierenden HeLa-Zellen wie oben beschrieben durchgeführt. Zusätzlich konnten die detektierten Banden mithilfe einer Supershift-Reaktion als STAT1-DNA-Komplexe identifiziert werden. Die Zugabe eines STAT1-spezifischen Antikörpers (S1, Bahn 2) führte aufgrund der Größenzunahme der Proteine zu einer reduzierten Laufgeschwindigkeit und dadurch zu einer Verschiebung der Bande. Die Negativkontrolle erfolgte durch Einsatz eines STAT3-spezifischen Antikörpers (S3, Bahn 1) und führte zu keiner Änderung im Laufverhalten der STAT1-DNA-Komplexe. Geachtet wurde darauf, vergleichbare Extraktmengen einzusetzen.
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	Abb. 16: Erhöhte M67-Bindeaffinität der aus rekombinanten GFP-Fusionsproteinen gebildeten Homo- und Heterodimere von STAT1-E559A und -E563A. Ähnliches Experiment wie in Abb. 15 A dargestellt, jedoch hier mit Einsatz von STAT1-GFP-exprimierenden HeLa-Zellen und dem Nachweis der STAT1-Identitiät mittels Supershift-Reaktion. Diese wurde mithilfe eines spezifischen STAT1 Antikörpers (S1, Bahn 2) und einem Kontroll-Supershift mit unspezifischem STAT3 Antikörper (S3, Bahn 1) durchgeführt. Am rechten Rand der Abbildung sind die GFP-markierten und unmarkierten STAT1-Homodimere sowie die entsprechenden STAT1-GFP/STAT1-Heterodimere mit Pfeilen markiert. Das Sternchen (*) kennzeichnet unspezifische Banden.
	In einem nächsten Schritt wurde die Bindung der Mutanten an verschiedene DNA-Sonden analysiert. Eingesetzt wurden Sonden mit zwei klassischen GAS-Stellen in Tandem-Orientierung (genannt 2xGAS) und eine mutierte Sequenz, davon mit nur einer (GAS-nonGAS) oder ohne intakte GAS-Bindestelle (2xnonGAS). Elektrophoretische Mobilitäts-Shift-Assays wurden wie oben beschrieben durchgeführt, jedoch ohne die Behandlung der Zellen mit Staurosporin. In allen Versuchen wurden die gleichen Mengen an Zellextrakten eingesetzt. Die Ergebnisse in Abb. 17 A - C zeigen, dass unter den gewählten molaren Verhältnissen die Anzahl der Bindungen von STAT1-Tetrameren an 2xGAS-Sonden des STAT1-WT, der STAT1-E559A- und-E563A-Mutante höher ist als die Anzahl der STAT1-DNA-Komplexe, die mit STAT1-Dimeren besetzt werden. Die Punktmutante K567A weist anhand des Gelretardations-Assay in Abb. 17 A bis auf eine geringe Bindung von tetramerem STAT1 an die 2xGAS-Sonde mit doppelter Bindestelle nahezu keine detektierbare DNA-Bindeaffinität auf. Im Gegensatz dazu liegen für alle getesteten STAT1-Varianten die Bindungen an 2xnonGAS unterhalb der Nachweisschwelle. Zwischen dem STAT1-WT-Molekül und den zwei Varianten mit nach Alanin mutierten Glutaminsäurereste unterscheidet sich jedoch statistisch signifikant das Verhältnis von tetrameren zu dimeren STAT1-Komplexen, die an GAS-nonGAS-Sonden gebunden vorliegen. Abb. 17 A und B demonstriert den geringeren Anteil tetramerer zu dimerer STAT1-WT-Bindungen an GAS-nonGAS-Sonden in den Extrakten von STAT1-GFP-exprimierenden U3A-Zellen, während Abb. 17 C das Ergebnis aus Lysaten von HeLa-Zellen darstellt. Dagegen binden die beiden Glutaminsäure-zu-Alanin-Mutanten häufiger in tetramerer als in dimerer Konformation an die GAS-nonGAS-Sonde. Dieses Ergebnis ist am ehesten auf das erhöhte Niveau der Tyrosin-Phosphorylierung der STAT1-Punktmutanten im Vergleich zu dem Wildtyp-Protein zurückzuführen.
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	Abb. 17: Unterschiede in der Kinetik der DNA-Bindung zwischen dem Wildtyp und den Punktmutanten E559A und E563A. (A-C) Die Abbildungen zeigen repräsentative EMSA-Ergebnisse der DNA-Bindungsaffinität der angegebenen STAT1-GFP-Fusionsproteine zu drei verschiedenen doppelsträngigen Oligonukleotiden: eine zweifache GAS-Stelle (2xGAS), eine GAS-Stelle mit einer mutierten GAS-Stelle im Tandem (GAS-nonGAS) oder eine solche ohne intakte GAS-Bindestelle (2xnonGAS). Nach 45-minütiger Stimulation mit 5 ng/ml IFN wurden Gesamtzellextrakte von STAT1-WT-GFP, STAT1-E559A-GFP, STAT1-E563A-GFP und STAT1-K567A-GFP-exprimierenden U3A- (A, B) und HeLa-Zellen (C) hergestellt und wie angegeben für 15 min mit den jeweiligen [33P]-markierten Sonden inkubiert. Nach gelelektrophoretischer Auftrennung im nicht-denaturierenden SDS-Gel erfolgte die autoradiographische Auswertung, nach der sich tetramergebundene (oberer Pfeil) und dimergebundene GFP-gekoppelte STAT1-DNA-Komplexe (unterer Pfeil) unterscheiden lassen. In Abb. 17 C wurde zum Nachweis der STAT1-Identität zusätzlich eine Supershift-Reaktion mit Anti-STAT3- (S3) und Anti-STAT1 Antikörpern (S1) durchgeführt. Die insgesamt fünf Banden aus den HeLa-Zellextrakten oberhalb der dimeren Banden entsprechen Homo- bzw. Heterotetrameren von GFP-gekoppeltem STAT1 komplexiert mit nativem STAT1 in den stöchiometrischen Verhältnissen von 4 bis 0. Mit einem Sternchen (*) sind unspezifische Banden gekennzeichnet. (B) Quantifizierung der detektierten STAT1-DNA-Komplexe und den mit Balken und Sternchen (*) markierten statistisch signifikanten Ergebnissen.
	Um die Dissoziationsrate der Punktmutanten von hoch-affinen DNA-Bindungsstellen beurteilen zu können, wurden Kompetitionsexperimente (EMSA) in Gegenwart von nicht-radioaktiver M67-Sonde für unterschiedliche Inkubationszeiten nach Vorinkubation mit [33P]-markierter M67-Sonde durchgeführt (Abb. 18 A-C). STAT1-WT-, STAT1-E559A- und STAT1-E563A-exprimierende U3A-Zellen wurden nach 45-minütiger Stimulation mit 5 ng/ml IFN für 15 min mit einer [33P]-markierten M67-Sonde bei RT inkubiert, bevor ein 750-facher molarer Überschuss einer unmarkierten M67-DNA zur Kompetition hinzugefügt wurde. Die Inkubation je Ansatz erfolgte bis zu 10 min auf Eis. Anschließend wurden die Reaktionen auf ein nicht-denaturierendes Polyacrylamidgel aufgetragen und gelelektrophoretisch aufgetrennt. Die DNA-Bindungsaktivität konnte nach Vakuumtrocknung der Gele autoradiographisch ausgewertet werden. Die Versuche lassen eine deutlich reduzierte Dissoziationsrate von der DNA der beiden Punktmutanten E559A und E563A im Vergleich zum STAT1-Wildtyp erkennen. Die Ablösung der STAT1-Mutanten von einer radioaktiv markierten optimalen GAS-Stelle zeigt sich stark vermindert und resultiert in einer deutlich längeren Halbwertszeit von GAS-gebundenen Dimeren. Abb. 18 A und B ist zu entnehmen, dass sich die durch Vorinkubation entstandene Stabilität der STAT1-DNA-Komplexe der beiden Punktmutanten statistisch signifikant von der weitaus geringeren Stabilität der Protein-DNA-Komplexe des Wildtyps unterscheidet. Während bereits 5 min nach Zugabe der unmarkierten M67-DNA die Bindung der STAT1-WT-Proteine an die radioaktiv markierte Sonde kaum noch detektierbar ist, widerstehen die zwei mutierten STAT1-Proteine der Verdrängung durch den hohen molaren Überschuss an unmarkierten M67-Sonden. Schlussfolgernd führt der Austausch einer der beiden Glutaminsäurereste in Position 559 bzw. 563 des STAT1-Moleküls zu Substitutionsmutanten, die eine verzögerte Dissoziationskinetik von GAS-Bindestellen aufweisen. Zudem wird anhand Abb. 18 C deutlich, dass neben STAT1-GFP-Homodimeren auch Heterodimere aus rekombinantem und endogenem STAT1 teilweise vor der Kompetition geschützt sind und eine supprimierte Dissoziationskinetik zeigen.
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	Abb. 18: Reduzierte Dissoziationsrate von DNA und hoch-affine GAS-Bindung der zwei Substitutionsmutanten E559A und E563A. (A) Gesamtzellextrakte von STAT1-rekonstituierten U3A-Zellen wurden nach IFN-Stimulation mit einer radioaktiv markierten Sonde bestehend aus einer singulären Bindestelle (M67) für 15 min bei RT inkubiert und anschließend ein 750-facher molarer Überschuss an unmarkierter DNA für unterschiedliche Zeiten auf Eis hinzugegeben. Anschließend wurden die Proben auf ein natives Polyacrylamid-Gel aufgetragen und elektrophoretisch aufgetrennt. Zuletzt erfolgte die autoradiographische Auswertung der Vakuum-getrockneten Gele. Eine Supershift-Reaktion mit einem spezifischen STAT1 Antikörper (S1) und einem zu Kontrollzwecken eingesetzten STAT3 Antikörper (S3) bestätigte die Identität von STAT1. (B) Quantifizierung der DNA-Bindeaffinität der STAT1-Mutanten an eine singuläre M67-Bindesequenz aus Abb. 18 A. Statistisch signifikante Ergebnisse sind mit Balken und Sternchen gekennzeichnet. (C) EMSA-Experiment wie in Abb. 18 A mit Einsatz von STAT1-GFP-exprimierenden HeLa-Zellen. Mit Pfeilen markiert sind STAT1-GFP-Homodimere, Heterodimere aus rekombinantem und nativem STAT1 sowie endogene STAT1-Homodimere. Neben den STAT1-GFP-Homodimeren weisen auch Heterodimere von rekombinantem und nativem STAT1 eine, wenn auch weniger deutlich, verminderte Off-Rate von DNA auf.
	Um einen weiteren Nachweis veränderter DNA-Bindungseigenschaften der beiden nach Alanin mutierten Glutaminsäurereste der Linker-Domäne zu liefern, wurde ein Transport-Assay mit permeabilisierten Zellen durchgeführt (Abb. 19). Das in diesem Verfahren eingesetzte Digitonin führt bei einer Konzentration von 50 g/ml zu einer selektiven Permeabilisierung der Plasmamembran mit Solubilisierung zytoplasmatischer Proteine, während die Kernhülle intakt bleibt (Adam et al. 1990). In einem ersten Schritt erfolgte eine 45-minütige IFN-Stimulation der STAT1-WT-GFP-, -E559A-GFP- und -E563A-GFP-exprimierenden HeLa-Zellen zur Erzielung einer Kernakkumulation der rekombinanten GFP-markierten Fusionsproteine. Daraufhin folgte eine sofortige Fixierung der Zellen oder eine 6-minütige Inkubation mit 50 g/ml Digitonin in Transportpuffer auf Eis und anschließender Fixierung der permeabilisierten Zellen.
	In der Auswertung der direkten Fluoreszenzmikroskopie akkumulieren die drei STAT1-GFP-Varianten wie erwartet nach IFN-Stimulation im Zellkern. Die nukleäre Präsenz des Wildtyp-Moleküls wurde nach Permeabilisierung mit Digitonin vollständig aufgehoben, während die beiden STAT1-GFP-Mutanten trotz Digitonin-Einwirkung im Zellkern akkumuliert blieben (Abb. 19 A, untere Felder). Wie Abb. 19 B zu entnehmen ist, wurden ähnliche Ergebnisse auch in immunzytochemischen Färbungen von unmarkierten rekombinanten STAT1-exprimierenden U3A-Zellen beobachtet. Die IFN-prästimulierten Zellen wurden ebenso unbehandelt belassen oder dem Digitonin für 6 min ausgesetzt, bevor sie für die indirekte Fluoreszenzmikroskopie gefärbt und unter Verwendung eines STAT1-spezifischen Antikörpers analysiert wurden. Zusammenfassend demonstrierten diese Experimente die verminderte nukleare Exportrate der beiden nach Alanin substituierten Glutaminsäurereste in Position 559 und 563 im Vergleich zum STAT1-WT-Protein.
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	Abb. 19: Substitution zweier Aminosäurereste in der Linker-Domäne resultiert in einer verminderten Rate des Kernexports. (A) GFP-Fusionsporteine von STAT1-WT, -E559A und -E563A exprimierenden HeLa-Zellen oder (B) unmarkierten, rekombinanten U3A-Zellen wurden zur Induktion der Kernakkumulation für 45 min mit IFN prästimuliert (obere Felder) und im Anschluss unbehandelt belassen oder für 6 min mit 50 g/ml Digitonin in Transportpuffer auf Eis inkubiert (untere Felder). Nach Fixierung mit 4 % Formaldehyd in PBS (A) bzw. in Methanol (B) wurden die Zellkerne mit Hoechst gefärbt bzw. zuvor mit den spezifischen Antikörpern inkubiert (B). Anschließend erfolgte die fluoreszenzmikroskopische Detektion der Präparate mit den dazugehörigen Hoechst-Färbungen der Zellkerne.
	In weiteren Gelretardations-Experimenten erfolgte die detaillierte Beurteilung der GAS- bzw. DNA-Bindeaffinität der nach Alanin mutierten Lysinmutante in Position 567 der Linker-Domäne. Als erstes wurde die Bindungsaktivität an den Promotor des Gens CCL2 (CC-Chemokin-Ligand 2/Monozyten-Chemoattraktant-Protein 1 (MCP-1)) untersucht, das neben der regulären GAS-Bindestelle ein 10 Basenpaar (bp) vorgeschaltetes TCC/GAA-Bindemotiv enthält. Dieses Gen wurde nativ (CCL2 nativ) oder zum Vergleich mit mutiert vorliegendem GAS-Element (CCL2 mutiert) eingesetzt. Für die Untersuchungen wurden Gesamtzellextrakte aus U3A-Zellen, welche STAT1-WT oder eine der STAT1-Punktmutanten exprimierten, nach 45-minütiger IFN-Stimulation mit den jeweiligen Sonden inkubiert. Wie in Abb. 20 A zu sehen, zeigt K567A eine schwache Bindungsaktivität an ein 32 bp-Fragment vom Promotor des Gens CCL2 (hier CCL2 nativ genannt). Diese Beobachtung bestätigt auf der einen Seite eine reduzierte Affinität zu GAS-Bindestellen des nach Alanin substituierten Lysinrests, jedoch konnte auf der anderen Seite ein vollständiger Verlust der Erkennung von GAS-Sonden durch die Substitution an Position 567 ausgeschlossen werden. Die Mutation der GAS-Bindestelle verhindert die Bindung von STAT1 an diese Sonde.
	Der zweite Versuch, ein Kompetitions-Gelretardations-Assay, untersuchte die Dissoziationskinetik bzw. Off-Rate von DNA. Nach IFN-Stimulation von mit STAT1-WT-,-E559A-, -E563A- und -K567A-GFP transfizierten U3A-Zellen folgte eine Inkubation mit einer [33P]-markierten M67-Sonde mit Tandem-GAS-Bindestelle. Ferner wurden die Zellen unbehandelt belassen oder mit einem Kompetitor, in diesem Fall mit einem 750-fach molaren Überschuss einer unmarkierten M67-DNA mit singulärer GAS-Bindestelle, inkubiert. Anhand dieses Experiments ließ sich eine schwache Bindung von tetramerem STAT1-K567A an die radioaktiv markierte M67-Sonde mit zwei GAS-Bindestellen beobachten; diese wurde jedoch durch die Kompetition aufgehoben (Abb. 20 B). Die Präferenz der STAT1-Punktmutante K567A, an eine Sonde mit doppelter GAS-Bindestelle, wenn auch mit geringer Affinität, in tetramerer Konformation zu binden, konnte bereits in Abb. 17 A gezeigt werden.
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	Abb. 20: STAT1-K567A ist eine DNA-Bindemutante. (A) Nach 45-minütiger Stimulation mit 5 ng/ml IFN wurden Gesamtzellextrakte von STAT1-WT-, -E559A-, -E563A- und -K567A-exprimierenden U3A-Zellen hergestellt und mit einem [33P]-markierten CCL2 nativen Promotorelement (CCL2 nativ) oder mit einer mutierten Version dieses Promotors (CCL2 mutiert), in der die GAS-Bindestelle mutiert vorliegt, inkubiert. Anschließend erfolgte die gelelektrophoretische Auftrennung der Proteine. Die autoradiographische Auswertung weist eine Bindung von K567A an das native Promotorelement (CCL2 nativ) im Vergleich zum mutierten Promotor nach. Der Pfeil verweist auf die dimeren STA1-DNA-Komplexe. S3 und S1 kennzeichnen die spezifischen Antikörper, mit denen die Supershift-Reaktionen zum Nachweis von STAT1 durchgeführt wurden. Die Sterne markieren unspezifische Banden. (B) Kompetitions-Gelretardations-Assay mit Gesamtzellextrakten von STAT1-GFP-rekonstituierten U3A-Zellen wurden nach IFN-Stimulation mit einer [33P]-markierten DNA bzw. Sonde mit Tandem-GAS-Bindestelle (M67) für 15 min bei RT inkubiert und anschließend entweder unbehandelt belassen (-) oder mit einem 750-fach molaren Überschuss einer unmarkierten M67-DNA (+) als Kompetitor für 20 min auf Eis inkubiert. Diese nicht-radioaktiv markierte DNA weist nur eine singuläre GAS-Bindestelle auf. Es erfolgte der Nachweis einer schwachen Bindung von tetramerem STAT1-K567A an die radioaktiv markierte M67-Sonde mit doppelter GAS-Bindestelle. Am Rand der Abbildung sind die Positionen tetramerer (oberer Pfeil) und dimerer (unterer Pfeil) STAT1-DNA-Komplexe markiert.
	Die bisher gewonnenen Ergebnisse aus den vorangegangen Untersuchungen konnten interessante Aufschlüsse zur Charakterisierung der jeweiligen Punktmutanten der Linker-Domäne leisten. Mithilfe von fluoreszenzmikroskopischen Experimenten unter dem Einsatz von Fusionsproteinen, die ein ektopes hyperaktives nukleäres Exportsignal (NES) aufweisen, sollten die Hinweise auf eine veränderte DNA-Bindungsaffinität der Mutanten untermauert werden. Das Exportsignal verhindert die Akkumulation phosphorylierter STAT-Proteine im Zellkern und hält unter der Bedingung einer IFN-Stimulation ein zytoplasmatisches Verteilungsmuster aufrecht. Durch die Behandlung der Zellen mit dem Export-Blocker Leptomycin B (LMB) kann dieses hyperaktive Exportsignal allerdings inhibiert werden (Abb. 21).
	Für dieses Experiment wurden HeLa-Zellen mit folgenden GFP-NES-Fusionsproteinen exprimierenden Konstrukten transfiziert: STAT1-WT, -E559A, -E563A oder -K567A. Das Expressionsplasmid STAT1-NES-GFP kodiert für ein Fusionsprotein bestehend aus dem Volle-Länge STAT1-Molekül mit einem carboxyterminal lokalisierten, STAT1-spezifischen, transferierbaren Exportsignal (NES), gefolgt von grünfluoreszierendem Protein (GFP). Nach der Transfektion wurden die Zellen unbehandelt belassen (1. Reihe), für 45 min mit LMB inkubiert (2. Reihe), für 45 min mit IFN stimuliert (3. Reihe) oder simultan für 45 min mit IFN und LMB behandelt (4. Reihe). Die Analyse der nukleozytoplasmatischen Verteilung zeigte, dass die Zellkerne aller STAT1-NES-Derivate aufgrund des künstlich erhöhten Kernexports im unstimulierten Zustand praktisch frei von GFP-Fluoreszenzsignalen sind, während die mit dem Export-Blocker LMB behandelten Zellen eine nahezu physiologische, panzelluläre Ruheverteilung von STAT1-GFP aufwiesen (Abb. 21 A). Die Stimulation mit IFN induzierte jedoch eine anhaltende nukleäre Anreicherung der beiden Mutanten mit nach Alanin mutierten Glutaminsäurereste im Vergleich zum WT-Molekül und der K567A-Mutante, bei denen die IFN-Behandlung zu keiner Veränderung der zytoplasmatischen Verteilung führte. Inhibiert man das Exportsignal der Zellen durch Hinzugabe von LMB bei gleichzeitiger IFN-Stimulation, zeigen ebenso der Wildtyp und die Substitutionsmutante K567A eine vollständige Wiederherstellung der Kernanreicherung. Durch die Einführung der Punktmutationen E559A und E563A kam es demnach unter der Bedingung einer Kompetition zwischen der hoch-affinen DNA-Bindung und dem gesteigerten Kernexport zur Kernretention, da bei erhöhter DNA-Bindung das Gleichgewicht in Richtung der Kernanreicherung verschoben war. Mit dieser Beobachtung wurde bestätigt, dass die hohe DNA-Bindungsaffinität der Schlüssel zum Verständnis des Phänotyps der nach Alanin substituierten Glutmainsäurereste an Position 559 und 563 der Linker-Domäne ist.
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	Abb. 21: Die erhöhte DNA-Bindungsaffinität von E559A und E563A führt zur Wiederherstellung der Kernakkumulation von Mutanten mit hyperaktivem Export. (A) HeLa-Zellen wurden wie oben beschrieben mit den Konstrukten pSTAT1-WT-NES-GFP, -E559A-, -E563A- oder -K567A- transfiziert. Anschließend wurden die Zellen unbehandelt belassen (1. Reihe), für 45 min mit dem CRM1 (chromosome region maintenance 1) Export-Inhibitor Leptomycin B (LMB, 10 ng/ml) inkubiert (2. Reihe), für 45 min mit IFN (5 ng/ml) (3. Reihe) stimuliert oder mit einer Kombination aus beiden inkubiert (4. Reihe). Im direkten Anschluss erfolgten die Fixierung der Zellen mit 4 % Formaldehyd in PBS und eine Zellkernfärbung mit Hoechst. Die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen zeigen die intrazelluläre Verteilung von GFP-gekoppelten STAT1-NES-Fusionsproteinen sowie die Lokalisation der zugehörigen Hoechst-gefärbten Zellkerne. (B) Die Quantifizierung des Verhältnisses von nukleärer zur gesamtzellulären Fluoreszenzintensität bestätigte den Befund einer hyperphysiologischen DNA-Bindung der beiden NES-Mutanten E559A und E563A.
	Die Mutanten wurden in weiteren Experimenten einem STAT1-inaktivierenden Enzym, der Protein-Tyrosin-Phosphatase TC45, in Gegenwart verschiedener DNA-Fragmente ausgesetzt. Wie bereits bekannt, ist DNA-gebundenes STAT1 vor Dephosphorylierung durch die STAT1 inaktivierende Protein-Tyrosin-Phosphatase TC45 geschützt (Meyer et al. 2003), so dass die weitere Charakterisierung der Punktmutanten mithilfe von In-vitro-Dephosphorylierungs-Assays erfolgte. Hierfür wurden U3A-Zellen mit den jeweiligen pSTAT1-GFP-Derivaten transfiziert, am Folgetag für 45 min mit 5 ng/ml IFN stimuliert und Gesamtzellextrakte hergestellt. Anschließend erfolgte eine 30-minütige Inkubation mit 2 U der Phosphatase TC45 bei 30 °C oder aber die Extrakte wurden unbehandelt belassen. Die Auswertung wurde mithilfe eines klassischen Western Blots durchgeführt. In Abb. 22 wird deutlich, dass die hoch-affine Tandem GAS-Bindestelle (2xGAS) alle STAT1-Varianten vor der Inaktivierung der Phosphatase schützt. Eine Ko-Inkubation mit einer weniger affinen GAS-nonGAS-DNA mit singulärer Bindestelle führt allerdings zu einem stärker detektierbaren Phosphorylierungssignal bzw. einer verminderten Dephosphorylierung der Punktmutanten E559A und E563A im Vergleich zum Wildtyp-Molekül. Diese Beobachtung stimmt mit den Sequenzvoraussetzungen für die Bindung an DNA überein, die vorab in den EMSA-Experimenten aus Abb. 17 A-C ermittelt wurden. Die Substitution von zwei Glutaminsäureresten in den Positionen 559 und 563 des STAT1-Proteins beeinflusst die Dephosphorylierungskinetik, und die Punktmutanten waren demnach ein weniger geeignetes Substrat für die TC45-Phosphastase. Bei der Mutante mit dem nach Alanin mutierten Lysinrest in Position 567 war die Dephosphorylierungsrate in Anwesenheit von DNA ebenso vermindert, und dieses unabhängig davon, ob die in der Reaktion vorhandene DNA eine funktionelle GAS-Bindestelle aufwies oder nicht (Abb. 22).
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	Abb. 22: Die DNA-gebundenen Punktmutanten E559A, E563A und K567A sind vor TC45-katalysierten Inaktivierung geschützt. STAT1-WT-GFP-, -E559A-, E563A- und-K567A-exprimierende U3A-Zellen wurden 45 min mit 5 ng/ml IFN stimuliert und nach Herstellung von Gesamtzellextrakten für 30 min mit oder ohne Tyrosin-Phosphatase TC45 in Ab- oder Anwesenheit von 2xGAS, GAS-nonGAS oder 2xnonGAS inkubiert. Anschließend wurde das Phospho-STAT1-Niveau in Western-Blot-Experimenten untersucht. Die oberen Felder zeigen jeweils den Western Blot mit einem Phospho-STAT1 Antikörper (STAT1-P), während die unteren Felder den dazugehörigen Re-Blot nach Inkubation mit einem STAT1-spezifischen Antikörper abbilden (STAT1).
	Im nächsten Versuch wurden die Auswirkungen von Punktmutationen an den Positionen 559 und 567 der Linker-Domäne auf die Affinität zu der DNA genauer betrachtet. Mithilfe eines Pull-down-Assays konnten DNA-Protein-Wechselwirkungen, insbesondere unspezifische DNA-Bindungen, untersucht werden. Als Sonden für die STAT1-Bindung wurden mit Biotin markierte Oligonukleotide, die zuvor an Streptavidin-Agarose gekoppelt wurden, eingesetzt. Diese enthielten entweder zwei Konsensus-GAS-Stellen (2xGAS) oder eine mutierte Sequenz ohne GAS-Bindestellen (2xnonGAS). Die zwei verschiedenen Sonden wurden jeweils für 1 h bei 4 °C an 0,5 ml gepackte Streptavidin-Agarose gekoppelt. Konfluente U3A-Zellen, die rekombinante STAT1-Proteine exprimierten, wurden entweder unbehandelt belassen oder für 30 min mit IFN und weitere 15 min mit Vanadat/H2O2 stimuliert. Nach einer Präinkubation mit ungebundener Streptavidin-Agarose wurden 320 l des Überstandes der jeweiligen Zellextrakte mit 50 l der DNA-gebundenen Streptavidin-Agarose (gepacktes Volumen) für 2 h bei 4 °C in einem Rotor inkubiert. Nach Denaturierung der gebundenen Proteine erfolgte mittels Western Blotting die Detektion des DNA-gebundenen STAT1. Die densitometrischen Analysen der in Abb. 23 dargestellten Präzipitations-Versuche weisen eine signifikant bessere Bindung von STAT1-E559A an unspezifische DNA ohne GAS-Bindestelle (2xnonGAS) im Vergleich zum Wildtyp-Protein nach. Auch für die Punktmutante K567A ließen sich ähnliche Ergebnisse ermitteln. Des Weiteren zeigt das Säulendiagramm in Abb. 23 B, dass kein statistisch signifikanter Unterschied in ihrer Bindungsaffinität (K567A) zwischen spezifischer und unspezifischer DNA besteht. In diesen Versuchen konnte gezeigt werden, dass die generierten Punktmutanten E559A und E563A mit erhöhter Affinität DNA binden, sowie nach Austausch von Alanin für Lysin die resultierende Mutante K567A in ihrer Diskriminierungsfähigkeit zwischen GAS- und Non-GAS-Bindestellen eingeschränkt ist.
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	Abb. 23: Verbesserte unspezifische DNA-Bindung von STAT1-E559A und -K567A im Vergleich zum STAT1-WT. (A) Präzipitation von STAT1-WT, -E559A und -K567A mit Agarose-gekoppelten, doppelsträngigen Oligonukleotiden. Eingesetzt wurden Sonden mit zweifacher GAS-Bindestelle (2xGAS) und einer mutierten Sequenz davon ohne GAS-Bindestelle (2xnonGAS). Gesamtzellextrakte transfizierter rekombinanter U3A-Zellen wurden entweder unbehandelt belassen oder für 30 min mit IFN stimuliert und für weitere 15 min mit Vanadat/H2O2 behandelt, bevor sie mit den Agarose-gebundenen DNA-Fragmenten inkubiert wurden. Die Analyse der ausgefällten DNA-Protein-Komplexe erfolgte durch Western Blotting. Gezeigt sind die Blots mit den aufgetrennten Präzipitaten nach Inkubation mit spezifischem Anti-STAT1-Antiörper (STAT1) sowie der Phospho-STAT1-Gehalt im entsprechenden Ausgangmaterial vor Präzipitation (STAT1). (B) Quantifizierung der DNA-Bindungsintensität jedes STAT1-Derivats von drei unabhängigen Pull-down-Experimenten. E559A weist eine viermal bessere Bindung an unspezifische DNA auf, als das WT-Protein. Statistisch signifikante Unterschiede sind mit einem Sternchen gekennzeichnet.
	In einem letzten Ansatz von Experimenten lag das Augenmerk auf der transkriptionellen Zielgenaktivierung durch die bis hierher untersuchten Substitutionsmutanten der Linker-Domäne E559A, E563A und K567A. Zur Analysierung der transkriptionellen Aktivität der STAT1-Punktmutanten wurden zunächst Reportergen-Assays durchgeführt. Hierfür wurde ein Luciferase-Reporter (3xLy6E) mit einem synthetischen Promotor bestehend aus drei Konsensus-GAS-Bindestellen im Abstand von je 10 bp eingesetzt. U3A-Zellen wurden mit STAT1-WT-GFP, -E559A-GFP, -E563A-GFP und -K567A-GFP sowie den Plasmiden p-Galaktosidase (-Gal) und pGAS3xLy6E transfiziert und 16-24 h später wurden die Zellextrakte für die angegebenen Zeiträume mit 5 ng/ml IFN stimuliert, bevor die Luciferase-Aktivität spektometrisch bestimmt und auf die -Galaktosidaseaktivität normiert werden konnte. Wie erwartet, weist die generierte Punktmutante K567A keine nennenswerte IFN-induzierte Genexpression auf (Abb. 24). Dieses Phänomen lässt sich anhand der fehlerhaften GAS-Erkennung von STAT1-K567A erklären, zu der es nach Austausch des Lysinrestes gegen Alanin in Position 567 des STA1-Proteins kommt. Erstaunlicherweise ist Abb. 24 zu entnehmen, dass die nach Alanin mutierten STAT1-Proteine mit Austausch der Glutaminsäurereste 559 und 563 eine dem Wildtyp-Molekül vergleichbare transkriptionelle Aktivierung des Reportergens 3xLy6E nach IFN-Stimulation aufweist.
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	Abb. 24: Vergleichbare transkriptionelle Aktivität im Reportergen-Assay zwischen Mutanten mit Glutaminsäure-Austausch und dem Wildtyp-Molekül, während STAT1-K567A eine inhibierte Genexpression aufweist. Luciferase-Reportergen-Assay mit U3A-Zellen, die mit GFP-markiertem STAT1-WT, -E559A, -E563A bzw. -K567A sowie den Plasmiden ß-Gal und 3xLy6E transfiziert wurden. Nach 16-24 h wurden die Zellextrakte für 0 h (weiße Säulen), 2 h (hellgraue), 4 h (dunkelgraue) oder 6 h (schwarze) mit 5 ng/ml IFN stimuliert, bevor die Luciferase-Aktivität photometrisch gemessen und auf das Expressionsniveau der konstitutiv ko-transfizierten ß-Galaktosidase normiert wurde. Das Säulendiagramm repräsentiert die Mittelwerte und Standardabweichungen der vorgenommenen Sechsfachmessung von mindestens drei durchgeführten Untersuchungen. Statistisch signifikante Unterschiede sind mit einem Sternchen (*) markiert.
	Mithilfe von Real-time-PCR-Experimenten erfolgte anschließend die Untersuchung der Zielgenaktivierung an natürlichen Promotoren in-vivo. Zur Analyse der Interferon-abhängigen Induktion von STAT1-Zielgenen wurden vier bekannte endogene Zielgene eingesetzt. Dabei handelte es sich um die Zielgene gbp1 (Guanylat-bindendes Protein), irf1 (IFN-regulierender Faktor 1), mig1 (monokine induced by IFN) sowie ccl2. Als Kontrolle der stattgefundenen Transfektion erfolgte zusätzlich die Geninduktion des stat1-Gens. U3A-Zellen wurden mit den entsprechenden STAT1-Expressionsplasmiden im pcDNA3.1-Vektor transient transfiziert. 24 h nach Transfektion erfolgten ein Mediumwechsel und die Kultivierung der Zellen in DMEM, supplementiert mit 1 % FCS und 1 % Penicillin/Streptomycin. Am folgenden Tag wurden die Zellen für 6 h mit 5 ng/ml IFN stimuliert oder alternativ unstimuliert belassen. Nach Isolation der RNA wurde diese mittels reverser Transkription in die komplementäre DNA (cDNA) umgeschrieben. Die in Abb. 25 abgebildeten Ergebnisse der Real-time PCRs zeigen ein unerwartetes differenzielles, Zytokin-induzierbares Genexpressionsmuster bei den Mutanten mit den Glutaminsäure-Austauschen in den Positionen 559 und 563. Der Austausch dieser beiden Aminosäurereste in der Linker-Domäne hatte keinen Einfluss auf die IFN-induzierte Aktivierung der Gene gbp1 und irf1, wohingegen das mig1-Gen durch die Punktmutanten im Vergleich zum Wildtyp-Protein vermindert exprimiert wurde. Eine ganz andere Beobachtung zeigte sich anhand der Expressionsrate des Gens ccl2 in den Zellen, die eine der zwei hyperphosphorylierten DNA-Bindemutanten mit erhöhter Affinität zu GAS-Bindestellen exprimierten. Bei beiden Mutanten wurde eine gegenüber dem Wildtyp-Protein statistisch signifikant erhöhte ccl2-Expression detektiert. Die Analyse der generierten Punktmutante K567A mittels Real-time PCR erbrachte, wie bereits im Reportergen-Assay (Abb. 24) mit synthetischen Promotor, trotz Einsatz von nativen Promotoren den Nachweis einer fehlenden Induktion endogener Zielgene. Unter den Derivaten lag eine vergleichbare Transgen-Expression von stat1 vor.
	/
	Abb. 25: Differenzielles Expressionsmuster endogener Zielgene von STAT1 durch die Mutanten E559A sowie E563A sowie mangelndes Transaktivierungspotential der Punktmutante K567A in Real-time PCR. U3A-Zellen wurden mit den entsprechenden pcDNA3.1-STAT1-Plasmiden transfiziert und 24 h später mit einem 1 % FCS-haltigem Medium kultiviert, bevor die Zellen am Folgetag für 6 h mit 5 ng/ml IFN stimuliert oder unbehandelt belassen wurden. Die Säulendiagramme spiegeln das Expressionsniveau des gbp1-, irf1-, mig1-, ccl2-Gens und als Kontrolle des stat1-Gens vor (graue Säulen) sowie nach IFN-Stimulation (schwarze Säulen) wider. Die spezifische Genaktivierung der oben genannten Zielgene wurde auf das Expressionsniveau des „house-keeping“-Gens gapdh normiert. Aus Dreifachmessungen wurden Standardabweichungen und Mittelwerte berechnet. Statistisch signifikante Ergebnisse sind mit einem Sternchen (*) gekennzeichnet.
	4. Diskussion
	In der vorliegenden Studie wurden drei Punktmutationen in der Linker-Domäne sowie eine Punktmutante in der DNA-Bindedomäne generiert und deren Auswirkungen auf die physiologischen Eigenschaften des STAT1-Proteins im Kontext des IFN-Signaltransduktionsweges untersucht. Ausgewählte, hochkonservierte Aminosäurereste in der Sequenz des STAT1-Proteins wurden hierfür nach Alanin mutiert und anschließend die IFN-induzierte Signalantwort hinsichtlich des Phosphorylierungsniveaus, der Kernakkumulation, der DNA-Bindung, der Dissoziationskinetik sowie der Zielgenaktivierung der STAT1-Punktmutanten im Vergleich zum STAT1-WT betrachtet.
	Die Beteiligung von STAT1 an der Ausführung IFN-vermittelter Signalaktivierung ist in der Literatur gut dokumentiert (Brivanlou und Darnell 2002; Darnell et al. 1994; Sehgal 2008), jedoch sind die genauen molekularen Mechanismen wie die der DNA-Bindung und Rekrutierung an GAS-Bindestellen weitestgehend unbekannt. In Bezug auf Auswirkungen von Punktmutationen in der Linker-Domäne auf die Aktivität des STAT1-Moleküls hatten Yang et al. in den Jahren 1999 und 2002 Arbeiten zur Charakterisierung einer STAT1-Doppelmutante (KE544-545AA) veröffentlicht und diese als DNA-Bindemutante identifiziert. Des Weiteren hat sich unsere Arbeitsgruppe intensiv mit dem Einfluss von Substitutionsmutanten des STAT1-Proteins im Bereich der Linker-Domäne sowie der DNA-Bindedomäne auseinandergesetzt und diesbezüglich Ergebnisse im Rahmen von publizierten Dissertationsschriften (Bolten 2013; Koch 2010; Staab 2011) dargelegt. Unter anderem konnten Substitutionsmutanten der Linker-Domäne (STAT1-E500A, -K525A, -K550A) generiert werden, die mit einer erhöhten Dephosphorylierungsrate oder einer veränderten transkriptionellen Aktivität einhergehen (Bolten 2013; Staab 2011). Die Modulation von konservierten Aminosäureresten der DNA-Bindedomäne (E411A/K, E421K) wiederum führte zur verstärkten DNA-Bindung, erhöhten Kernpräsenz sowie deutlich schwächeren transkriptionellen Aktivität gegenüber dem Wildtyp-Protein (Koch 2010). Mit dieser Arbeit sollen weitere Erkenntnisse über den genauen Mechanismus der signalabhängigen Zielgenerkennung und DNA-Bindung erlangt werden.
	Im Sequenzvergleich aller humanen STAT-Mitglieder zeigt sich die Linker-Domäne vergleichsweise gut konserviert, so dass konservierte Aminosäurereste an den Positionen 559, 563 und 567 der Linker-Domäne identifiziert und für die Phänotypisierung nach Alanin mutiert wurden. Die hier erstmals beschriebenen Substitutionsmutanten E559A und E563A zeigten in ersten Untersuchungen hinsichtlich ihres Aktivierungsniveaus signifikant erhöhte und über die Zeit verlängerte Spiegel an Tyrosin-Phosphorylierung (Abb. 10, 11 A, B und 12 A, B). Des Weiteren konnte in fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen eine verlängerte Anreicherung der beiden STAT1-Mutanten im Zellkern sowie folglich ein beeinträchtigter Kernexport registriert werden (Abb.13 A, B und 14 A, B). Demgegenüber zeigt ein an Position 350 identifizierter Aminosäurerest der DNA-Bindedomäne nach Substitution des Lysinrestes gegen Alanin eine im Vergleich zum STAT1-Wildtyp Protein unveränderte Phosphorylierungskinetik sowie Kernakkumulationsphase.
	Die Ergebnisse der Hyperphosphorylierung sowie verlängerten Kernanreicherung der nach Alanin mutierten Glutaminsäurereste 559 und 563 sind insofern interessant, als dass phosphorylierte STAT-Dimere als Cargo-Proteine über einen Importin-/-Komplex in den Zellkern transferiert (Fagerlund et al. 2002; McBride et al. 2002; Nardozzi et al. 2010; Sekimoto et al. 1997) und nur im dephosphorylierten Zustand über ein spezifisches, leucinreiches nukleäres Exportsignal (NES) aus dem Zellkern transportiert werden (Begitt et al. 2000; Haspel und Darnell 1999; Mattaj und Engelmeier 1998; Meyer et al. 2003; ten Hoeve et al. 2002). Die Dauer der Kernakkumulation der STAT-Moleküle hängt demnach von der Affinität der DNA-Bindung ab. Daher lag das Augenmerk in einem weiteren Schritt auf der Untersuchung der DNA-Bindeaffinität der Substitutionsmutanten. Nur ungebundene STAT-Moleküle werden von den nukleären Phosphatasen erkannt und dephosphoryliert, so dass sie anschließend aus dem Zellkern geschleust werden können (Haspel und Darnell 1999; Meyer et al. 2003; ten Hoeve et al. 2002).
	Die in Western Blots ermittelte statistisch signifikante Hyperphosphorylierung der mutierten Varianten mit den beiden Glutaminsäure-Austauschen konnte in EMSA-Experimenten durch den Nachweis einer erhöhten DNA-Bindungsaktivität bestätigt werden. Während in Abb. 15 eine prolongierte DNA-Bindung der beiden Punktmutanten E559A und E563A nachgewiesen werden konnte, zeigt Abb. 16 neben einer verlängerten DNA-Bindung der STAT1-Homodimere auch eine erhöhte M67-Bindeaffinität im Vergleich zwischen den rekombinanten und endogenen STAT1-Monomeren. Des Weiteren widerstehen die GAS-gebundenen STAT1-Dimer-Mutanten E559A und E563A in Kompetitions-Gelretardations-Experimenten dem molaren Überschuss an nicht-radioaktiv markierter M67-DNA, während das STAT1-Wildtyp-Protein die bekanntermaßen hohe Dissoziationskinetik von einer singulären GAS-Bindestelle aufweist (Abb. 18, 20). 
	Die bisher gewonnenen Ergebnisse deuten darauf hin, dass eine erhöhte DNA-Bindungsaffinität der zugrundliegende Phänotyp dieser Substitutionsmutanten ist. Eine mögliche Ursache für eine verbesserte DNA-Bindungsaffinität wäre eine vermehrte Stabilität der DNA-gebundenen STAT1-Dimere. Diese Hypothese lässt sich in EMSA-Experimenten aufgrund der allgemein hohen Off-Rate der STAT-Proteine von einzelnen GAS-Bindestellen nicht demonstrieren. Mithilfe der direkten Fluoreszenzmikroskopie unter Verwendung von Fusionsproteinen mit einem hyperaktiven nukleären Exportsignal (NES) in GFP-markiertem STAT1 (Lödige et al. 2005) konnten die bisher beobachteten Eigenschaften der Mutanten als Konsequenz ihrer veränderten DNA-Bindungsaffinität bestätigt werden. Obwohl das Exportsignal die Akkumulation phosphorylierter STAT-Proteine im Zellkern trotz IFN-Stimulation verhindern soll, weisen die Deletionsmutanten E559A und E563A einen verminderten Kernexport auf.
	Yang und Kollegen (2002) haben die Doppelmutante KE544-545AA der Linker-Domäne beschrieben, die einen im Vergleich zu den hier charakterisierten Mutanten E559A und E563A gegensätzlichen Phänotyp aufweist. Die Autoren postulierten für diese Doppelmutante eine unveränderte Phosphorylierung, Kernakkumulation sowie DNA-Bindung, jedoch eine erhöhte Dissoziationsrate von DNA (Yang et al. 1999, 2002). Es kann also zusammenfassend festgehalten werden, dass die Linker-Domäne maßgeblich an der DNA-Bindung beteiligt ist.
	Neben der erhöhten Off-Rate wies die Doppelmutante KE544-545AA eine supprimierte transkriptionelle Genaktivierung auf (Yang et al. 2002). Dieses Ergebnis lässt auf einen Zusammenhang zwischen einer bestimmten, limitierenden Präsenzdauer am Promotor und der Induktion von transkriptionellen Ereignissen schließen. Aufgrund der ausgesprochen hohen Off-Rate von DNA scheint die Genaktivierung durch die Doppelmutante auszubleiben.
	Die Untersuchung der transkriptionellen Aktivität der STAT1-E559A- und -E563A-Punktmutanten in Reportergen-Assays sowie Real-time-PCR-Experimenten ergab statt einer globalen Expression IFN-sensibler Zielgene ein unerwartetes Gen-spezifisches Aktivierungsprofil (Abb. 24, Abb. 25). Im Vergleich zum Wildtyp-Molekül zeigten die Substitutionsmutanten eine annähernd gleiche transkriptionelle Aktivität im Reportergen-Assay mit dem synthetischen 3xLy6E-Promotor, bestehend aus drei GAS-Bindestellen (Abb. 24). In Real-time-PCR-Experimenten konnte ein vergleichbares Ergebnis mit den nativen Zielgenen gbp1 und irf1 dokumentiert werden. Im Gegensatz dazu fiel das Expressionsniveau von mig1 durch den Austausch der Aminosäuren leicht vermindert aus, während sich die Substitutionsmutanten im Vergleich zum Wildtyp als stärkere Aktivatoren am Zielgen ccl2 erwiesen (Abb. 25).
	Dieses komplexe Muster der Genaktivierung wurde in der Literatur bisher für zwei krankheitsassoziierte Mutanten der Coiled-coil-Domäne (F172W) und DNA-Bindedomäne (T385A) beschrieben (Staab 2011; Staab et al. 2013). Beide Substitutionsmutanten scheinen die Konformationsänderung der parallelen in die antiparallele Orientierung entscheidend zu beeinträchtigen (Mao et al. 2005; Mertens et al. 2006; Wenta et al. 2008; Zhong et al. 2005). An Position 385 der DNA-Bindedomäne befindet sich ein Threoninrest, der nach Alanin konvertiert wurde. Die Substitution an dieser Position führt nach IFN-Stimulation zur Hyperphosphorylierung von STAT1 in überexprimierenden Zellen. Mao et al. (2005) konnten anhand der Kristallstruktur zeigen, dass Threonin 385 in einer Tasche der DBD lokalisiert ist und durch Bindung von F172 des kontralateralen Monomers an der Stabilisierung der antiparallelen Dimer-Konformation beteiligt ist. Nachdem in Mutationsexperimenten nachgewiesen werden konnte, dass die Mutation von F172 zu einer anhaltenden STAT1-Tyrosin-Phosphorylierung führte (Zhong et al. 2005), haben Mertens et al. (2006) die Aminosäurereste Q340, G382 und Q408 in der oben erwähnten Tasche der DBD identifiziert und diese Mutanten ebenfalls in Substitutionsexperimenten charakterisiert. Auch diese STAT1-Varianten zeigten in Western-Blot-Analysen ein erhöhtes Phosphorylierungsniveau (Mertens et al. 2006). STAT1-F172W weist zudem einen Dephosphorylierungsdefekt auf, der zusammen mit der Hyperphosphorylierung die Folge einer fehlenden Stabilisierung der antiparallelen STAT1-Dimer-Konformation durch die alterierte Bindungsfläche zwischen der DBD und CCD ist. Ist diese Interaktion in den Mutanten gestört, bleiben die phosphorylierten STAT1-Monomere präferentiell in paralleler Orientierung zueinander ausgerichtet und können weniger effektiv von der TC45-Phosphatase dephosphoryliert werden (Zhong et al. 2005). Staab (2011) konnte in weiteren Untersuchungen die Interaktion des Aminosäurerestes Threonin an Position 385 der DBD mit der CCD bestätigen. Eine Mutation nach Alanin führte aufgrund der destabilisierten antiparallelen Konformation des gebundenen STAT1-Dimers zur verlängerten Kernakkumulation durch den eingeschränkten Kernexport bei verminderter Dephosphorylierung. 
	Neben diesen Ergebnissen zeigte die Aktivierung von endogenen STAT1-Zielgenen im Rahmen von Real-time-Experimenten ein inhomogenes Bild der Genaktivierung durch die Mutationen von F172 und T385, wie dies auch bei den in dieser Arbeit untersuchten Mutanten mit den nach Alanin substituierten Glutaminsäureresten an Position 559 und 563 der Linker-Domäne demonstriert werden konnte. Ob die Ursache für eine Resistenz gegenüber der inaktivierenden Phosphatase der gehinderte Konformations-Shift des STAT1-Dimers darstellt, wie bei F172W und T385A, oder eine erhöhte DNA-Bindungsaffinität ursächlich für eine verminderte Dephosphorylierung ist, in jedem Fall weisen die hyperphosphorylierten Substitutionsmutanten ein gemeinsames Genexpressionsprofil auf.
	Bei der Auswertung der Zielgenaktivierung fällt auf, dass die vier Substitutionsmutanten F172W, T385A, E559A, und E563A nach IFN-Stimulation eine erhöhte Expressionsrate von ccl2 aufweisen. Dieses endogene Zielgen scheint auf die intrazelluläre Konzentration an Tyrosin-phosphoryliertem STAT1 sensitiver zu reagieren als die anderen getesteten Gene wie gbp1 und irf1. Beide zuletzt genannten Gene besitzen je nur eine einfache reguläre GAS-Bindestelle, dahingegen weist der Promotor des ccl2-Gens 10 bp vor der klassischen GAS-Bindestelle ein zusätzliches TCC/GAA-Bindemotiv auf. Somit besitzt ccl2 gewissermaßen eine anderthalbfache GAS-Bindestelle, wodurch das Gen besonders zur kooperativen DNA-Bindung geneigt zu sein scheint. Vinkemeier et al. (1996) und Xu et al. (1996) stellten fest, dass die Voraussetzung für eine effektive transkriptionelle Aktivität eine kooperative Bindung an DNA ist. Dabei binden zwei benachbarte STAT1-Dimere als tetramerer Komplex an DNA und werden über aminoterminal vermittelte Wechselwirkungen stabilisiert. Eine N-terminale Substitutionsmutante an Position 77 mit Verlust der kooperativen DNA-Bindung bzw. aufgehobenen Fähigkeit zur Oligomerisierung zeigt eine weitgehend defiziente IFN-vermittelte Genaktivierung (Begitt et al. 2014; Meyer et al. 2004).
	Im Rahmen von EMSA-Experimenten zeigten die beiden Substitutionsmutanten E559A und E563A der Linker-Domäne eine Präferenz zur Bindung an weniger spezifische GAS-Sequenzen (Abb. 20 A). Anhand von Kompetitionsversuchen konnte eine verminderte Off-Rate von DNA ermittelt werden (Abb. 18). In Analysen der DNA-Bindung bevorzugten die STAT1-Derivate die tetramere Konformation an DNA (Abb. 17). Zum Nachweis unspezifischer DNA-Bindung erfolgte ein Pull-down-Assay, mit dem festgestellt wurde, dass die beiden Mutanten mit nach Alanin mutierten Glutaminsäurereste gegenüber dem Wildtyp-Molekül in höherem Ausmaß in DNA-gebundener Form vorliegen. Wie in Abb. 23 A und B ersichtlich, bindet E559A deutlich besser an die unspezifische Sonde 2xnonGAS als das Wildtyp-Molekül. Diese Beobachtungen lassen darauf schließen, dass die Hyperphosphorylierung der beiden Punktmutanten das Verhältnis der STAT1-Dimere, die an transkriptionell inaktiven Stellen binden, zu denen an hoch-affinen GAS-Stellen gebundenen Molekülen erhöht. Denn nur eine begrenzte Anzahl hoch-affiner GAS-Stellen konkurriert mit vielzähligen niedrig-affinen genomischen DNA-Bereichen um die Bindung von STAT1. In der Zusammenschau der Ergebnisse bleibt die IFN-induzierte transkriptionelle Aktivierung von Genen mit einer singulären GAS-Bindestelle in ihrem Promotor durch die hier eingeführten Mutationen (E559A und E563A) deshalb weitgehend unbeeinflusst.
	Unsere Arbeitsgruppe identifizierte bereits Glutaminsäurereste der DNA-Bindedomäne an Position 411 und 421 mit einem ähnlichen Phänotyp wie die der hier beschriebenen Glutaminsäurereste der Linker-Domäne (E559 und E563). Die Einführung der gezielten Substitutionsmutationen in der DNA-Bindedomäne von STAT1 resultierte mit einer verbesserten Bindung an DNA bei erhaltener GAS-Erkennung (Koch 2010). In der vorliegenden Kristallstruktur (Chen et al. 1998) konnte der Glutaminsäurerest 421 als Interaktionspartner der kleinen Furche der DNA ermittelt werden. Die funktionelle Gruppe von E421 steht dabei sterisch in engem Kontakt mit der Doppelhelix der DNA. Dieses mündet in die Hypothese, dass durch einen Ladungsaustausch des negativ geladenen Glutaminsäurerestes die elektrostatische Bindung zum negativ geladenen Phosphatrückgrat der DNA verstärkt wird. Koch et al. (2012) beschreiben die Funktion der beiden Glutaminsäurereste als eine Art internen Schalter, der mit seiner negativen Ladung im unmutierten Zustand für die schnelle Freisetzung des STAT1-Dimers von DNA fungiert. Dieses Modell lässt sich durch eine elektrostatische Abstoßungsreaktion zwischen zwei negativ geladenen Interaktionspartnern erklären. Die Ergebnisse der Mutationsanalysen stützen diese Theorie, denn wie die nach Alanin substituierten Glutaminsäurereste der Linker-Domäne weisen E411A/K und E421K aufgrund einer verlängerten DNA-Bindung ein erhöhtes Phosphorylierungsniveau, eine verstärkte Kernpräsenz und eine inhibierte Dephosphorylierung auf. Zudem konnte der abstoßende Effekt als sequenzunspezifisch bewertet werden, denn die STAT1-Mutanten binden sowohl an GAS-Stellen sowie weniger affin auch an Nicht-GAS-Bindestellen. Mit der Charakterisierung dieser Substitutionsmutanten demonstrierte Koch (2010) einen simplen molekularen Mechanismus, der STAT1-Dimeren durch hohe Dissoziationskinetik zur Freisetzung von DNA verhilft, um somit erneut am Zyklus der nukleozytoplasmatischen Translokation teilnehmen zu können. Denn erst nach Dissoziation ist es STAT1-Dimeren möglich, von der Phosphatase inaktiviert zu werden (Meyer et al. 2003) und am nukleozytoplasmatischen Shuttling teilzunehmen bzw. erneut an GAS-Stellen binden zu können.
	Anhand eines kristallographischen Modells des DNA-gebundenen STAT1-Dimers (Abb. 26) zeigt sich, dass die Reste E411 und E421 in Bezug auf die DNA-Doppelhelix vorne, d. h. in Richtung der CCD lokalisiert sind, während sich E559 und E563 auf der Rückseite im carboxyterminalen Kern des STAT1-Dimers befinden. Daraus lässt sich schließen, dass die Anordnung der vier negativ geladenen Reste auf der Oberfläche eines jeden Monomers die Ausrichtung des STAT1-Dimers zur DNA erleichtert. Die DNA befindet sich in gebundenem Zustand senkrecht zur Achse des STAT1-Dimer-Konformers. Zusammenfassend haben die Analysen der vier negativ geladenen Glutaminsäurereste gezeigt, dass jeder einzelne Rest maßgeblich an der Dissoziation des DNA-gebundenen STAT1-Dimers beteiligt ist und eine Substitution von einer einzelnen dieser Positionen signifikanten Auswirkungen auf den zeitlichen Verlauf der Signaltransduktion von STAT1 hat.
	/
	Abb. 26: Eine Anordnung von oberflächenexponierten Glutaminsäureresten richtet das STAT1-Dimer zur DNA aus. Das Modell zeigt die Lokalisationen der Aminosäurereste (in Magenta markiert) an der Oberfläche des, mit der DNA komplexierten, STAT1-Dimers. In Abb. 26 A wird die axiale und in B die frontale Orientierung der beiden Monomere zur DNA-Doppelhelix (in Grau) dargestellt.
	Die dritte der in dieser Arbeit analysierten Mutanten der STAT1-Linker-Domäne befindet sich an Position 567 des STAT1-Proteins. Dieser hochkonservierte Lysinrest wurde ebenso durch sequenzspezifische Mutagenese nach Alanin substituiert und dessen Auswirkungen untersucht. Die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Experimente zur Untersuchung von K567A demonstrieren, dass diese Mutation keinen Einfluss auf das Phosphorylierungsniveau (Abb. 10 und Abb. 11) sowie die Anreicherung von STAT1 im Zellkern hat (Abb. 13 und Abb. 14). Interessanterweise zeigt die Punktmutante K567A jedoch in EMSA-Experimenten eine niedrig-affine bis nahezu keine Bindung an singuläre GAS-Bindestellen (Abb. 15 A, B und Abb. 17 A). In Kompetitionsversuchen (Abb. 20 B) lässt sich dieses Ergebnis möglicherweise durch die Präsenz eines hochmolaren Überschusses des unspezifischen Kompetitors Poly-dIdC erklären, mit dem K567A möglicherweise sequenzunspezifisch in Interaktion tritt.
	Im Vergleich zur Dephosphorylierungskinetik des WT-Moleküls ist die DNA-gebundene Punktmutante an Position 567 vor Inaktivierung durch die Phosphatase TC45 geschützt; dies lässt sich anhand des In-vitro-Dephosphorylierungs-Assays in Abb. 22 nachweisen. Hier zeigt sich in Gegenwart von DNA eine anhaltende Phosphorylierung von K567A trotz Exposition durch die Phosphatase. Zum Nachweis von STAT1-DNA-Interaktionen wurde ein Pull-down-Assay mit biotinylierten Oligonukleotiden durchgeführt, in dem gezeigt werden konnte, dass durch die Substitution von Lysin nach Alanin das STAT1-Protein besser an unspezifischer DNA in Form von degenerierten GAS-Stellen bindet als im unmutierten Zustand (Abb. 23). Allerdings besteht kein signifikanter Unterschied zwischen spezifischer und unspezifischer DNA-Bindung von K567A (Abb. 23 B). Diese Ergebnisse bestätigen die Annahme, dass die K567A-Mutante nicht grundsätzlich in ihrer Interaktion zur DNA beeinträchtigt ist, sondern ihre Sequenzspezifität für GAS-Sonden partiell verloren hat. Der nach Alanin substituierte Lysinrest erschwert somit die GAS-Erkennung und führt zu einem praktisch vollständigen Verlust der transkriptionellen Zielgenaktivierung. Im Reportergen-Assay mit dem synthetischen 3xLy6E-Promotor zeigt sich das supprimierte Zytokin-induzierte Transaktivierungspotential der Punktmutante K567A (Abb. 24). Bei weiterer Prüfung der Genaktivierung mittels Real-time PCR ließ sich das Ergebnis der signifikant inhibierten Genexpression bestätigen. Abb. 25 zeigt das Aktivierungspotential von endogenen STAT1-Zielgenen (gbp1, irf1, mig1 und ccl2 sowie die Kontrolle der Expressionsrate stat1) durch die verschiedenen Substitutionsmutanten.
	Im Gegensatz zu den invarianten Glutaminsäureresten an Position 559 und 563, die als negativ geladener Stützpfeiler für die räumliche Anordnung des DNA-Moleküls fungieren, präsentiert sich die positiv geladene Seitenkette des unmutierten Lysinrestes 567 als entscheidender Faktor für eine hoch-affine GAS-Bindung des STAT1-Proteins. Nach GAS-Bindung scheint die terminale Aminogruppe von K567 die DNA in eine für die Genaktivierung bevorzugte Position zu bringen, indem sie mit einem Phosphat-Rest des DNA-Rückgrates interagiert und sich dadurch mutmaßlich die helikale Struktur der DNA verändert. Sicherlich werden weitere Experimente die Bedeutung der in der Linker-Domäne lokalisierten Promotor-Erkennung für transkriptionelle Ereignisse in einem physiologischen Kontext klären können.
	5. Zusammenfassung
	STAT-Proteine (Signaltransduktor und Aktivator der Transkription) haben eine essentielle Rolle in einem der ältesten und hochkonservierten Signaltransduktionswege, dem JAK-STAT-Signaltransduktionsweg. Sie leiten die an der Plasmamembran ankommenden Signale vieler Zytokine bis in den Zellkern weiter und bewirken dort eine Modulation der Genexpression. Dadurch sind sie an der Vermittlung von Prozessen wie dem Zellwachstum und der Immunantwort beteiligt. Ein Kennzeichen der Geninduktion der STAT-Proteine ist die Bindung an spezifische Palindrom-Sequenzen, bezeichnet als Gamma-aktivierte Stellen (GAS). Da jedoch der genaue Mechanismus der signalabhängigen Zielgenerkennung durch Tyrosin-phosphorylierte STAT-Dimere nicht sehr umfassend untersucht ist, wurden in dieser Arbeit durch gerichtete Mutagenesen nach Alanin Aminosäureaustausche in der STAT1-Linker- sowie der -DNA-Bindedomäne generiert und diese funktionell charakterisiert. Die drei Aminosäurereste der STAT1-Linker-Domäne (E559, E563 und K567) befinden sich auf einem unter den sieben humanen STAT-Proteinen hochkonservierten Sequenzmuster, auf dem oberflächliche Reste in unmittelbarer Nähe zur gebundenen DNA lokalisiert sind. Die Substitutionsmutation des konservierten Lysinrests in Position 567 führte zum Verlust der spezifischen Bindung an hoch-affinen GAS-Stellen, wie auch zum Verlust der Transaktivierung von endogenen Zielgenen in IFN-stimulierten Zellen, während sich der zeitliche Verlauf transienter Kernakkumulation und Tyrosin-Phosphorylierung nicht vom Wildtyp-Molekül unterschieden. Diese Ergebnisse lassen darauf schließen, dass der Lysinrest in Position 567 der STAT1-Linker-Domäne für die sequenzspezifische GAS-Erkennung erforderlich ist. Demgegenüber konnte nachgewiesen werden, dass zwei Glutaminsäurereste an den Positionen E559 und E563 auf jedem Protomer für die Dissoziation der STAT1-Dimere von der DNA wichtig sind. Die Mutagenese der Glutaminsäurereste führt zu einer erhöhten Rate an Tyrosin-phosphoryliertem STAT1 sowie zu einer verlängerten IFN-stimulierten Anreicherung im Zellkern. Die Charakterisierung der nach Alanin substituierten Punktmutante K350A der STAT1 DNA-Bindedomäne dagegen erbrachte bei einem im Vergleich zum Wildtyp ähnlichen Phänotyp keine weiteren Aufschlüsse über molekulare Mechanismen der signalabhängigen Zielgenerkennung bzw. DNA-Bindung.
	Zusammenfassend bestätigen die Daten einen Einfluss der Linker-Domäne auf die Kinetik der signalabhängigen GAS-Bindung durch die Anordnung der an der Innenfläche des STAT1-Dimers lokalisierten Glutaminsäurereste E559 und E563. Die zwei Glutaminsäurereste befinden sich an der Längsachse des STAT1-Dimers senkrecht zur DNA ausgerichtet. Durch ihre Anordnung scheinen sie die Wechselwirkung zwischen dem Lysinrest 567 und dem Phosphodiester-Rückgrat eines gebundenen GAS-Elementes zu erleichtern und stellen dadurch die Voraussetzung für eine transiente Geninduktion her.
	Summary
	STAT proteins (signal transducers and activators of transcription) play an essential part in one of the oldest and highly conserved signal transduction pathways. The JAK-STAT pathway transmits signals from many cytokines arriving at the plasma-membrane to the cell nucleus, resulting in a modulation of gene expression. STATs are involved in a variety of processes such as cell growth and immune responses. A key feature in gene induction by STAT proteins is the binding to specific palindrome sequences, known as gamma-activated sites (GAS). Since the exact mechanisms of signal-dependent target recognition by tyrosine-phosphorylated STAT have not yet been thoroughly investigated, directed mutagenesis was used in this study to introduce point mutations in the STAT1 linker and DNA-binding domain. The resulting mutants were characterized functionally. Results showed that three critical amino acid residues in the STAT1 linker domain (E559, E563 and K567) are located in a homologous sequence pattern which is highly conserved among the seven STAT human proteins. Furthermore, these superficially exposed residues are located in close proximity to the bound DNA helix. Substitution of the conserved lysine residue at position 567 resulted in a loss of specific binding to high-affinity GAS sites, as well as a complete lack in the transactivation of IFN-regulated endogenous target genes. However, the time course of transient nuclear accumulation and tyrosine phosphorylation did not differ from the kinetics of the wild-type molecule. These results demonstrated that the lysine residue at position 567 of the STAT1 linker domain is required for GAS recognition. In addition, two glutamic acid residues at position E559 and E563 are important for the dissociation of the STAT1 dimer from DNA. The substitution of the glutamic acid residues led to an increased rate of tyrosine phosphorylation as well as prolonged cytokine-stimulated nuclear accumulation in IFN-treated cells. The point mutant K350A in the STAT1 DNA-binding domain did not provide any further information about molecular mechanisms of signal-dependent target gene recognition, since the mutant did not differ from the wildtype protein.
	In conclusion, the data confirm the impact of the linker domain on signal-dependent GAS binding mediated by the steric arrangement of the glutamic acid residues E559 and E563 located on the inner surface of the STAT1 dimer. The two glutamic acid residues are aligned perpendicular to the DNA on the longitudinal axis of the STAT1 dimer. By this arrangement, the residues seem to facilitate the interaction between the lysine residue 567 and the phosphodiester backbone of the bound GAS element, thereby establishing the prerequisite for transient gene induction.
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