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1 Einleitung 

Durch den JAK/STAT-Signalweg (Janus-Kinase/Signal-Transduktor und Aktivator der 
Transkription) reagieren eukaryotische Zellen auf extrazelluläre Signal-Proteine, wie Zyto-
kine, Interleukine oder Hormone, über Rezeptoren ihrer Zelloberfläche mit einer Änderung 
der Genaktivierung. Die Signale werden über Mitglieder der STAT-Protein-Familie in den 
Nukleus fortgeleitet (Darnell et al. 1994). Über diese pleiotropen Liganden werden für die 
zelluläre Homöostase wichtige Prozesse, wie Proliferation, Differenzierung, Migration und 
Apoptose, gesteuert. In der Folge werden physiologische Vorgänge, wie die angeborene und 
erworbene immunologische Abwehr, die Brustentwicklung und Laktation sowie Adipoge-
nese und Hämatopoese, maßgeblich beeinflusst (O’Shea et al. 2002; Rawlings et al. 2004).  

Bei den STAT-Proteinen handelt es sich um eine zytokinabhängige und evolutionär hoch-
konservierte Familie von Signal-Transduktoren und Transkriptionsfaktoren, die aus sieben 
Mitgliedern besteht: STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5a, STAT5b und STAT6. Au-

ßerdem verfügen STAT1, STAT3, STAT5a und STAST5b noch über b-Isoformen, welche 
durch alternatives Spleißen bedingt sind. Dank eines trunkierten carboxyterminalen Endes 
fehlt ihnen der überwiegende Teil der Transaktivierungsdomäne, inklusive Serin an Position 
727, wodurch die Bindung von transkriptionellen Kofaktoren wie CBP/p300 gestört ist 
(Müller et al. 1993; Shuai et al. 1993; Zakharova et al. 2003). Daher sind sie transkriptionell 

inaktiv und üben vermutlich eine regulatorische Funktion durch Kompetition mit der a-
Isoform aus (Baran-Marszak et al. 2004).  

Alle STAT-Proteine sind überwiegend im Zytoplasma lokalisiert und werden durch trans-
membranrezeptorenassoziierte Janus-Kinasen mittels Phosphorylierung aktiviert. Sie üben je 
nach Art der Aktivierung gezielt Genkontrolle aus. Dazu dienen ihnen ISRE- (IFN-stimulated 
response element) und GAS-Bindestellen (gamma IFN-activated sequence) in der DNA (Lew et al. 
1989; Decker et al. 1991). Die Gene, welche die unterschiedlichen Mitglieder der STAT-
Familie kodieren, sind auf drei verschiedenen Chromosomen lokalisiert (Copeland et al. 
1995). Die Gene von STAT1 und STAT4 sind auf Chromosom 2 (Banden q12 bis q33), die 
von STAT3, STAT5A, und STAT5B auf Chromosom 12 (Banden q13 bis q14-1) und jene 
von STAT2 und STAT6 auf Chromosom 17 (Banden q11-1 bis q22) verortet (Darnell 1997). 
Die Länge der STAT-Moleküle variiert zwischen 750 und 850 Aminosäuren, das Molekular-
gewicht zwischen 80 und 113 kDa (Darnell et al. 1994, Levy und Darnell  2002). Obwohl die 
STAT-Proteine nur eine Sequenzhomologie von 28-40% innerhalb der ersten 700 Amino-
säurereste aufweisen, besitzen sie doch den gleichen Domänenaufbau (Schindler und Darnell 
1995; Levy und Darnell 2002). Am carboxyterminalen Ende sitzt die Transaktivierungsdo-
mäne (TAD), gefolgt von der Src-homology-Domäne (SH2), der Linker-Domäne (LD), der 
DNA-Bindedomäne (DBD), der Coiled-coil-Domäne (CCD) und schließlich der aminoter-
minalen Domäne (ND). 
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Abbildung 1: Domänenstruktur des STAT1-Proteins.  

ND: Aminoterminale Domäne, CCD: Coiled-Coil-Domäne, DBD: DNA-Bindedomäne, LD: Linker-Domäne, SH2: Src-Homology-Do-
mäne; TAD: Transaktivierungsdomäne. 

 

Die carboxymal gelegene Transaktivierungsdomäne von STAT1 beinhaltet die beiden phos-
phorylierbaren Aminosäurereste Ser727 und Tyr701. Darnell und Koautoren konnten zei-
gen, dass die Phosphorylierung am Tyrosinrest 701 essentiell für die Dimerisierung ist 
(Darnell et al. 1994). Die Phosphorylierung am Serinrest 727 ermöglicht die maximale tran-
skriptionelle Aktivität durch Bindung von essentiellen Kofaktoren. STAT1-Proteine, welche 
an Ser727 mutiert sind, können nur schlecht mit BRCA1 interagieren, wie Toru Ouchi und 
Koautoren 2000 beschrieben (Ouchi et al. 2000).  

Der Bereich der Scr-Homology-Domäne ist am höchsten konserviert innerhalb der STAT-
Familie (Schindler und Darnell 1995). Durch sie erfolgt die Interaktion mit phosphorylierten 
Tyrosinresten in anderen Protein-Molekülen, so beispielsweise zwischen STAT-Monomeren 
zur Bildung von Dimeren und den nichtkovalent gebundenen Janus-Kinasen, die ebenfalls 
über eine SH2-Domäne verfügen (Darnell 1997).  

Die hoch konservierte Linker-Domäne verbindet die DNA-Bindedomäne mit der SH2-Do-
mäne und beinhaltet bei STAT1 die Aminosäuren 488 bis 575 (Chen et al. 1998; Levy und 
Darnell 2002). Lange Zeit war die eindeutige Funktion dieser Domäne unklar, bis Yang und 
Koautoren die Mutante STAT1-K544A/E545A beschrieben, welche zwar eine normale Ty-
rosin- und Serin-Phosphorylierung, eine regelhafte Kernakkumulation und eine hohe Affini-
tät zu STAT-Bindestellen innerhalb der DNA bei Gelshift-Versuchen aufwies, doch zeigte 

die Mutante in Antwort auf IFNg-Stimulation, bei der STAT1-Homodimere gebildet wer-
den, keine transkriptionelle Aktivität (Yang et al. 2002). Aber die Mutante imponierte in Ant-

wort auf IFNa-Exposition, bei der sich STAT1/STAT2-Heterodimere in Kooperation mit 
ISGF-2/p48/IRF-9 formen, mit Genaktivität. Der Grund dafür ist eine substanziell redu-
zierte Verweildauer der STAT1-Homodimere an DNA-Bindestellen (Yang et al. 2002). Au-
ßerdem scheint die Linker-Domäne eine entscheidende Rolle bei der transporterunabhängi-
gen, nukleozytoplasmatischen Translokation von unphosphorylierten STAT1-Monomeren 
zu spielen. Marg und Koautoren alkylierten den Aminosäurerest Cys543 innerhalb der Lin-
ker-Domäne, woraufhin STAT1-Moleküle nicht mehr die Kernmembran überqueren konn-
ten (Marg et al. 2004).  
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Die DNA-Bindedomäne, von AS 317 bis 487, beinhaltet eine immunglobinähnliche Struktur, 

aufgebaut aus b-Faltblattstrukturen. Damit weist sie eine hohe Ähnlichkeit zum strukturellen 

Aufbau der DNA-Bindedomänen der Transkriptionsfaktoren NF-kB oder p53 auf. Bis auf 
diese Ähnlichkeit sind die Proteine allerdings nicht miteinander verwandt. Um DNA binden 
zu können, müssen sich zunächst parallele STAT-Dimere bilden, wodurch die jeweiligen 
DNA-Bindedomänen entgegengesetzte palindromische DNA-Sequenzen binden und sich 
nicht berühren. Die Aminosäurereste N460 und K336 eines jeden Monomers berühren die 
große Furche, der Aminosäurerest E421 hingegen die kleine Furche der DNA (Chen et al. 
1998). Kawata und Koautoren beschrieben eine Homologie von STAT im Bereich der 
DNA-Bindedomäne und der SH2-Region des Menschen im Vergleich zum Schleimpilz 
Dictyostelium discoideum, was einen alten evolutionären Ursprung dieser Proteinfamilie nahelegt 
(Kawata et al. 1997).  

Die Coiled-Coil-Domäne ist in Protein-Protein-Interaktionen einbezogen (Horvath et al. 
1996). Sie besteht aus vier Helices und beinhaltet die Aminosäurereste 136 bis 316. Begitt 
und Koautoren zeigten, dass es leucinreiche Abschnitte in der vierten Helix der CCD gibt, 
die ein nukleäres Export-Signal (NES) bilden, welches essentiell für den effizienten nukleären 
Export ist (Begitt et al. 2000). Die Mutation von zwei Leucinresten in dieser Helixstruktur 
reichte für eine Verminderung der nukleären Exportrate aus, was mit einer reduzierten tran-

skriptionellen Antwort auf IFNg-Stimulation einherging, da die nukleozytoplasmatische 
Translokation insgesamt beeinträchtigt war. Außerdem ist die CCD auch an der Bindung 
von transkriptionellen Kofaktoren, wie etwa p48, beteiligt. Der IFN-regulatorische Faktor 9 
(p48) dient zur Bildung des ISGF-3-Transkriptionskomplexes, der sich normalerweise in 

Antwort auf IFNa bildet (Shuai 2000). Schließlich wird durch die CCD die antiparallele Di-
merform stabilisiert, wie von mehreren Autoren gezeigt wurde (Mao et al. 2005; Mertens et 
al. 2006).  

Die aminoterminale Domäne umfasst die ersten 135 Aminosäurereste und dient wie die 
CCD auch der Protein-Protein-Interaktion. Sie beeinflusst Rezeptorinteraktion sowie Phos-
phorylierungs- und Dephosphorylierungsprozesse (Shuai et al. 1996; Murphy et al. 2000). 
Außerdem bindet sie transkriptionelle Kofaktoren und vermittelt die kooperative DNA-Bin-
dung von STAT-Dimeren (Vinkemeier et al. 1998; Xu et al. 1996; Zhang et al. 1996; Zhang 
und Darnell 2001). Die Struktur von isolierten aminoterminalen Domänen zeigt ausschließ-
lich Helixstrukturen. In Lösung isoliert vorliegend formen sie über zwei alternative Bin-
dungsoberflächen jeweils stabile Dimere, wobei eine dieser Oberflächen für die Tetrameri-
sierung verantwortlich ist. Selbige ist auch für die Interaktion mit der Phosphatase TC45 
zuständig (Meyer et al. 2004). Meyer und Koautoren konnten anhand der generierten 
STAT1-F77A-Mutante zudem zeigen, dass die Tetramerisierung keine multiplen GAS-Bin-
destellen erfordert und dass sie für eine maximale transkriptionelle Aktivität benötigt wird. 
Die aminoterminale Domäne von STAT1 interagiert mit PIAS1, einem Inhibitor der STAT-
Proteine (Shuai 2000). 
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Abbildung 2: Kristallstruktur eines an DNA gebundenen, trunkierten STAT1-Dimers. 

Links ist die Tertiärstruktur eines DNA-gebundenen, trunkierten STAT1-Dimers mit α-Helices und β-Faltblattstrukturen, rechts eine 
Oberflächenstruktur präsentiert. Dargestellt ist jeweils die SH2-Domäne in Lila, die Linker-Domäne in Rot, die DNA-Bindedomäne in 
Hellblau und die Coiled-Coil-Domäne in Grün mit der DNA-Doppelhelix in Orange. Der der Arbeit zugrundeliegende Aminosäurerest 
E449 ist in Pink dargestellt. 

 

Die Zelle kann auf extrazelluläre Polypeptid-Signale durch die Aktivierung des JAK/STAT-
Signalweges mit Genexpression reagieren (Mertens und Darnell 2007). Mit am besten unter-
sucht wurde der Ablauf der STAT-Aktivierung durch Interferone. Hinsichtlich des Aktivie-

rungsmechanismus wird zwischen der Aktivierung durch die Typ-I-Interferone a, b, v und 

t, durch das Typ-II-Interferon g und durch das Typ III-Interferon l unterschieden (Platanias 

2005). Im Folgenden werden die IFNa-abhängige und die IFNg-abhängige Dimerisierung 

der STAT-Moleküle erläutert. Als Beispiel-Interferon für Typ-I-IFN soll im Weiteren IFNa 

dienen. IFNa bindet an der Zelloberfläche seinen Rezeptor, den Typ-I-IFN-Rezeptor 
(Langer und Pestka 1988). Dieser besteht aus zwei Untereinheiten, IFNAR1 und IFNAR2. 
IFNAR1 interagiert mit der nicht-kovalent gebundenen Tyrosinkinase 2 (TYK2), wohinge-
gen IFNAR2 mit der nicht-kovalent gebundenen Janus-Kinase 1 (JAK1) assoziiert ist 
(Darnell et al. 1994; Ihle 1995; Platanias 2003; Chen et al. 2004). Liganden-abhängig di-
merisieren die Untereinheiten des Typ-I-IFN-Rezeptors, und es kommt zur Autophosphor-
ylierung und zur Transphosphorylierung von JAK1 und TYK2. Diese wiederum aktivieren 
mit ihrer Kinaseaktivität sowohl die carboxyterminalen, intrazellulären Rezeptorbestandteile, 
welche als Zielstruktur für SH2-Domänen der STAT-Proteine fungieren, als auch die 
STAT1-Moleküle selbst durch Tyrosinphosphorylierung an Position 701 (Shuai et al. 1993; 
Stark et al. 1998). Phosphoryliert werden sowohl STAT1-, als auch STAT2-Moleküle. Die 
jeweiligen SH2-Domänen von STAT1 und STAT2 können nun über den Phosphotyrosin-

rest des Partners parallele Heterodimere bilden (Levy und Darnell 2002). Über die IFNa-
Stimulation bilden sich sowohl STAT1/STAT2-Heterodimere, als auch STAT1/STAT1-
Homodimere aus (Platanias 2005). Letztere werden nachfolgend bei der Erläuterung der 

IFNg-Aktivierung näher beschrieben. Auch wenn nicht durch IFN stimuliert sind nicht-
phosphorylierte STAT-Proteine wahrscheinlich in der Lage, Dimere beziehungsweise höhere 
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Ordnungsformen in Form von Oligomere auszubilden (Ndubuisi et al. 1999; Haan et al. 
2000). STAT1/STAT2-Heterodimere bilden mit dem IFN-regulatorischen Faktor 9, kurz 
IFR9, welcher keiner Phosphorylierung zur Aktivierung bedarf, den ISGF3-Komplex (IFN-
stimulated gene (ISG) factor 3) (Veals et al. 1992; Schindler et al. 1992). Dieser bindet, einmal 
in den Nukleus transloziert, ISRE-Bindestellen und initiiert Genexpression (Reich et al. 
1987).  

IFNg bindet seinen aus den beiden Untereinheiten IFNGR1 und IFNGR2 bestehenden 
Typ-II-IFN-Rezeptor, dieser dimerisiert analog zum oben beschriebenen Typ-I-IFN-Rezep-
tor, und es folgt eine Auto- und Transphosphorylierung des Rezeptors und der assoziierten 

Janus-Kinasen (Platanias 2005). In durch IFNg stimulierte Zellen wird nur STAT1 phospho-
ryliert, es bilden sich folglich nur STAT1-Homodimere aus (Schindler und Darnell 1995). 

Die STAT1-Homodimere gelangen in den Nukleus, binden ihre IFNg-abhängigen Promo-
toren (GAS-Bindestellen) und sorgen so für Genexpression (Lew et al. 1989; Decker et al. 
1991). 

 

Abbildung 3: Schematische Darstellung des JAK/STAT1-Signalweges. 

Links: Typ-II-IFN-abhängige Aktivierung des JAK/STAT-Signalweges. IFNg bindet den aus den Untereinheiten IFNGR1 und IFNGR2 
bestehenden Typ-II-IFN-Rezeptor. Dieser dimerisiert, gefolgt von der Tyrosinphosphorylierung des Rezeptors und der assoziierten Janus-
Kinasen JAK1 und JAK2. Nachfolgend werden STAT1-Proteine phosphoryliert, und es bilden sich STAT1-Homodimere. Die STAT1-

Homodimere gelangen in den Nukleus, binden IFNg-abhängigen Promotoren und aktivieren die Genexpression. 

Rechts: Typ-I-IFN-abhängige Aktivierung des JAK/STAT-Signalweges. IFNα bindet den aus den Untereinheiten IFNAR1 und IFNAR2 
bestehenden Typ-I-IFN-Rezeptor, worauf dieser dimerisiert. Durch Auto- und Transphosphorylierung des Typ-I-IFN-Rezeptors werden 
die assoziierte Tyrosinkinase 2 (TYK2) und JAK1 aktiviert. Sie phosphorylieren STAT1 und STAT2, es bilden sich STAT1/STAT2-Hete-
rodimere aus. Die STAT1/STAT2-Heterodimere binden IRF9, translozieren in den Kern und bilden an den IFN-stimulated response elements 
(ISRE) den IFN-stimulated-Gene-Factor-3-Komplex (ISGF3-Komplex) aus. 

Die Kernmembran stellt für Proteine über einem Molekulargewicht von 40 kDa ein Hinder-
nis dar, kleinere Proteine hingegen können frei zwischen Zytoplasma und Kern hin und her 
diffundieren (Paine und Feldherr 1972). Da STAT-Proteine eine Molekülmasse von weit 
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über diesem Grenzwert aufweisen, müssen sie auf andere Weise in den Nukleus gelangen. 
Man unterscheidet zwischen transporterabhängiger und transporterunabhängiger nukleozy-
toplasmatischer Translokation. Während der transporterabhängige Kernimport bzw.  
-export von STAT-Dimeren nur unter Zytokin-Stimulation suffizient ablaufen kann, werden 
unphosphorylierte STAT-Moleküle bei der transporterunabhängigen Variante  
ununterbrochen zwischen Nukleus und Zytoplasma ausgetauscht. Im Folgenden werden 
beide möglichen Transportwege erläutert. STAT1-Proteine unterlaufen im Zytoplasma in 

Antwort auf eine IFNg-Stimulation und unter Vermittlung von JAK1 und JAK2 einer Phos-
phorylierung am Tyrosinrest 701, sie dimerisieren und bilden nun ein Ziel für Importine 
(Sekimoto et al. 1997). Importine und Exportine gehören zur Superfamilie der Karyopherine, 
welche den Transport von Proteinen durch Kernporenkomplexe (NPC, nuclear pore complexes) 
vermitteln (Fahrenkrog et al. 2004; Fernandez-Martinez und Rout 2012). Karyopherine er-
kennen und binden ihre Substrate, genannt Cargos. Diese enthalten mehr oder minder kon-
servierte Motive auf Proteinoberflächen, welche entweder Import- oder Exportsignale dar-
stellen. Ein Importsignal, auch nukleäres Lokalisationssignal (NLS, nuclear localization signal) 
genannt, ist üblicherweise reich an basischen Aminosäureresten, wie Arginin und Lysin, wo-
hingegen ein Exportsignal eher hydrophobe Reste aufweist, wie beispielsweise die von Leu-
cin (Mattaj und Englmeier 1998). STAT1-Proteine weisen nur in Dimerform ein dimerspe-
zifisches NLS (dsNLS) auf, welches sich in der DNA-Bindedomäne des Dimers befindet 

und von dem Importina5-Protein, einem STAT-spezifischen Karyopherine, erkannt wird 
(Fagerlund et al. 2002; McBride et al. 2002). Auch Aminosäurereste in der CCD und im 

Aminoterminus scheinen den STAT-Importina5-Komplex für STAT3 zu stabilisieren (Ma 
et al. 2003). STAT1-Mutanten, denen der Aminoterminus fehlte, zeigten keinerlei Kernak-
kumulation auf und waren aufgrund der zytoplasmatischen Retention hyperphosphoryliert 

(Strehlow und Schindler 1998). Die Bindung von STAT1-Dimeren an Importina5 im Zyto-
plasma geschieht bei einer hohen Konzentration von RanGDP, welche durch die Hydrolyse 
von RanGTP durch die RanGAP, einem Enzym mit RanGTPase-Aktivität, entsteht. Unter 
diesen Umständen können Exportine ihre Substrate auch wieder entladen (Mattaj und 

Englmeier 1998). Der STAT1-Importina5-Komplex bindet mit Hilfe der N-terminal im Im-

portina-Molekül befindlichen Importinb-Bindedomäne (IBB) Importinb, so dass der Trans-
port in den Kern ablaufen kann (Sekimoto et al. 1996; Sekimoto et al. 1997; Nardozzi et al. 
2010a). Der Transportkomplex legt schätzungsweise eine Strecke von 200 nm durch das 
NPC zurück (Nardozzi et al. 2010b). Im Kern sorgen hohe RanGTP-Konzentrationen, ge-
neriert durch das Enzym RCC1, für die Entladung der Importine. Gleichzeitig wird dadurch 
die Beladung der Exportine mit unphosphorylierten STAT1-Monomeren katalysiert (Mattaj 
und Englmeier 1998). Im Falle von STAT1 handelt es sich bei den Exportinen um ein Pro-
tein namens chromosomal region maintenance 1 (CRM1). CRM1 nimmt STAT1-Monomere bei 
hohen RanGTP-Konzentrationen auf und schleust diese durch den NPC. Im Zytoplasma 
sorgt die Hydrolyse von RanGTP wiederum für die Entladung des Transporters. Die 
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nukleozytoplasmatische Translokation mit Hilfe von Importinen und Exportinen ist dem-
entsprechend energieabhängig.  

Transporterunabhängig gelangen nur unphosphorylierte STAT1-Moleküle in den Kern. 
Meyer und Koautoren zeigten, dass Loss-of-function-Mutanten von STAT1 im Bereich des 
dsNLS nicht in der Lage waren, phosphoryliert in den Kern zu gelangen. Nichtsdestotrotz 
konnten signifikante Mengen von unphosphorylierten STAT1-Mutanten im Nukleus von 
unstimulierten Zellen amplifiziert werden, sodass es einen interferon- und transporterunab-
hängigen Weg in den Nukleus geben muss (Meyer et al. 2002b). Diese Beobachtungen wur-
den auch für andere Mitglieder der STAT-Familie und für STAT1-Mutanten mit Punktmu-
tationen an Position 701 oder innerhalb der SH2-Domäne gemacht (Chatterjee-Kishore et 
al. 2000; Meyer et al. 2002a). Auch in Versuchen, in denen digitoninpermeabilisierte Zellen 
zusammen mit rekombinantem STAT1 verwendet wurde, konnte gezeigt werden, dass nur 
unphosphorylierte STAT1-Proteine die Kernmembran überqueren konnten (Adam et al. 
1990). Anscheinend übernimmt die Linker-Domäne eine entscheidende Aufgabe beim trans-
porterunabhängigen Import in den Nukleus, wie Versuche von Marg und Koautoren nahe-
legten (Marg et al. 2004). An einer unspezifischen Position innerhalb der Linker-Domäne 
alkylierte STAT1-Moleküle konnten die Kernmembran nicht überqueren.  

Um den transporterunabhängigen Kernexport zu untersuchen, wird der CRM1-Inhibitor 
Leptomycin B verwendet. In unstimulierten Zellen kam es daraufhin nicht zu einer Kernak-
kumulation von STAT1, sodass man fälschlich zunächst davon ausging, es gäbe keine nuk-
leozytoplasmatische Translokation in unstimulierten Zellen (McBride et al. 2000). Doch wer-
den Zellen mit Interferon stimuliert und nachfolgend mit Leptomycin B inkubiert, wurde 
der nukleäre Export zwar erniedrigt, doch nicht vollständig blockiert, was für einen trans-
porterunabhängigen und leptomycin-B-insensitiven nukleären Exportmechanismus spricht 
(Begitt et al. 2000). Schließlich konnte gezeigt werden, dass STAT1-Moleküle über direkte 
Interaktion mit den Nukleoporinen zwischen Nukleus und Zytoplasma hin und her gelangen 
(Marg et al. 2004).  

Während Interferonstimulation durchläuft STAT1 kontinuierlich Zyklen von Aktivierung 
durch Phosphorylierung, Kernakkumulation, Transkription, Dephosphorylierung und Nuk-
leusexport. Um nach der Transkription die Kernmembran zurück in das Zytoplasma über-
queren zu können, muss das parallele STAT1-Dimer zunächst von der Ziel-DNA dissoziie-
ren und dephosphoryliert werden. Die Sequenzspezifität der DNA-Bindestelle bestimmt die 
Affinität des STAT-Dimers und beeinflusst so maßgeblich die Dissoziationsrate der STAT1-
Proteine (Meyer und Vinkemeier 2004).  

Das parallele Phospho-STAT1-Dimer kann nicht direkt Ziel einer nukleären Phosphatase 
wie TC45 oder SHP2 sein (Mertens und Darnell 2007). Dazu müssen sich wahrscheinlich 
erst die reziproken SH2-Phophotyrosin-Verbindungen lösen (Kawata et al. 1997). Wie genau 
diese Dissoziation abläuft, bleibt bisher unbekannt (Zhong et al. 2005). Verschiedene Auto-
ren haben bereits von unphosphorylierten STAT-Dimeren in Zellextrakten berichtet 
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(Lackmann et al. 1998; Novak et al. 1998; Ndubuisi et al. 1999; Braunstein et al. 2003). Dies 
lässt den Schluss zu, dass phosphorylierte STAT-Proteine nur in Dimerform Ziel von Phos-
phatasen sind. Zudem vermuteten Mertens und Koautoren anhand epitopmarkierter Mole-
küle, dass diese während der Dephosphorylierung zusammenbleiben, was gegen eine Disso-
ziation des Dimers zu Monomere spricht (Mertens et al. 2006).  

Anhand von Kristallstrukturen konnte gezeigt werden, dass es zwei verschiedene Struktur-
möglichkeiten von STAT-Dimeren gibt. Entweder in einer parallelen Konformation, bei der 
sich die beiden Aminotermini in der Mitte beider Monomere treffen, oder in einer antiparal-
lelen Form, wo es Wechselwirkungen zwischen den Coiled-Coil-Domänen und der DNA-
Bindedomänen der Monomere untereinander gibt. Die beiden Aminotermini sind in der an-
tiparallelen Form analog zur isolierten Form in Lösung miteinander verbunden (Vinkemeier 
et al. 1998; Chen et al. 2003). Zudem gibt es lockere Bindungen der Aminotermini mit den 
DNA-Bindedomänen der beiden Protomere (Mao et al. 2005). Mao und Koautoren schlos-
sen daraus, dass unphosphorylierten Dimer in Lösung existieren könnten. 

Zhong und Koautoren stellten verschiedene Möglichkeiten vor, wie sich die Konfiguration 
von parallelen Phospho-STAT-Dimeren nach der Dissoziation von der Ziel-DNA verändern 
müsste, damit STAT-Proteine Ziel der Phosphatase werden können (Zhong et al. 2005). Die 
erste Möglichkeit besteht darin, dass sich die beiden Aminotermini des Dimers nach der 
Dissoziation von der DNA miteinander verbinden und die SH2-Phosphotyrosin-Interaktio-
nen gelöst werden. In dieser neuen Konfiguration wäre das STAT-Dimer  
Angriffsziel der Phosphatase. Die Erkenntnisse aus Versuchen mit der F77A-Mutante von 
STAT1 könnten diese Theorie stützen. Die zweite Möglichkeit baut auf der ersten auf, indem 
sich zunächst wieder ein paralleles und an den Aminotermini verbundenes STAT-Dimer bil-
det, das keine SH2-Phosphotyrosininteraktion mehr aufweist. Nun rotiert das eine Protomer 

über die flexiblen Aminotermini um 180°, sodass sich das antiparallele Dimer ausbilden 
kann, welches die phosphorylierten Tyrosinreste an Position 701 in entgegengesetzter Rich-
tung exponiert. Dieses Dimer wäre ein leichtes Ziel für die Phosphatase (Zhong et al. 2005).  

In Experimenten mit STAT1-Varianten mit Mutationen in der CCD/DBD beziehungsweise 
der ND, welche nicht eine unphosphorylierte, antiparallele STAT-Dimer-Konformation aus-
bilden können, konnten Zhong und Koautoren zeigen, dass diese STAT1-Mutanten hyper-
phosphoryliert waren und zudem eine Phosphatase-Resistenz aufwiesen. Die Menge an un-
phosphorylierten STAT-Dimeren in Lösung war bei diesen Mutanten signifikant herabge-
setzt. Da die genannten Mutationen in Bereichen eingeführt wurden, welche für die 
antiparallele Form maßgeblich sind, kamen Zhong und Koautoren zu dem Schluss, dass es 
eine Umlagerung vom parallelen Phospho-Dimer zum antiparallelen Phospho-Dimer von 
STAT1 geben müsse. Würde die erste Möglichkeit zutreffen, so hätte nur die STAT1-Mu-
tante in der ND eine Phosphatase-Resistenz gezeigt, nicht hingegen die CC/DBD-Mutante, 
sodass die zweite Möglichkeit favorisiert wird. In der antiparallelen Konfiguration würde das 
Exportsignal von Aminosäurerest 302 bis 314 exponiert sein, während das dsNLS zumindest 
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partiell versteckt wäre (Begitt et al. 2000; McBride et al. 2000; Fagerlund et al. 2002; McBride 
et al. 2002; Meyer et al. 2002b; Meyer et al. 2003). 

Einen einfachen Weg für die Suppression der STAT-Proteine stellen die zytoplasmatischen 
Phosphatasen dar. Diese dephosphorylieren Interferon-Rezeptoren, Janus-Kinasen und 
STAT-Proteine. Inzwischen sind einige von ihnen bekannt, doch die SHP (SH2-containing-
Protein-Tyrosine-Phosphatase-Proteine) sind wohl am besten charakterisiert (Rawlings et al. 
2004). SHP-Moleküle wurden bei der Analyse von motheaten Mäusen entdeckt. Diese Mäuse 
haben eine Mutation im Hcph-Genlocus, welcher für das SHP-1-Protein kodiert (Shultz et 
al. 1993; Tsui et al. 1993). In der Folge kommt es zu einer unkontrollierten Proliferation und 
Einwanderung von Makrophagen und Neutrophilen in Haut- und Lungengewebe. Dieser 
immunologische Defekt führt zu schwerwiegenden Pneumonien und gibt den betroffenen 
Mäusen ein mottenzerfressenes Aussehen (Shultz et al. 1997; Zhang et al. 2000). Die konsti-
tutiv exprimierten SHP-Proteine besitzen zwei aufeinanderfolgende SH2-Domänen am N-
Terminus und eine Tyrosin-Phosphatase-Domäne am C-Terminus (Wormald und Hilton 
2004).  

Protein-Inhibitoren von aktiviertem STAT (PIAS) werden ebenfalls konstitutiv exprimiert, 
können aber nur aktivierte STAT-Dimere binden und benötigen dementsprechend Interfe-
ron-Stimulation zur Inhibition von STAT-Proteinen (Liu et al. 1998). Mit STAT1-Proteinen 
interagieren PIAS1, PIAS3, PIASx und PIASy. Die PIAS-STAT1-Komplexe sind nicht in 
der Lage, GAS- oder ISRE-Bindestellen (PIAS1 und PIAS3) oder transkriptionelle Kofak-
toren (PIASx und PIASy) zu binden (Liu et al. 1998; Liu et al. 2001). Darüber hinaus wurde 
berichtet, dass PIAS1, PIAS3 und PIASx durch ihre SUMO-Ligase-Aktivität die SUMOyla-
tion von STAT1-Molekülen an K703 bewirkt (Rogers et al. 2003). SUMOylation ist ein zu 
Ubiquitinierung analoger Prozess, ebenfalls bestehend aus Aktivierung, Konjugation und Li-
gation, der der Degradation von Proteinen durch Proteasomen dient (Shuai 2006).  

SOCS-Gene (suppressor of cytokine signaling) sind Zielgene des JAK/STAT-Signalweges, sodass 
eine negative Rückkopplung entsteht (Naka et al. 1999). Anhänger der SOCS-Familie besit-
zen eine zentral gelegene SH2-Domäne, flankiert durch eine aminoterminale Domäne und 
eine 40 Aminosäuren lange C-terminale SOCS-Box (Starr und Hilton 1998). Während 
SOCS2, SOCS3 und CIS phosphorylierte Aminosäurereste von Zytokin-Rezeptoren binden 
und so die Rekrutierung der STAT-Proteinen behindern, interagiert SOCS1 mit Janus-Kina-
sen und inhibiert spezifisch deren Kinaseaktivität (Yoshimura et al. 1995; Endo et al. 1997; 
Schmitz et al. 2000; Greenhalgh et al. 2002).  

Eine dritte Möglichkeit der Negativregulation des JAK/STAT-Signalweges liegt in der 
SOCS-Box begründet. Diese formt mit Elongins B, Elongins C, Cullin-5 und Rbx1 einen 
E3-Ubiquitin-Ligasekomplex und vermittelt so die proteasomale Degradierung der gebun-
denen Partner, wie beispielsweise JAK2 (Kamura et al. 2001).  

STAT1b als carboxyterminal gekürzte STAT1-Splicing-Form weist keine transkriptionelle 

Aktivität in Antwort auf eine IFNg-Stimulation auf. Nichtsdestotrotz kann es als Teil des 
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ISGF3-Komplexes bei beispielsweise IFNa-Stimulation Genexpression auslösen. Bei Über-
expression von trunkierten STAT-Proteinen tritt ein dominant-negativer Effekt auf, wohin-

gegen es bei einer Knockout-Maus von STAT3b zu einer beeinträchtigten Erholung bei En-
dotoxin-Schock kommt (Yoo et al. 2002). Daher ist davon auszugehen, dass die balancierte 

Translation von STAT1a und STAT1b zu einer modulierten Expression von Zielgenen bei-
trägt (Levy und Darnell 2002). 

STAT1-Proteine spielen eine wichtige Rolle als Tumorsuppressoren. Sie können bei IFNg-
abhängiger Aktivierung Apoptose entweder über vermehrte Transkription von pro-apopto-
tischen Proteinen wie Caspase 1, Caspase 8 und Bak oder Inhibition der Transkription von 
anti-apoptotischen Molekülen wie BCL-2 oder BCL-xL steuern. Sie regulieren zudem die 
Transkription und Expression von verschiedenen zellzyklusregulierenden Genen wie 
p21WAF1, p27Kip1 und Cyclin D1 (Bernabei et al. 2001; Fulda und Debatin 2002; Zhang et al. 
2014). Auch durch direkte Protein-Protein-Interaktionen mit p53 sind STAT1-Moleküle in 
der Lage, Apoptoseprozesse zu initiieren (Townsend et al. 2004). 

STAT1-Proteine regulieren zudem die Expression von MHC Klasse I in zytotoxischen  
T-Zellen und ermöglichen so dem Immunsystem, Tumorabwehr zu betreiben. In Melanom-
zellen konnte eine positive Korrelation zwischen STAT1-Phosphorylierung und dem Ex-
pressionsgrad von MHC Klasse I gezeigt werden (Rodríguez et al. 2007). Als möglichen Me-
chanismus für eine erniedrigte STAT1-Phophorylierung und damit einhergehende MHC-
Klasse-I-Erniedrigung auf der Zelloberfläche ließ sich eine Hochregulierung von SHP-2-
Proteinen als Negativregulator von STAT1 in Kopf- und Halstumoren nachweisen 
(Leibowitz et al. 2013). Aktiviertes STAT1-Protein ist zudem in der Lage, die Expression 
von pro-angiogenetischen Molekülen, wie dem basischen Fibroblasten-Wachstumsfaktor 
(bFGF, basic fibroblast growth factor), dem vaskulären endothelialen Wachstumsfaktor 
(VEGF/VPF, vascular endothelial growth factor/vascular permeability factor) und den Matrix-Me-
talloproteinasen 2 und 9 (MMP-2, MMP-9), zu inhibieren (Huang et al. 2002). Dieser Effekt 
konnte auch in nicht-kleinzelligen-Bronchialkarzinomen bei IL-27-Stimulierung nachgewie-
sen werden (Kachroo et al. 2013). Somit hemmen aktivierte STAT1-Proteine Angiogenese 
und damit verbunden das Wachstum von Tumoren. Die Hemmung von Tumorsuppressoren 
spielt eine Schlüsselrolle in der Onkogenese von Tumoren. Reduzierte Expressionslevel be-
ziehungsweise verminderte Aktivierung von STAT1 wurde in mehreren Tumorarten nach-
gewiesen, darunter in Mamma-Karzinomen, Adenokarzinomen des Ösophagus, in kolorek-
talen Karzinomen, in Bronchial-karzinomen, Melanomen und Magenkarzinomen 
(Adámková et al. 2007; Chen et al. 2015; O’Shea et al. 2015; Meissl et al. 2017). Demgegen-
über zeigte sich eine positive Korrelation zwischen STAT1-Expressionslevel und der Krank-
heitsprognose von onkologischen Patienten (Chen et al. 2013; Gordziel et al. 2013; Zhang et 
al. 2014).  

Auch wenn der überwiegende Anteil der gegenwärtigen Publikationen die Rolle von STAT1 
als Tumorsuppressor unterstützt, zeigen sich zunehmend auch Hinweise bezüglich eines 
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modulierend onkogenen Potentials. Aberrante Aktivierung von STAT1-Proteinen wurde in 
Mamma-Karzinomen, Kopf und Hals-Tumoren, Pleuramesotheliomen sowie Lymphomen 
nachgewiesen (Buettner et al. 2002; Arzt et al 2014). Ebenso zeigten sich schlechtere klini-
sche Prognosen bei onkologischen Patienten mit höheren unphosphorylierten bzw. phos-
phorylierten STAT1-Konzentrationen (Duarte et al. 2012). Diese Beobachtung wurde auch 
in Patienten mit Mamma-Karzinomen auf Ebene der STAT1-mRNA bestätigt (Tymoszuk 
et al. 2014). Es konnte zudem gezeigt werden, dass renale Tumorzellen durch verminderte 
Translation von STAT1 mittels siRNA empfindlicher gegenüber Chemo- und Radiotherapie 
wurden (Hui et al. 2009; Zhu et al. 2012).  

Polymorphismen beziehungsweise Mutationen im Gen von STAT1 können zu aberanten 

Phänotypen im IFNg-abhängigen JAK/STAT-Signalweg führen. Gain-of-function-Mutati-
onen (GOF), beschrieben in der Coiled-Coil-, der DNA-Binde- oder in der SH2-Domäne 
von STAT1-Molekülen, können eine Hyperphosphorylierung und reduzierte Dephosphory-
lierung zur Folge haben (Liu et al. 2011; Smeekens et al. 2011; Yamazaki et al. 2014; 
Meesilpavikkai et al. 2017). Bei Überaktivität von STAT1 kommt es zu einer reziproken 
Hemmung von STAT3, welche zum jetzigen Stand noch nicht vollständig verstanden ist. 
Dadurch ist die STAT3-abhängige Differenzierung von Th17-Zellen reduziert, was eine feh-
lerhafte Abwehr von Pilzinfektionen bedingen kann. Eine der häufigsten klinischen Phäno-
typen dieser monogenetisch bedingten Erkrankungen ist die chronische mukokutane Candi-
diasis. Jedoch zeigen Patienten mit GOF-Mutationen von STAT1-Proteinen auch eine er-
höhte Anfälligkeit für andere Pilz-, Virus- oder bakteriell bedingte Infektionen (Kaleviste et 
al. 2019). Loss-of-function-Mutationen (LOF) führen hingegen zu einer fehlerhaften bakte-
riellen Abwehr, insbesondere zu einer reduzierten Abwehr gegenüber  
mykobakteriellen Infektionen. Klinisch manifestieren sich beispielweise rekurrierende und 
disseminierte Infektionen des normalerweise apathogenen Bacillus-Calmette-Guérin-Stam-
mes (BCG) (O’Shea et al. 2015).  

Aufgrund der pathophysiologischen Bedeutung für die Genese von autoimmunen, onkolo-
gischen und infektiösen Erkrankungen bietet der JAK/STAT-Signalweg auf verschiedenen 
Ebenen der Signalkaskade potentielle Angriffspunkte zur therapeutischen Intervention. Re-
kombinant hergestellte Interferone als direkte Liganden der Typ-I-IFN-Rezeptoren werden 
als Eskalationstherapie der schubförmig remittierende multiple Sklerose oder in der onkolo-
gischen Therapie bei verschiedenen Krebsformen, darunter Melanome, Nierenzellkarzinome 
oder Kaposi-Sarkome, genutzt (González-Navajas et al. 2012).  

Auf Ebene der Janus-Kinasen wurden Jakinibs entwickelt. Jakinibs der ersten Generation 
blockieren spezifisch die ATP-Bindung der Kinase-Domäne der Janus-Kinasen mit Aus-
nahme von TYK2 und führen so zu einer verminderten Phosphorylierung von STAT-Mo-
lekülen. Einsatz finden diese in Phase II- beziehungsweise III-Studien in der Therapie von 
autoimmunen Krankheiten, wie der rheumatoiden Arthritis, der Psoriasis oder der Colitis 
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ulcerosa. Ebenso wurden positive Effekte bei der Prävention von Abstoßungsreaktionen 
nach Nierentransplantation beobachtet (Schwartz et al. 2016). 

Prinzipiell können auch STAT-Moleküle Angriffsziele einer therapeutischen Intervention 
darstellen. Konzeptionell könnte diese über eine Inhibition der Phosphorylierung, über die 
Blockierung der SH2-Domänen, welche für die Bindung von an Tyrosin phosphorylierten 
Rezeptoren oder die Dimerisierung verantwortlich sind, über die Hemmung des Kerntrans-
ports oder eine Blockade der DNA-Bindung der STAT-Proteine erfolgen (O’Shea et al. 
2015). Ebenso möglich wäre eine Inhibierung der Genexpression der STAT-Moleküle selbst. 
Erstere Mechanismus wurde mit Hilfe der Jakinibs bereits umgesetzt. Des Weiteren wurden 
bislang verschiedene auf oligonukleotidbasierende direkte STAT-Inhibitoren, insbesondere 
auf STAT3-Proteine zielend, entwickelt. Diese binden STAT-Moleküle im Bereich der 
DNA-Bindedomäne und verhindern so die Expression der Zielgene (Sen et al. 2012). Als 
komplementäre Antisense-RNA-Oligonukleotide können sie zudem für STAT-Proteine ko-
dierende mRNA binden und somit die Proteinbiosynthese auf Ebene der Translation hem-
men (Hong et al. 2015). Eine weitere Möglichkeit besteht durch eine selektive Hemmung 
von phosphorylierten STAT-Proteinen durch Intrabodies. Diese chimären Kanninchen-
/Human-Antikörperfragmente (FAB) wurden bereits für STAT3-Moleküle entwickelt und 
zeigen eine selektive Hemmung von an Tyrosin705 phosphorylierten STAT3-Molekülen. 
Dabei werden an Serin727 phosphorylierte oder unphosphorylierte STAT3-Proteine nicht 
inhibiert (Koo et al. 2014). Herausforderungen im Gebiet der STAT-Inhibitoren stellen bis-
lang die geringe Bioverfügbarkeit, die niedrige In-Vivo-Effektivität und die häufig fehlende 
Selektivität innerhalb der STAT-Familie dar (O’Shea et al. 2015).  
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2 Material 

2.1 Humane Zelllinien 

HeLa 
Humane Epithelzellen eines Zervixkarzinoms aus etablierter, permanenter Zell-
linie (bezogen von Prof. Dr. U. Vinkemeier) 

U3A 
aus 2fTGH entstandene STAT1-defiziente Zelllinie (bezogen von Prof. Dr. U. 
Vinkemeier) 

2.2 Chemikalien 

Agar Carl Roth, Karlsruhe 

Ammoniumperoxodisulfat  Carl Roth 

Ampicillin Sigma-Aldrich 

Borsäure Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg 

Bromphenol-Blau Sigma-Aldrich 

Dimethylsulfoxid (DMSO) Carl Roth 

Dithiothreitol (DTT) AppliChem, Darmstadt 

Ethanol Carl Roth 

Ethylendiamin-N,N,N´,N´-tetraessig-
säure (EDTA) 

Acros Organics 

Ethylenglycol-bis(Ethylennitrilo)-
N,N,N',N'-Tetraessigsäure (EGTA) 

Carl Roth 

Ficoll-Paque Plus Amersham Bioscience, Freiburg 

Formaldehyd Carl Roth 

Glycin Carl Roth 

Glycerin Carl Roth 
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Glycylglycin Sigma-Aldrich 

N-(2-Hydroxyethyl)-1-Piperazi-
noethansulfonsäure (HEPES) 

Carl Roth 

Hefeextrakt Carl Roth 

IGEPAL-CA-360 Sigma-Aldrich 

Kaliumchlorid Carl Roth 

Kanamycin Sigma-Aldrich 

β-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich 

Magnesiumchlorid-6-hydrat Sigma-Aldrich 

Magnesiumsulfat Carl Roth 

Methanol Sigma-Aldrich 

Natriumcarbonat Carl Roth 

Natriumchlorid Sigma-Aldrich 

Natriumdodecylsulfat (SDS) Carl Roth 

Natrium-ortho-Vanadat Sigma-Aldrich 

ortho-Nitrophenyl-β-D-Galactopyra-
nosid 

Sigma-Aldrich 

Pefabloc SC Roche, Grenzach 

2-Propanol Carl Roth 

Rinder-Serumalbumin (BSA) Carl Roth 

Rotiphorese Carl Roth 

Salzsäure Carl Roth 

Staurosporin Sigma-Aldrich 
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N,N,N´,N´-Tetramethylethylendiamin 
(TEMED) 

Carl Roth 

Tris-Hydrochlorid (Tris-HCl) Carl Roth 

Tris-(Hydroxymethyl)-Aminomethan 
(Tris-Base) 

Carl Roth 

Triton X-100 Sigma-Aldrich 

Trypton Carl Roth 

Tween-20 Sigma-Aldrich 

Wasserstoffperoxid Carl Roth 

2.3 Radiochemikalien 

Die α-[33P]-markierten Desoxynukleotide wurden vor Ablauf ihrer Halbwertszeit eingesetzt und 
besaßen eine spezifische Aktivität von 111 Tbq/mmol (Hartmann Analytic, Braunschweig). 

2.4 Puffer, Lösungen und Medien 

Zur Herstellung aller Puffer, Lösungen und Medien wurde entionisiertes Wasser mit Hilfe der 
Millipore-Anlage Milli-Q (Millipore, Schwalbach) generiert. Die Porengröße des Molekülfilters 
der Anlage betrug 0,22 µm. Der pH-Wert einzelner Lösungen wurde mit Hilfe des pH-Meters 
Seven Easy (Mettler Toledo, Gießen) eingestellt. Bei Bedarf konnten einzelne Lösungen über 0,2 
µm-Filter steril filtriert werden.  

2.5 Antikörper 

IRDye 800CW Anti-Kaninchen-IgG aus Ziege  
LI-COR Biosciences, Bad Hom-
burg 

Anti-STAT3 (H-190) 
Santa Cruz Biotechnology, Santa 
Cruz, CA, USA 

Anti-Phospho-STAT1 (Tyr 701) Cell Signaling, Danvers, Ma, USA 
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Anti-STAT1α-p91 (C-24) Santa Cruz Biotechnology 

Anti-STAT1α-p91 (E-23)  Santa Cruz Biotechnology 

Cy3-gekoppeltes Anti-Kaninchen-IgG aus Ziege  
Jackson ImmunoResearch, Suffolk, 
UK 

Mit Hilfe der polyklonalen Antikörper Anti-STAT1α-p91(C-24) und Anti-Phospho-STAT1 
(Tyr 701) als Primärantikörper, welche 1:1000 in 4% BSA mit Tris-gepufferter Salzlösung 
mit 0,05% Tween (TBS-T; 0,05% Tween-20, 137 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl, pH 7,4) ver-
dünnt waren, wurden Western-Blot-Experimente durchgeführt. Dabei diente das  
polyklonale IRDye 800CW Anti-Kaninchen-Immunglobulin-G (IgG) aus Ziege als Sekun-
därantikörper. Dieser wurde auf 1:10.000 in 4% BSA mit TBS-T verdünnt. Bei Supershift-
Reaktionen in elektrophoretischen Mobilitäts-Shift-Assays (EMSA) wurden Anti-STAT1α-
p91 (C-24) und Anti-STAT3 (H190) als polyklonale Primärantikörper genutzt. Diese wurden 
in einem Verhältnis von 1:20 in PBS verdünnt. Immunhistochemische Untersuchungen wur-
den mit Hilfe des Primärantikörpers Anti-STAT1α-p91 (C-24) durchgeführt, welcher 1:1000 
in 25% FBS mit PBS verdünnt wurde. Hier diente an Cy3-gekoppeltes Anti-Kaninchen-IgG 
aus Ziege, welches 1:500 in 25% FBS in PBS verdünnt wurde, als Sekundärantikörper. 

2.6 Reaktionskits 

Absolute-Blue-QPCR-SYBR-Green-Mix Thermo Scientific, Dreieich 

Luciferase-Assay-System Promega, Mannheim 

peqGold-Plasmid-Miniprep-Kit  Peqlab 

peqGold-total-RNA-Kit Safety-Line Peqlab 

QIAGEN-Plasmid-Maxi-Kit Qiagen, Hilden 

QuikChange II Site-Directed Mutagenesis-Kit Agilent Technologies 

Verso-cDNA-Kit 
Thermo Fisher Scientific Langensel-
bold 
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2.7 Enzyme und deren Inhibitoren 

Complete-Mini Protease Inhibitoren Roche, Grenzach 

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

Dpn I-Endonuklease und PfuUltra-HF Stratagene, La Jolla, USA 

PfuTurbo DNA-Polymerase Agilent Technologies 

Trypsin/EDTA-Lösung PAA, Pasching, Österreich 

2.8 Zytokine 

Es wurde humanes IFNg der Firma Biomol (Hamburg) für die Stimulation der Zellen ein-

gesetzt. IFNg wurde, wenn nicht anders abgegeben, in der Konzentration von 5 ng/µl ver-
wendet. 

2.9 Plasmide  

pEGFP-N1 

4,7 kb langer, optimierter Vektor mit 
verbesserten Fluoreszenz zur Expres-
sion von N-terminalen GFP-Fusions-
plasmiden in Säugerzellen 

Clonetech, Mountain 
View, USA 

pSTAT1α-GFP Humane STAT1α-cDNA  

(AS 1- 747) in pEGFP-N1  
Begitt et al. 2000 

pSTAT1α(E449A)-
GFP 

durch sequenzspezifische Mutation 
entstandenes Derivat von STAT1α-
GFP1, verwendetes Primerpaar: 
E449AF/E449AR 

die vorliegende Arbeit 

pcDNA3.1 
5,4 kb langer, eukaryotischer Expres-
sionsvektor 

Invitrogen 

pcDNA3.1-STAT1α 
humane STAT1α-cDNA kloniert in 
pcDNA3.1 

Dr. James E. Darnell,  
New York, USA 

pcDNA3.1-
STAT1α(E449A) 

durch sequenzspezifische Mutation 
entstandenes Derivat von 

die vorliegende Arbeit 
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pcDNA3.1-STAT1α, verwendetes 
Primerpaar: E449AF/E449AR 

pβGal 
7,4 kb langer Expressionsvektor der 
β-Galaktosidase 

Stratagene, La Jolla, 
USA 

pGAS3xLy6E 
Reportergenkonstrukt mit drei GAS-
Bindestellen 

Wen et al. 1995 

pIC-339 

 

Reportergenvektor mit dem trunkier-
ten Promotor des humanen ICAM-1-
Gens 

 

Prof. Dr. P. T. van der 
Saag, 

Utrecht, Niederlande 

pIC-1352 Reportergenvektor mit dem Promo-
tor des humanen ICAM-1- Gens 

Prof. Dr. P. T. van der 
Saag, 

Utrecht, Niederlande 

2.10 Oligonukleotide 

Primer für die sequenzspezifische Mutagenese 

E449A (FM) 5´-ggtttggtaattgacctcgcgacgacctctctgcccgttg-3` 

E449A (RM) 3´-caacgggcagagaggtcgtcgcgaggtcaattaccaaacc-5` 

Primer für die Sequenzierung 

312 F 5’-ttcagagctcgtttgtggtg-3’ 

611 R  5´-ctccacccatgtgaatgtga-3´  

Oligonukleotid-Sonden für den elektrophoretischen Mobilitäts-Shift-
Assay 

M67 F 5´-ttttcgacatttcccgtaaatctg-3´  

M67 R 5´-ttttcagatttacgggaaatgtcg-3´  
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GAS-nonGAS F 5´-ttttcgtttccccgaaattgacggatttaccccaac-3´  

GAS-nonGAS R 5´-ttttgttggggtaaatccgtcaatttcggggaaacg-3´  

2xGAS F 5´-tttttgtttccccgaaattgacggatttccccgaaac-3´  

2xGAS R 5´-tttttgtttcggggaaatccgtcaatttcggggaaac-3´  

2xnonGAS F 5´-ttttcgtttaccccaaattgacggatttaccccaac-3´  

2xnonGAS R 5´-ttttgttggggtaaatccgtcaatttggggtaaacg-3´  

Primer für die RT-PCR  

Die angegebenen Oligonukleotide wurden von Sigma-Aldrich (Taufkirchen) bezogen. 

hGAPDH F 5‘-gaaggtgaaggtcggagtc-3‘ hSTAT1 F 5´-ccgttttcatgacctcctgt-3´ 

hGAPDH R 5‘-gaagatggtgatgggatttc-3‘ hSTAT1 R 5´-tgaatattccccgactgagc-3´  

hIRF1 F 5‘-agctcagctgtgcgagtgta-3‘ hMCP1 F  5´-ccagtcacctgctgttataac-3´ 

hIRF1 R 5´-tagctgctgtggtcatcagg-3´  hMCP-1 R  5´-tggaatcctgaacccacttct-3´ 

hGBP1 F 5´-ggtccagttgctgaaagagc-3´  hCXCl10 F 5´-gtgagaagagatgtctgaatc-3´ 

hGBP1 R 5´-tgacaggaaggctctggtct-3´ hCXC10 R 5´-gtccatccttggaagcactgc-3´ 

hMIG1 F 5´-ccaccgagatccttatcgaa-3´  hSTAT3 F 5´-cccttggattgagagtcaaga-3´ 

hMIG1 R 5´-ctaaccgacttggctgcttc-3´  hSTAT3 R 5´-aagcggctatactgctggtc-3´ 
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2.11 Bakterienstämme und Medien 

 
E.coli DH5α 

 

Genotyp: F-φ80dlacZDM15 D(lacZYA-argF) U169 recA1 endA1 hsdR17(rk- 
mk+) phoA supE44 λthi-1 gyrA96 relA1 von Stratagene, La Jolla, (USA) 

 
 
E.coli XL1-
Blue 

 

Genotyp: recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac [F'proAB la-
cIqZ∆M15 Tn10 (Tetr)] von Stratagene 

 

Für die Anzucht der Bakterien wurden LB-Flüssigmedium, SOC-Medium oder LB-Agarplat-
ten verwendet, deren Komponenten sich wie folgt zusammensetzten: 

 

Die LB-Agarplatten und die LB-Flüssigmediums wurden für eine 30 min bei 1,5 bar und 
121°C autoklaviert. Anschließend dienten Kanamycin (50 µg/ml) oder Ampicillin (100 
µg/ml) als Selektionsmarker. Die Autoklavierung des SOC-Mediums lief für 20 min bei 
121°C ab. Anschließend wurde dem Medium 20 mM steril gefilterte Glucose hinzugefügt. 

2.12 Geräte und Verbrauchsmaterialien 

Die Geräte und Verbrauchsmaterialen dieser Arbeit entstammen folgender Firmen: 

Biometra (Göttingen) Nunc (Roskilde, Dänemark) 

B. Braun AG (Melsungen) PEQLAP (Erlangen) 

Carl Roth (Karlsruhe) Sarstedt (Nümbrecht) 

LB-Medium LB-Agar SOC-Medium 

1% Trypton 1% Trypton 2% Trypton 

0,5% Hefeextrakt 0,5% Hefeextrakt 0,5% Hefeextrakt 

1% NaCl 1% NaCl 10 mM NaCl 

pH 7,0  (eingestellt durch 
NaOH) 

1,5% Agar-Agar 2,5 mM KCl 

pH 7,0  (eingestellt durch 
NaOH) 

20 mM MgSO4 

pH 7,5 



2 Material 21 

Eppendorf (Hamburg) Thermo-Fisher (Dreieich) 

Greiner Bio-One  (Frickenhausen) VWR (Darmstadt) 

 

Falls erforderlich wurden diese in den jeweiligen Kapiteln detaillierter beschrieben. 
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3 Methoden 

Die genutzten gentechnischen Methoden sind etablierte Verfahren zur Konstruktion und 
Charakterisierung von Mutanten zu untersuchender Proteine wie des STAT1-Moleküls. Im 
Folgenden werden die verwendeten Protokolle beschrieben, z.T. angelehnt an publizierte 
Dissertationsschriften der eigenen Arbeitsgruppe für Molekulare Psychokardiologie (Staab 
2011; Bolten 2013; Naegeler 2014; Grebe 2016; Hüntelmann 2017). 

3.1 Zellkulturmethoden 

3.1.1 Kultivierung von Säugerzellen 

In dieser Arbeit wurden U3A- und HeLa-S3-Zellen verwendet. Die Behandlung der Zellen 
erfolgte in 75-cm2-Zellkulturflaschen (Cellstar, Greiner Bio-One, Frickenhausen) unter Si-
cherheitswerkbänken (Herasafe K2, Thermo Scientific, Dreieich). Die U3A-Zellen wurden 
in Dulbecco’s modifiziertes Eagle-Medium (DMEM, Biochrom, Berlin) kultiviert, welches 
10% FCS (Biochrom) enthielt. Außerdem wurden dem Medium 1% Penicillin/Streptomycin 
(PAA, Pasching, Österreich) und 0,04 g/l Puromycin (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) hinzuge-
geben. Die HeLa-S3-Zellen hingegen wurden in Quantum 101 HeLa-Medium (PAA) mit 1% 
Penicillin/Streptomycin (PAA) gehalten. Die Kultivierung geschah bei 37 °C und 5% CO2-
Luftanteil im Brutschrank (Heraeus, Thermo Scientific).  

3.1.2 Zellpassage 

Alle zwei bis drei Tage erfolgte das Passagieren der Zellen. Dazu wurde den Zellen das Me-
dium entfernt, sie einmal mit PBS gewaschen und ihnen für 5 min bei 37 °C 2,5 ml 
Trypsin/EDTA-Lösung (0,05% Trypsin, 0,2 g/l EDTA) (Biochrom) hinzugegeben. Die 
Trypsinisierung wurde durch die Zugabe von 3–6 ml Medium wieder gestoppt. Nun konnte 
die entstandene Zellsuspension je nach zuvor beobachtetem Wachstumsgrad im Verhältnis 
1:6 – 1:8 mit Medium verdünnt und erneut ausplattiert werden. 

3.2  Molekularbiologische Methoden 

3.2.1 Mutagenese 
Für die Mutagenese wurde das QuikChange II Site-Directed Mutagenesis Kit von Agilent 

Technologies (Santa Clara, Kalifornien) herangezogen. Als Matrizen dienten die Plasmide 

pcDNA3.1-STAT1 beziehungsweise pSTAT1α-GFP. Als Primer dienten die Oligonukleo-

tide E449A (FM) 5´-ggtttggtaattgacctcgcgacgacctctctgcccgttg-3` und E449A (RM) 3´-

caacgggcagagaggtcgtcgcgaggtcaattaccaaacc-5`. 
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Die PCR-Reaktion für den Thermocycler (T3000 Thermocycler von Biometra) wurde mit 5 
µl 10× Reaktionspuffer, 50 ng Matrizen-DNA, 125 ng 5´-Primer E449A (FM), 125 ng 3´-
Primer E449A (RM), 1 µl dNTP Mix, 1 µl PfuUltra HF DNA-Polymerase (2.5 U/µl) und 
ddH2O zum Erreichen des Reaktionsvolumens von 50 µl präpariert. Nach einer 30-sekündi-
gen initialen Denaturierungsphase (95°C) folgten 12 Zyklen, bestehend aus einer 30-sekün-
digen Denaturierungsphase (95°C), einem 1-minütigen Annealing (55°C) und einer 14-minü-
tigen Elongation. Nach einer 2-minütigen Abkühlung auf Eis auf folgte der Dpn-I-Verdau 
mit 10 U des Enzyms für 1 h bei 37°C (225 rpm). Dadurch wurde die parentale methylierte 
Matrizen-DNA abgebaut. 

3.2.2 Transformation der Plasmid-DNA in chemisch kompetente 
Bakterien  

Die Transformation von Plasmid-DNA in kompetente E.coli-Zellen des Stammes DH5α 
bzw. in superkompetente XL1-blue E.coli-Zellen erfolgte mit Hilfe der Hitzeschock-Be-
handlung. Dazu wurden 100 µl der DH5α- bzw. 50 µl der XL1-blue-Zellen langsam auf Eis 
aufgetaut und mit einem der mit Dpn I verdauten Vektor-DNA für 30 min auf Eis gelagert. 
Die Hitzeschock-Behandlung der DH5α-Zellen erfolgte über 30 Sekunden bzw. der XL1-
blue-Zellen über 45 Sekunden bei 42°C. Darauf folgte eine 2-minütige Inkubation auf Eis. 
Nach Überführung der transformierten Zellsuspension in 0,5 ml SOC-Medium und anschlie-
ßender Inkubation für 1 h bei 37°C (225 rpm) erfolgte die mehrstündige kulturelle Anzucht 
über Nacht und antibiotische Selektion. Die pcDNA-Plasmide tragen eine Ampicillin-Resis-
tenz, die GFP-DNA-Plasmide eine solche für  

3.2.3 Isolation von Plasmid-DNA aus transformierten Bakterien  

Für die Minipräparationen von Plasmid-DNA wurden 2 ml der über Nacht inkubierten Bak-
terienkultur in ein Eppendorf-Gefäß überführt und bei 10.000 rpm für 2 min zentrifugiert. 
Aus dem entstandenen Zellpellet wurde die Plasmid-DNA mit Hilfe des peqGold Plasmid 
Miniprep Kit I (PEQLAB Biotechnologie, Erlangen) nach Herstellerangaben isoliert und zur 
Sequenzierung verwendet. Für Maxipra ̈parationen einer größeren Menge an reiner Plasmid-
DNA wurden 2 ml der transformierten Bakterienstämme einer Übertagkultur in 100 ml an-
tibiotikumhaltigen LB-Medium angeimpft und über Nacht bei 37 °C unter Schütteln inku-
biert. Anschließend erfolgte eine 15-minütige Zentrifugation. Entsprechend den Hersteller-
angaben des QIAGEN Plasmid Maxi Kits (Qiagen, Hilden) erfolgte die Isolation der Plas-
mid-DNA. Die mit DNAse-freies Wasser eluierte DNA wurde nach Bestimmung der 
Konzentartion auf 1 µg/µl verdünnt und aliquotiert. Die Lagerung erfolgte bei -20°C. 
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3.2.4 Sequenzierung 

Der Sequenzierungsansatz, bestehend aus 6 µl Minipräp-DNA, 1 µl Sequenzierungsprimer 
und 8 µl H2O, wurde nach Sanger von Sequence Laboratories (Göttingen) untersucht und 
die jeweilige Mutation bestätigt. 

3.2.5 Bestimmung der Konzentration und Reinheit der Plasmid-DNA 

Die Ausbeute an Plasmid-DNA wurde photometrisch (BioPhotometer Plus, Eppendorf) mit 
einer 70-µl-UV-Küvette (Brand, Wertheim) bestimmt. Dazu diente 1 ml H2O als Blindwert. 
Die Formel für die DNA-Konzentration in [µg/µl] lautete: A260 x 50 x Verdünnungsfaktor. 
Die Reinheit der Plasmid-DNA wurde durch Messung der Extinktion bei λ = 280 nm und 
der Berechnung des Quotienten A260/A280 bestimmt. Dieser Quotient sollte ~1,8 nicht über-
treffen. Für das GFP-DNA-Konstrukt des für die Mutante kodierenden Plasmids lag bei-
spielsweise der Quotient A260/A280 bei 1,55, für das pcDNA-Plasmid bei 1,52. 

3.2.6 Transfektion von U3A-Zellen mit Plasmid-DNA 

Für die Gewinnung von Gesamtzellextrakten für Western-Blot- oder EMSA-Versuchen 
wurden tags zuvor ausplattierte U3A- bzw. HeLa-S3-Zellen mit Wildtyp-STAT1-Vektoren 
für pcDNA und GFP-DNA bzw. den Vektoren pcDNA3.1-STAT1αE449A und 
pSTAT1αE449A-GFP für die Mutante nach Herstellerangaben transfiziert. Als Transfekti-
onsreagenzen dienten Megatran (OriGene Technologies, Rockville, MD, USA), Plasmid-
DNA und NaCl. Für eine 6-Loch-Platte wurden 1,6 µg DNA, für einen 8-Kammer-Ob-
jekträger 0,1 µg DNA und für eine 48-Loch-Platte je Loch 0,25 µg DNA verwendet. Das 
NaCl hatte eine Molarität von 150 M. Das Transfektionsreagenz wurde gevortext, 10 Min 
bei Raumtemperatur stehengelassen und auf die Zellen gegeben. Danach erfolgte eine Inku-
bation für eine Nacht im Inkubator bei 37°C. 

3.2.7 Stimulation von U3A- bzw. HeLa-S3-Zellen mit IFNg und 
Behandlung mit Staurosporin 

Am Tag zuvor transfizierte U3A- bzw. HeLa-S3-Zellen wurden, wenn nicht anders vorgese-

hen, mit IFNg der Konzentration 0,5 ng/µl stimuliert. Zum Beenden der Stimulation diente 

der Kinaseinhibitor Staurosporin, der in einer Konzentration von 1 ng/µl verwendet wurde. 

3.2.8 Präparation von Gesamtproteinextrakten aus U3A- bzw. HeLa-
S3-Zellen 

Zur Herstellung von Gesamtproteinextrakten wurden alle erforderlichen Arbeiten auf Eis 
ausgeführt; eingesetzte Puffer waren stets gekühlt. Zunächst wurde den Zellen 50 µl Cyto-
solischer Puffer (20 mM HEPES, 10 mM KCl, 10 % (v/v) Glycerin, 1 mM EDTA, 0,1 mM 
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Na3VO4, pH 7,4) hinzugefügt. Einem Volumen von 2 ml des Puffers wurden zuvor noch 20 
µl Complete, 6 µl 1 M DTT, 2 µl 0,4 M Pefabloc und 2 µl Igepal beigemischt. Mit Hilfe eines 
Zellschabers wurden die Zellen vom Untergrund gelöst, in ein Eppendorf-Gefäß überführt 
und für 30 min bei 16,1 x 103 rpm zentrifugiert. Der Überstand wurde in ein weiteres Ep-
pendorf-Gefäß überführt, dieses erneut für 5 min bei 16,1 x 103 rpm zentrifugiert und der 
Überstand dann in ein korrekt beschriftetes, neues Eppendorf-Gefäß überführt. Das Pellet 
im ersten Eppendorf-Gefäß wurde mit 50 µl Nukleären Puffer (20 mM HEPES, 420 mM 
KCl, 20 % (v/v) Glycerin, 1 mM EDTA, 0,1 mM Na3VO4, pH 7,4) versehen und 30 min auf 
Eis gelagert. Einer Menge von 1 ml Nukleärem Puffer wurden 10 µl der Complete-Stocklö-
sung, 3 µl 1 M DTT und 1 µl 0,4 M Pefabloc zugesetzt. Danach erfolgte eine Zentrifugation 
bei 16,1 x 103 rpm für 15 min. Nun wurde der Überstand zum Eppendorf-Gefäß hinzuge-
fügt. Falls die Extrakte ausschließlich für Western-Blot-Versuche vorgesehen waren, wurden 
sie mit einem Siebtel ihres Volumens mit SDS-Puffer (350 mM Tris-HCl, 8% SDS, 30% 
Glycerin, 10% β-Mercaptoethanol, 0.04% Bromphenolblau) 3 min bei 95 °C aufgekocht und 
anschließend bei -20°C eingefroren. Für Gelshift-Experimente wurden die Extrakte hinge-
gen sofort bei -80 °C eingefroren. 

3.2.9 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 

Zur Herstellung des Polyacrylamidgels wurde zunächst das Trenngel zwischen beide Glas-
platten eingefüllt (Minigel-Twin, Biometra, Göttingen). Die Kante wurde mit Isopropanol 
geglättet, das Gel polymerisierte 20 min. Das Trenngel bestand aus 10% (v/v) Rotiphorese 
30 (Acrylamid/Bisacrylamid 37, 5:1), 0,03% APS, 0,16% TEMED und 4x Trenngelpuffer 
(1,5 M Tris-Hydrochlorid, 0,04% SDS, pH 8,8). Nun wurde das Isopropanol verworfen, das 
Sammelgel mit dem Kamm eingebracht und 20 min belassen. Das Sammelgel bestand aus 
5% Rotiphorese 30, 0,06% APS, 0,2% TEMED und 4x Sammelgelpuffer (0,5 M Tris-Hyd-
rochlorid, 0,4% SDS, pH 6,8). Für die elektrophoretische Auftrennung der Proteine nach 
Gewicht und Ladung wurde SDS-Laufpuffer (25 mM Tris-Base, 192 mM Glycerin, 0.1% 
SDS, pH 8.6) verwendet. Jede Bahn wurde mit 16 µl Proteinextrakt-SDS-Puffer-Mix verse-
hen. Als Laufkontrolle diente 8 µl SDS-Puffer mit Molekulargewichtsmarkern. Die Span-
nung betrug pro Gel 11 mA, die Laufzeit 2 bis 2,5 h.  

3.2.10 Western-Blotting 

Mittels Semi-Dry-Blot (Fastblot B44, Biometra, Göttingen) wurden die elektrophoretisch 
aufgetrennten Proteine auf eine Polyvinylidenfluorid-Membran (PVDF-Membran, Millipore, 
Schwalbach/Ts) aufgetragen. Dazu wurde die PVDF-Membran zuerst 5 min in 100% Me-
thanol aktiviert, in Transferpuffer (100 ml 10 x Transferpuffer (30.29 g Tris-Base (25 mM) 
plus 113 g Glycerin (150 mM)), 100 ml Methanol und 800 ml H2O) zwischengelagert und 
mit Hilfe von zwei Whatman-Papieren für etwa 1,5 h bei 80 mA pro Gel geblottet. Zur 
Darstellung von phosphoryliertem STAT1 bzw. Gesamt-STAT1 wurde die PVDF-Membran 
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mit den Primärantikörpern pTyr701, pSer727 oder C24 behandelt und durch einen fluores-
zierenden Sekundärantikörper (IRDye-gekoppelt) für das LI-COR Odyssey SS Imaging Sys-
tem (Bioscience, Bad Homburg) sichtbar gemacht. Dazu wurde die Membran kurz in TBS-
T (1x TBS, 0,05% (v/v) Tween-20) vorgelegt, um dann für 1 h mit 5 ml 4% BSA in TBS-T-
Lösung auf dem Schüttler blockiert zu werden. Danach erfolgte die Behandlung mit dem 
Primärantikörper (1/1000 in 4% BSA in TBS-T) für eine Nacht auf dem Schüttler bei 4 °C. 
Am nächsten Tag erfolgte als erstes ein 5 mal 5-minütiger TBS-T-Waschschritt, bevor der 
Zweitantikörper (1/10 x 103 in 4% BSA in TBS-T) für 1 h unter Lichtabdeckung hinzugege-
ben wurde. Anschließend erfolgten wiederum ein 5 mal 5-minütiger TBS-T-Waschschritt 
sowie eine einzige 5-minütige TBS-Waschung. Nun konnte die PVDF-Membran mit dem 
Odyssey-Sa-Imaging-System eingelesen werden. Zur Darstellung eines weiteren Primäranti-
körpers wurde die PVDF-Membran für 1 h mit dem Ablösepuffer (2% SDS, 0,7% β-Mer-
captoethanol, 62,5 mM Tris-HCl, pH 6,8) bei 60 °C gestrippt, einmal 15-minütig mit 10 ml 
TBS-T und dreimal 15-minütig mit 5 ml TBS-T gewaschen, bevor sie für 1 h mit 5 ml 4% 
BSA in TBS-T-Lösung auf dem Schüttler blockiert werden konnte. Die weitere Präparation 
des Sekundärantikörpers erfolgte analog zum ersten. 

3.2.11 Elektrophoretischer Mobilitäts-Shift-Assay (EMSA) 

3.2.11.1 Radioaktive Markierung der DNA-Fragmente  

DNA-STAT1-Interaktionen wurde mittels EMSA-Verfahren untersucht. Dazu dienten radi-
oaktiv markierte Doppelstrang-Oligonukleotide. Als Motive für die Sonden wurden verwen-
deten: eine einfache (M67), eine zweifache (2xGAS), zwei degenerierte (2xnonGAS) sowie 
eine kanonische mit einer degenerierten GAS-Bindestelle (GASnonGAS). Als erstes wurden 
die teilweise komplementären Oligonukleotide zu Doppelstrang-DNA-Fragmenten hybridi-
siert, indem man sie bei 95°C für 5 min in Oligo-Puffer (10 mM MgCl2, 50 mM KCl, 20 mM 
Tris-HCl, pH 7,5) inkubierte, abkühlen ließ und dann zur weiteren Verwendung bei -20°C 
lagerte. Die radioaktive Markierung erfolgte mittels 3'-Endmarkierung mit α-[33P]-dATP. 
Dazu verwendete wurde das Klenow-Fragment, ein Proteinfragment der DNA-Polymerase 
1 aus E. coli, welches am 5´-Ende überstehende Basen mit ihrer 5'→3' Polymerase-Aktivität 
am Gegenstrang auffüllt. Fünf Einheiten des Klenow-Fragments wurden mit 0,1 ng Oligo-
nukleotiden, 6 µl des radioaktiven dATP und 5 ml 10 x Eco-Pol-Puffer (New England, Bi-
olabs, Frankfurt am Main) vermischt und 25 min bei Raumtemperatur stehen gelassen. Be-
endet wurde die Markierung durch eine 5-minütige Zugabe an unmarkiertem dATP im Über-
schuss und anschließender Zugabe von 1 µl 0,5 molarer EDTA-Lösung. Die Menge der 
freien Nukleotide wurde chromatographisch mittels Illustra-MicroSpin-G-25-Säulen (GE 
Healthcare, München) bei 700 g für 3 min reduziert. 
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3.2.11.2 EMSA-Reaktionen 

Für eine EMSA-Reaktion wurden 4 µl H2O, 0,5 µl Poly-dI/dC (2 mg/ml), 2,5 µl 5x Gelshift-
Puffer (100 mM Hepes, 200 mM KCl, 5 mM MgCl2, 2,5 mM EDTA, 0,5 mM EGTA, 20% 
Ficoll, pH 7,9), 0,2 µl α-[33P]-markierte Sonde und 1,3 µl DTT (100 mM) zu einem Mastermix 
angesetzt. 4,5 µl der Gesamtzellproteinextrakte und 8,5 µl des Mastermixes ergaben die Be-
ladung pro Bande. Für Supershifts wurden zu diesem Ansatz noch 2 µl Anti-STAT1-Anti-
körper (STAT1αp91, 1/100 in PBS (8% NaCl, 0,2% KCl, 1,5% Na2HPO4, 0,2% KH2PO4)) 
bzw. Anti-STAT3-Antikörper (STAT3(H-190), 1/100 in PBS), beide von Santa Cruz erwor-
ben, hinzugefügt. Diese Reaktionen wurden dann für 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. 
Im Falle eines Kompetitionsversuches wurde dem Ansatz entweder für 0, 5 oder 10 min 2 
µl radioaktiv unmarkierte 2xGAS-Sonde im 750-fach molaren Überschuss auf Eis hinzuge-

geben. Dazu nutze man Gesamtzellextrakte aus Zellen, die zuvor 45 min mit IFNg (0,5 

ng/µl) stimuliert wurden. Zwei Gele für die elektrophoretische Auftrennung von DNA-Pro-
tein-Komplexen wurden mit 61 ml H2O, 3,6 ml 5x TBE (20 ml 0,5 M EDTA, 54 g Tris, 27,5 
g Borsäure auf 1 l), 9 ml Rotiphorese (Acrylamid/Bisacrylamid (29:1)), 1,5 ml 10% APS und 
7,5 µl TEMED gegossen und für 2 h bei 400 V in 0,25 x TBE-Laufpuffer bei 4°C präequili-
briert. Die beladenen Gele liefen schließlich ca. 3 h bei 400 V und 4°C ebenfalls mit 0,25 x 
TBE-Laufpuffer. Auf Whatman-Papier (Albet Lab Science, Dassel) übertragen wurden die 
Gele bei 85°C für etwa 1 h vakuumgetrocknet. Anschließend wurden sie auf eine Phospho-
Imager-Folie über Nacht bzw. auch mehrere Tage übertragen und schließlich mit Hilfe des 
Fujifilm FLA-5100 Scanners (Fuji, Düsseldorf) eingelesen. 

3.2.12 Reportergen-Assay 

Durch Kopplung des Luciferase-Gens mit Promotoren für STAT1 wurde die Zielgenakti-
vierung des Transkriptionsfaktors bestimmt. Dazu wurden die Reporter-Konstrukte 
3xLy6E, pIC-339 und pIC-1352 verwendet. 3xLy6E ist ein Plasmid, bestehend aus einer 3-
fachen GAS-Bindestelle gefolgt vom Luciferasegen. pIC-339 und pIC-1352 sind Konstrukte 
aus dem ICAM-1-Promotor, ebenfalls gefolgt vom Luciferasegen. Zunächst wurden U3A-
Zellen in je 12 Wells einer 48-Lochplatte mit den DNA-Plasmiden pSTAT1α-GFP bzw. 
pSTAT1αE449A-GFP transfiziert. Der Ansatz für 13 Wells wurde gebildet durch 650 µl 150 
mM NaCl, 6,5 µg GFP-DNA-Vektor, 3 µg β-Galactosidase-Reporterplasmid, 1µg 3xLy6E-
Plasmid bzw. pIC-339-Plasmid oder des pIC-1352-Plasmid und 20,3 µg Megatran. Der An-
satz wurde 10 Sekunden gevortext, 10 min bei Raumtemperatur stehengelassen und zu je 50 
µl pro Well aufgetragen. Die transfizierten Wells wurden für eine Nacht bei 37°C inkubiert. 

Die Stimulation der Zellen erfolgte am folgenden Tag mit IFNg (1µg/µl), verdünnt auf 
1:1000 in Vollmedium, für 6 h bei 37°C. Die 48-Lochplatte wurde mit PBS (Gibco) gewa-
schen und auf Eis trocken pipettiert. Nun wurden 5 ml Triton-Glycylglycin-Lysepuffer (25 
mM Glycylglycin, pH 7,8, 1% Triton X-100, 15 mM MgSO4, 4 mM EGTA) mit 15 µl DTT, 
5 µl Pefabloc und 50 µl Complete angesetzt und 100 µl davon auf je ein Loch der 48-
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Lochplatte gegeben. Die Zellen wurden für 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Sus-
pensionen wurden für 15 min bei 13 x 103 rpm und 4°C zentrifugiert. 20 µl des Überstandes 
wurden zur Luciferase-Aktivitätsmessung auf eine Mikrotiterplatte überführt und weitere 20 
µl kamen in ein Eppendorf-Gefäß zur Bestimmung der β-Galactosidase-Aktivität.  

3.2.13 Messung der Luciferase-Aktivität 

Die Aktivität der Luciferase wurde mit Hilfe des Luminometer Centro XS3 LB 960 (Berthold 
Technologies, Bad Wildbad) bestimmt, indem in jedes Loch 50 µl des Luciferase-Assay-Puf-
fers injiziert wurden und die Aktivität gemessen wurde. Die weitere Auswertung erfolgte mit 
dem Softwareprogramm MikroWin, Version 4.41. 

3.2.14 Messung der β-Galactosidase-Aktivität 

Als Kontrolle diente ein STAT1-unabhängiges, konsekutiv exprimiertes Gen für die β-Ga-
lactosidase, welches in Plasmidform in den Zellen kotransfiziert wurde. Es diente zur Nor-
mierung von transfektionellen und pipettiertechnischen Schwankungen. Dazu wurden jeder 
20 µl Probe insgesamt 66 µl ortho-Nitrophenyl-β-D-Galactopyranosid (4 mg/ml ONPG in 
100 mM Na3PO4, pH 7,1), 3 µl 100 x Mg (100 mM MgCl2, 4,5 mM β-Mercaptoethanol) und 
211 µl Phosphat-Puffer (100 mM Na3PO4, pH 7,1) hinzugefügt und es wurde gewartet, bis 
eine leichte Gelbfärbung auftrat. Nun wurde die Reaktion mit jeweils 500 µl Stopp-Puffer-
lösung (0,5 M Na2CO3) beendet. 150 µl des Ansatzes wurden nun mit Hilfe des Infinite 200 
PRO (TECAN, Männedorf, Schweiz) photometrisch bei einer Wellenlänge von 420 nm ge-
messen. Abschließend wurde die Luciferase-Aktivität durch die β-Galactosidaseaktivität-Ak-
tivität dividiert und die Standardabweichungen und Mittelwerte dieser Quotienten zur Nor-
mierung aus Sechsfach-Messungen gebildet. Hierzu dienten die Computerprogramme Excel 
(Microsoft Deutschland, Unterschleißheim) und Sigmablot (Systat Software, Erkrath). 

3.2.15 Fluoreszenzmikroskopische Analyse  

Zur Analyse der subzellulären Verteilung wurden zunächst U3A-Zellen für die direkte Fluo-
reszenzmikroskopie oder HeLa-Zellen für Immmunfärbungen auf 8-Kammer-Chambersli-
des (Lab-Tek Chamber Slides, Thermo Fisher Scientific) ausplattiert, kultiviert und am Fol-
getag mit 20 µl Mastermix (je 1,6 µg der DNA-Konstrukte pSTAT1α-GFP oder 
pSTAT1αE449A-GFP, 2,4 µl Megatran und 80 µl 150 mM NaCl) transfiziert. Nach einer 
Inkubation bei 37°C über Nacht wurden die Zellen stimuliert. Für die Immunfärbung wur-

den sie entweder nicht, für 45 min mit IFNg (1 ng/µl), für 45 min mit IFNg und 30 min mit 

Staurosporin (1 ng/µl) oder für 45 min mit IFNg und 1 h mit Staurosporin stimuliert. Für 

die Hoechstfärbung wurden sie entweder nicht, für 45 min mit IFNg, für 45 min mit IFNg 

und 1 h mit Staurosporin oder für 45 min mit IFNg und 2 h mit Staurosporin stimuliert. 
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3.2.16 Immunfärbung 

Nach der Stimulation erfolgte eine 15-minütige Methanolfixierung mit 200 µl pro Well bei  
-20 °C. Es erfolgten ein einmaliger Waschschritt mit PBS, danach eine 20-minütige Permea-
bilisierung mit 1% Triton-X 100 in PBS auf dem Schüttler und ein zweifacher Waschschritt 
mit PBS. Danach wurde der Ansatz für 45 min mit 200 µl 25% FCS in PBS blockiert. Nun 
konnte der erste Antikörper C24 (200 µl, 1:1000 in 25% FCS) für 45 min bei Raumtempera-
tur inkubieren. Nach der Inkubation des ersten Antikörpers erfolgten drei Waschschritte mit 
PBS, bevor der Cy3-gekoppelte Sekundärantikörper Anti-Kaninchen-IgG aus Ziege (200 µl, 
1:5000) für abermals 45 min bei Raumtemperatur einwirken konnte. Anschließend wurde 
zweimal mit PBS gewaschen. Abschließend erfolgte die Kernfärbung nach Hoechst (siehe 
unten). 

3.2.17 Hoechstfärbung 

Falls noch keine Methanolfixierung erfolgt war (Immunfärbung), wurden die Zellen zunächst 
je Loch mit 300 µl 4-prozentigem Formalin fixiert. Danach wurden die Zellen einmal mit 
PBS und einmal mit H2O gewaschen. Nun erfolgte eine 10-minütige Inkubation mit 300 µl 
pro Loch Hoechstlösung (Hoechst 33258 (Sigma Aldrich), 1:5000 in PBS) für 10 min bei 
Raumtemperatur. Nach zwei weiteren PBS- und einem H2O-Waschschritt erfolgte die bla-
senfreie Eindeckung mit Hilfe des Fluoromount-G-Eindeckmediums. Zur immuncytoche-
mischen Detektion diente ein Axiovert-200M-Mikroskop (Carl Zeiss Lichtmikroskopie, 
Göttingen). Die Bildaufnahmen wurden mit einer CCD-Kamera (Intas, Science Imaging In-
struments, Göttingen) erstellt. Zur GFP-Detektion diente die Wellenlänge von 480 nm, für 
die Aufnahme der Zellkerne nach Hoechst diente die Wellenlänge von 280 nm. Zur weiteren 
Bildbearbeitung wurde das Programm ImageJ 1.48v (Wayne Rasband National Institutes of 
Health, USA) verwendet. 

3.2.18 RNA-Isolation 

U3A-Zellen wurden zunächst in Vollmedium auf 6-Loch-Platten ausplattiert. Nach einem 
Tag erfolgte ein Wechsel auf Dulbecco`s modifiziertes Eagle-Medium (DMEM), welchem 
1% fetales Kälberserum (FCS) und 1% Penicillin/Streptomycin hinzugefügt worden war, 
und die Transfektion mit pcDNA-Konstrukten (Wildtyp und E449A-Mutante). Am nächs-

ten Tag wurden die Zellen entweder nicht oder für 6 bis 8 h mit IFNg (0,5 ng/µl) stimuliert. 
Die RNA-Isolation erfolgte mit dem peqGOLD-Total-RNA-Kit (PEQLAB) nach Herstel-
lerangaben. 

3.2.19 Synthese von cDNA aus RNA 

Zur Synthese von cDNA aus RNA diente das Verso-cDNA-Kit von Thermo Fisher Scien-
tific. Dazu wurde folgender Mastermix pro 8 µl Probe benutzt. 4 µl 5 x Puffer, 2 µl dNTP 
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Mix, 1 µl RNA Primer, 1 µl RT Enhancer, 1 µl Verso Enzymmix und 3 µl H2O. Für die qRT-
PCR wurde der T3000-Thermocycler von Biometra verwendet. Dazu fand erst eine 30-minü-
tige cDNA-Synthese bei 42°C statt, gefolgt von einer 2-minütigen Erhitzung auf 95°C. Die 
Lagerung der cDNA erfolgte abschließend bei -20°C. 

3.2.20 qRT-PCR 

Zunächst wurden die Mastermixe anhand des Kits Absolute Blue QPCR SYBR Green Mix 
von Thermo Scientific pro zu untersuchendem Primerpaar hergestellt. Folgende Primer wur-
den verwendet: GAPDH F und R, STAT1 F und R, IRF1 F und R, GBP1 F und R, MIG1 
F und R, CXCL10 F und R, MCP1 F und R und STAT3 F und R (Sigma Aldrich). Dazu 
wurden 76 µl H2O, je 2,5 µl Primer F und R und 90 µl SYBR-Green für einen 9-fachen 
Mastermix zusammengefügt. Aufgetragen wurde jeweils eine Doppelprobe von je 1 µl aus 
RNA-Isolaten von STAT1-WT-exprimierenden, unstimulierten U3A-Zellen. Weitere Pro-

ben enthielten Extrakte von STAT1-WT-exprimierenden Zellen mit 6- bis 8-stündiger IFNg-

Stimulation (0,5 ng/µl), unstimulierte STAT1-E449A exprimierende Zellen und IFNg-sti-
mulierte, STAT1-E449A-exprimierende Zellen. Zur Normierung der Ergebnisse diente das 
konstitutiv exprimierte GAPDH-Gen. Gemessen wurde der jeweilige Ct-Wert jeder Probe. 
Für die Analyse wurden wiederum die Programme SigmaPlot und Microsoft Office-Excel 
verwendet. Es wurden die vier möglichen Differenzen von untersuchter Probe und 
GAPDH-Wert sowie deren Mittelwerte ermittelt. Die Unterschiede der Mittelwerte zu den 
Differenzen wurden anschließend zur Basis 2 potenziert und graphisch als Mittelwerte mit 
Standardabweichung dargestellt. 
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4 Ergebnisse 

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation wurde mittels gentechnischer Methoden eine Mu-
tante mit der Punktmutation E449A innerhalb der Aminosäuresequenz des humanen 
STAT1-Moleküls generiert. Einfachheitshalber werden im Weiteren die Formulierungen 
E449A-Mutante bzw. STAT1-E449A verwendet. Anschließend erfolgte die Charakterisie-
rung der spezifischen Eigenschaften jener Mutante. Darunter fielen die Phosphorylierungs-
kinetik, die induzierbare Kernakkumulation, die Zielgenaktivierung, das DNA-Bindeverhal-
ten und die transkriptionelle Aktivität. Die Aminosäuresequenz, in dem die Punktmutation 
eingefügt worden ist, wurde zuvor in Hinblick auf eine mögliche Homologie innerhalb aller 
bekannten humanen STAT-Proteine analysiert. Es ist davon auszugehen, dass das Ausmaß 
der Homologie mit dem Grad der evolutionären Konservierung innerhalb dieser Proteinfa-
milie positiv korreliert. 

4.1 Homologie von E449 im Sequenzvergleich der STAT-Isoformen 

Zur Untersuchung einer möglichen Sequenzhomologie innerhalb der humanen Familienmit-
glieder von STAT wurde die NCBI-Datenbank für Proteine herangezogen. Die Entschei-
dung, den Aminosäurerest E449 für die Mutagenese von STAT1 zu verwenden, hat mehrere 
Gründe. Der negativ geladene Glutaminsäurerest an Position 449 von STAT1 ist relativ gut 
innerhalb der unterschiedlichen STAT-Proteine konserviert. Zudem ist anhand der verfüg-
baren Kristallstruktur von Chen und Koautoren ersichtlich, dass diese Position oberflächlich 

innerhalb einer b-Faltblattstruktur gelegen ist (Chen et al. 1998). Zusammen mit der  
Tatsache, dass es sich bei der Glutaminsäure um eine negativ geladene Aminosäure handelt, 
ist die Wahrscheinlichkeit erhöht, dass diesem Aminosäurerest eine spezifische Funktion zu-
kommen könnte.  

STAT1 431 HSLSFETQLC QPGLVIDLET TSLPVVVISN 461 

STAT2 429 HIISFTVKYT YQGLKQELKT DTLPVVIISN 459 

STAT3 437 HLITFETEVY HQGLKIDLET HSLPVVVISN 467 

STAT4 428 HSITFETQIC LYGLTIDLET SSLPVVMISN 458 

STAT5a 440 FTVLFESQFS VGSNELVFQV KTLSLPVVVI 470 

STAT5b 440 FTILFESQFS VGGNELVFQV KTLSLPVVVI 470 

STAT6 384 CAVLFSASFT LGPGKLPIQL QALSLPLVVI 414 

Tab.1: Partielle Sequenzhomologie an AS-Position E449 von STAT1.  

Der negativ geladene Glutaminsäurerest (E) an Position 449 von STAT1 ist vergleichsweise gut konserviert innerhalb der verschiedenen 
humanen STAT-Proteine. Der Aminosäurerest an Position 449 von STAT1 ist in Rot geschrieben und gelb hervorgehoben. Die Sequenzen 
stammen aus der NCBI-Datenbank für Proteine (STAT1: NCBI Reference Sequence: NP_009330.1; STAT2: GenBank: AAA98760.1; 
STAT2: GenBank: AAA98760.1; STAT3: NCBI Reference Sequence: NP_644805.1; STAT4: GenBank: AAH31212.1; STAT5a: GenBank: 
AAB06589.1; STAT5b: GenBank: AAC50485.2; STAT6: NCBI Reference Sequence: NP_001171550.1) 
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4.2 Ähnliche Phosphorylierungskinetiken von STAT1-E449A und 
WT- STAT1 

Um die Phosphorylierungskinetik der E449A-Mutante im Vergleich zum Wildtyp untersu-
chen zu können, wurden U3A-Zellen ausplattiert, am nächsten Tag mit pcDNA- bzw. GFP-
DNA-Plasmiden, kodierend für die Mutante E449A bzw. den Wildtyp, transfiziert und 

schließlich für 45 min mit IFNg (1 ng/µl) stimuliert. Die Stimulation wurde mit dem  

Kinaseinhibitor Staurosporin (1 ng/µl) in U3A-Vollmedium entweder nicht, für 15 min, für 
30 min oder für 45 min gestoppt. Hinsichtlich der Phosphorylierungskinetik konnte kein 
signifikanter Unterschied zwischen der E449A-Mutante und dem Wildtyp-Protein von 
STAT1 festgestellt werden. 

 

Abbildung 4: Kein Unterschied in der In-vivo-Phosphorylierungskinetik zwischen der E449A-Mutante 
und dem Wildtyp-Molekül.  

A) U3A-Zellen wurden mit den Plasmiden pcDNA3.1-STAT1α, kodierend für den Wildtyp, oder pcDNA3.1-STAT1αE449A, kodierend 

für die E449A-Mutante, transfiziert und 45 min mit IFNg (0,5 ng/µl) in U3A-Vollmedium stimuliert. Die Stimulation wurde mit dem 

Kinaseinhibitor Staurosporin (1 ng/µl) in U3A-Vollmedium entweder nicht, für 15 min, für 30 min oder für 45 min gestoppt. Es erfolgte 
eine Präparation der Gesamtzellextrakte und eine Analyse mittels Western-Blotting. Graphisch dargestellt sind die Mittelwerte und die 
Standardfehler der Phospho-STAT1/Gesamt-STAT1-Menge (Phosphorylierungsniveau bei 0 min Staurosporin auf 1 genormt) aus min-
destens drei Versuchen. Es liegt kein statistisch signifikanter Unterschied im Phosphorylierungsverhalten zwischen Wildtyp und E449A-

Mutante vor. B) U3A-Zellen wurden mit den Plasmiden pSTAT1α-GFP, kodierend für den Wildtyp, oder pSTAT1αE449A-GFP, kodie-

rend für die E449A-Mutante, transfiziert und 45 min mit IFNg (0,5 ng/µl in U3A-Vollmedium) stimuliert. Die Stimulation wurde mit dem 

Kinaseinhibitor Staurosporin (1 ng/µl) entweder nicht, für 15 min, für 30 min oder für 45 gestoppt. Es erfolgte eine Präparation der 
Gesamtzellextrakte und deren Analyse mittels Western-Blotting. Graphisch dargestellt sind die Mittelwerte und die Standardfehler der 
Phospho-STAT1/Gesamt-STAT1-Menge (Phosphorylierungsniveau bei 0 min Staurosporin auf 1 genormt) aus mindestens drei Versu-
chen. Es liegt kein statistisch signifikanter Unterschied im Phosphorylierungsverhalten zwischen dem Wildtyp-Molekül und der E449A-
Mutante vor. 
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4.3 Vergleichbare Kernakkumulation der STAT1-E449A-Mutante 
zum STAT1-WT 

Zur Untersuchung der Kernakkumulation von STAT1 wurden je nach Färbemethode HeLa-
S3-Zellen oder U3A-Zellen ausplattiert, mit pEGFP-N1- bzw. pcDNA3.1-Plasmiden, ko-
dierend für den Wildtyp oder die E449A-Mutante, transfiziert und schließlich für unter-

schiedliche Zeiten mit IFNg (1 ng/µl) stimuliert. Die Stimulation wurde, wenn es erforder-
lich war, mit dem Kinaseinhibitor Staurosporin (1 ng/µl) gestoppt. Bei Einsatz des GFP-
Fusionsproteins wurde von einer verringerten konstitutiven Exportrate gegenüber unmar-
kierten, unphosphorylierten STAT1-Proteinen berichtet (Meyer et al. 2007). Daher wurden 
zur Untersuchung der zytokininduzierbaren Kernakkumulation der E449A-Mutante und des 
Wildtyps von STAT1 sowohl Plasmide, kodierend für das GFP-Fusionsproteine, als auch 
Plasmide, kodierend für unmarkierte Proteine, verwendet. Bei den unstimulierten Zellen 
sieht man eine panzelluläre Verteilung von STAT1 (jeweils oberste Reihe). Nach 45-minüti-

ger IFNg-Stimulation kommt es zur Akkumulation von Phospho-STAT1 im Nukleus (je-
weils zweite Reihe). Nach 30-minütiger (A, dritte Reihe) bzw. 60-minütiger (B, dritte Reihe) 
Inkubation mit Staurosporin, welches die JAKs hemmt, kommt es zur Umverteilung von 
STAT1 in das Zytoplasma. Dieser Effekt wird nach weiteren 30 (A, letzte Reihe) bzw. 60 (B, 
letzte Reihe) min noch verstärkt. In Bezug auf die Kernakkumulation zeigt die E449A-Mu-
tante ein vergleichbares Verhalten im Vergleich zum Wildtyp von STAT1. 

Abbildung 5: Vergleichbare Kernakkumulation von STAT1 im Wildtyp-Molekül und der E449A-Mu-
tante. 
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A) Dargestellt ist die Immunfärbung mit anschließender Hoechst-Färbung. HeLa-S3-Zellen wurden mit GFP-DNA-Plasmiden, kodierend 

für den Wildtyp und die E449A-Mutante, transfiziert. Sie wurden am folgenden Tag nicht, für 45 min mit IFNg (1 ng/µl), für 45 min mit 

IFNg und 30 min mit Staurosporin (1 ng/µl) oder für 45 min mit IFNg und 1 h mit Staurosporin behandelt. Dargestellt sind die Mittelwerte 
und die Standardabweichungen. Es zeigen sich keine signifikanten Unterschiede zwischen Wildtyp und E449A-Mutante bezüglich der 
Kernakkumulation von Phospho-STAT1. B) Dargestellt sind die Ergebnisse der direkten Fluoreszenzmikroskopie von STAT1-markierten 
U3A-Zellen. U3A-Zellen wurden mit pcDNA-Plasmiden, kodierend für den Wildtyp und die E449A-Mutante, transfiziert. Am folgenden 

Tag wurden sie entweder nicht, für 45 min mit IFNg (1 ng/µl), für 45 min mit IFNg und 1 h mit Staurosporin (1 ng/µl) oder für 45 min 

mit IFNg und 2 h mit Staurosporin behandelt. Dargestellt sind die Mittelwerte und die Standardabweichungen. Hier lassen sich keine 
signifikanten Unterschiede im Kernakkumulationsverhalten ausmachen.  

4.4 Regelhafte Zielgenaktivierung der E449A-Mutante verglichen 
zum STAT1-WT 

Um die Zielgenaktivierung der E449A-Mutante von STAT1 im Vergleich zum Wildtyp zu 
untersuchen, wurden an das Luciferasegen gekoppelte Promotoren verwendet, die von 

STAT1 während der IFNg-Stimulation erkannt werden. Darunter fielen pIC-339 und pIC-
1352, Promotoren mit einfacher GAS-Bindestelle für das ICAM-1-Protein (intercellular adhe-
sion molecule-1), und 3xLy6E, ein Promotor mit dreifacher GAS-Bindestelle aus dem Gen für 
das Lymphozytenantigen-6E-Protein (Khan et al. 1993). U3A-Zellen wurden mit Plasmiden, 
kodierend für die E449A-Mutante und den Wildtyp von STAT1 und den Vektoren für die 
oben beschriebenen Promotoren pIC-339, pIC-1352 und 3xLy6E sowie dem β-Galacto-

sidase-Reporterplasmid transfiziert und am Folgetag für 6 h mit IFNg (1 ng/µl) stimuliert. 
Aus den aufgearbeiteten Gesamtzelllysaten wurde photometrisch die Luciferaseaktivität be-

stimmt. Zur Normierung diente die Aktivität der konsekutiv exprimierten b-Galactosidase. 
Dazu wurde eine Farbreaktion mit Hilfe von ortho-Nitrophenyl-β-D-Galactopyranosid 
durchgeführt und die Extinktion des entstandenen Farbstoffes ebenfalls photometrisch ge-
messen. Für die Promotoren pIC-339, pIC-1352 und 3xLy6E konnte kein signifikanter Un-
terschied zwischen der E449A-Mutante und dem Wildtyp-Molekül von STAT1 bei der Ziel-
generkennung von Promotorelementen aus dem Gen für ICAM-1 bzw. dem Lymphozy-
tenantigen 6E festgestellt werden. 
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Abbildung 6: Ähnliche Zielgenaktivierung von STAT1-WT im Vergleich zu STAT1-E449A mit  
Nutzung der Reporterplasmide 3xLy6E (Abb. A), pIC-339 (Abb. B) und pIC-1352 (Abb. C). 

U3A-Zellen wurden mit GFP-DNA-Plasmiden für den Wildtyp bzw. die Mutante E449A von STAT1 und dem A)3xLy6E-, B) pIC-339- 

bzw. C) pIC-1352-Plasmid kotransfiziert und am Folgetag entweder nicht oder für 6 h mit IFNg (1 ng/µl) stimuliert. Zu sehen ist die 
Luciferase-Aktivität normiert auf die β-Galactosidaseaktivität-Aktivität vor oder nach 6-stündiger Stimulation. Es dienten vier unabhängige 
Messungen als Grundlage, deren Standardabweichungen und Mittelwerte hier dargestellt sind. Die Werte der unstimulierten Zellen wurden 
auf 1 normiert. Es lässt sich kein signifikanter Unterschied zwischen Zielgenaktivierung des Wildtyps im Vergleich zur Mutante E449A bei 
Zuhilfenahme des Reporterplasmide 3xLy6E, pIC-339 und pIC-1352 feststellen. 

4.5 Die STAT1-E449A-Mutante zeigt eine regelhafte Bindefähigkeit 
zu einfachen GAS-Bindestellen 

Um die DNA-Bindefähigkeit der E449A-Mutante im Vergleich zum Wildtyp von STAT1 
untersuchen zu können, wurden U3A-Zellen, die mit Vektoren, kodierend für die E449A-

Mutante oder den Wildtyp von STAT1, transfiziert wurden, 45 min mit IFNg (0,5 ng/µl) 
stimuliert. Je nach Erfordernis wurde die Stimulierungsperiode der Zellen nach 0, 15, 30 oder 
45 min lang mit dem Kinaseinhibitor Staurosporin gestoppt. Aus den Zellen wurden Ge-
samtzellextrakte hergestellt und für die EMSA-Reaktion genutzt. Als Sonde diente radioaktiv 
markierte M67-Sonde. Supershifts wurden mit Anti-STAT1-Antikörper bzw. als Kontrolle 
Anti-STAT3-Antikörper durchgeführt, bevor die elektrophoretische Auftrennung folgte. 
Wurden GFP-DNA-Plasmide genutzt, zeigte die E449A-Mutante eine geringere Abnahme 
der DNA-Bindeaktivität im Vergleich zum Wildtyp (vergleiche Abb. 7). Dieser Unterschied 
ließ sich bei Verwendung von pcDNA-Plasmiden und im Übrigen gleichartigem Ver-
suchsprotokoll nicht reproduzieren (Abb. 8).  
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Abbildung 7: Ähnliche DNA-Bindefähigkeit von GFP-Fusionsproteinen für die E449A-Mutante im 
Vergleich zum WT. 

U3A-Zellen wurden mit GFP-DNA-Plasmiden, kodierend für den Wildtyp bzw. die Mutante E449A, transfiziert und am Folgetag für 45 

min mit IFNg (0,5 ng/µl) stimuliert. Es wurde entweder nicht oder für 15, 30 bzw. 45 min Staurosporin (1 ng/µl) hinzugegeben. Gesamt-
zellextrakte wurden für die EMSA-Reaktionen genutzt. Als Sonde fungierte radioaktiv markierte M67-DNA. Es dienten vier unabhängige 
Versuche als Grundlage für die graphische Aufarbeitung. Dargestellt sind die Mittelwerte und die Standardfehler. Bahn 1 und Bahn 2 
dienten als Supershift-Kontrolle zum Nachweis von STAT1. Genutzt wurden die Antikörper Anti-STAT3 (STAT3, H-190) und Anti-
STAT1 (STAT1αp91, C24). Bahnen 3 bis 6 zeigen eine Staurosporin-abhängige Abnahme der phosphorylierten STAT1-WT-Dimere ge-
bunden an M67, Bahnen 7 bis 10 für die E449A-Mutante ebenfalls. Es lässt sich bei Bahnen neun und zehn eine geringere Abnahme der 
DNA-Bindeaktivität der E449A-Mutante im Vergleich zum Wildtyp von STAT1 nachweisen.  

Abbildung 8: Normale DNA-Bindefähigkeit der E449A-Mutante im Vergleich zum WT gezeigt als 
unmarkierte STAT1-Proteine.     

U3A-Zellen wurden mit pcDNA-Plasmiden, kodierend für das Wildtyp-Protein bzw. die Mutante E449A, transfiziert und am Folgetag für 

45 min mit IFNg (0,5 ng/µl) stimuliert. Es wurde für 0, 15, 30 bzw. 45 min Staurosporin (1 ng/µl) hinzugegeben. Gesamtzellextrakte 
wurden für die EMSA-Reaktion genutzt. Als Sonde wurde radioaktiv markierte M67-DNA eingesetzt. Vier unabhängige Versuche wurden 
durchgeführt; dargestellt sind die Mittelwerte und die Standardfehler. Es lässt sich kein Unterschied im DNA-Bindeverhalten von STAT1-
Wildtyp im Vergleich zum STAT1-E449A feststellen. Bahnen 1 und 2 dienten als Supershift-Kontrolle zum Nachweis der STAT1-Identität. 
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Genutzt wurden die Antikörper Anti-STAT3 (STAT3, H-190) und Anti-STAT1 (STAT1αp91, C24). Bahnen 3 bis 6 zeigen eine Staurospo-
rin-abhängige Abnahme der phosphorylierten STAT1-Dimer-DNA-Interaktion des Wildtyps, Bahnen 7 bis 10 für die E449A-Mutante. 

4.6 Normale Dissoziation von einfachen GAS-Bindestellen der 
STAT1-E449A-Mutante 

Gesamtzellextrakte wie im Kapitel 3.2.6 beschrieben wurden für EMSA-Reaktionen genutzt. 
Als Sonde diente ebenfalls eine radioaktiv markierte M67-Sonde mit einfacher GAS-Binde-
stelle. Vor der elektrophoretischen Auftrennung wurden die Gesamtzellextrakte für 0, 5 bzw. 
10 min auf Eis mit unmarkierter M67-DNA im 750-fachen molaren Überschuss inkubiert, 
um die Dissoziation der STAT-Proteine von der einfachen GAS-Bindestelle darstellen zu 
können. Die radioaktiv markierte und die unmarkierte M67-DNA kompetitieren um die 
E449A-Mutante bzw. das Wildtyp-Dimer von STAT1. Es zeigte sich ein vergleichbares 
DNA-Dissoziationsverhalten der E449A-Mutante gegenüber der Wildtyp-Kontrolle sowohl 
für die verwendeten GFP-Fusionsproteine (Abb. 9) wie auch für die entsprechenden nicht-
markierten Varianten (Abb. 10). 

 

Abbildung 9: Regelhafte Dissoziation der STAT1-GFP-E449A-Mutante von der M67-Sonde. 

U3A-Zellen wurden mit pEGFP-N1-Konstrukten, kodierend für die E449A-Mutante bzw. das Wildtyp-Protein, transfiziert und am Fol-

getag für 45 min mit IFNg (0,5 ng/µl) stimuliert. Gesamtzellextrakte wurden für die EMSA-Reaktionen genutzt. Neben radioaktiv mar-
kierter, spezifischer M67-Sonde wurde unmarkierte M67-Sonde im 750-fachen molaren Überschuss für 0, 5 oder 10 min auf Eis zu den 
Gesamtzellextrakten hinzugegeben. Da es sich um eine spezifische Protein/DNA-Interaktion handelte, nahm die Signalintensität der 
Bande in Gegenwart von spezifischer Kompetitor-DNA ab. Es dienten vier unabhängige Versuche als Grundlage der graphischen Aufar-
beitung, deren Standardabweichungen und Mittelwerte hier dargestellt sind. Es lässt sich kein signifikanter Unterschied im Kompetitions-
versuch zwischen Wildtyp und E449A-Mutante von STAT1 nachweisen. Bahnen 1 und 2 dienten als Supershift-Kontrolle zum Nachweis 
von STAT1. Genutzt wurden die Antikörper Anti-STAT3 (STAT3(H-190)) und Anti-STAT1 (STAT1αp91, C24). Bahnen 3 bis 5 zeigen 
den Kompetitionsversuch mit dem Wildtyp-Dimer, Bahnen 6 bis 8 den der Mutante E449A. 
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Abbildung 10: Normale Dissoziationskinetik der E449A-Mutante von M67-Sonde im Vergleich zum 
Wildtyp. 

U3A-Zellen wurden mit pcDNA-Plasmiden transfiziert, kodierend für die STAT1-Proteine E449A bzw. den Wildtyp, und am Folgetag 

für 45 min mit IFNg (0,5 ng/µl) stimuliert. Gesamtzellextrakte wurden für die EMSA-Reaktion genutzt. Neben radioaktiv markierter, 
spezifischer M67-Sonde wurde unmarkierte M67-Sonde im hochmolaren Überschuss (750 x) für 0, 5 oder 10 min auf Eis zu den Gesamt-
zellextrakten hinzugegeben. Da es sich um eine spezifische Protein/DNA-Interaktion handelte, nahm die Signalintensität der Bande in 
Gegenwart von spezifischer Kompetitor-DNA ab. Es dienten vier unabhängige Versuche als Grundlage der graphischen Aufarbeitung, 
deren Standardabweichungen und Mittelwerte hier dargestellt sind. Es lässt sich kein signifikanter Unterschied im Kompetitionsversuch 
zwischen Wildtyp und E449A-Mutante von STAT1 nachweisen. Bahnen 1 und 2 dienten als Supershift-Kontrolle zum Nachweis von 
STAT1. Genutzt wurden die Antikörper Anti-STAT3 (STAT3, H-190) und Anti-STAT1 (STAT1αp91, C24). Bahnen 3 bis 5 zeigen den 
Kompetitionsversuch mit dem Wildtyp-Dimer, Bahnen 6 bis 8 den der Mutante E449A. 

4.7 Regelhafte Bindung der MCP1-nat-Sonde von STAT1-E449A 

Zur Bestätigung der Experimente, die mit der M67-Sonde durchgeführt wurden, wurden im 
Weiteren zusätzlich die native Sonde MCP1-nat sowie die mutierte MCP1-0 mit fehlender 
GAS-Bindestelle eingesetzt. Bis auf die Verwendung der Sonden MCP1-nat und MCP1-0 
war die Durchführung der Versuche analog zum oben beschriebenen Vorgehen. Die E449A-
Mutante und das Wildtyp-Protein von STAT1 binden regelhaft an die MCP1-nat-Sonde. Ist 
die GAS-Bindestelle allerdings durch Mutation dysfunktional, liegt sowohl von der E449A-
Mutante als auch vom Wildtyp-Molekül keinerlei detektierbare Bindungsaffinität mehr vor 
(Abb. 11).  
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Abbildung 11: Regelhafte Bindung der MCP1-nat-Sonde von E449A-Mutante. 

Transfizierte U3A-Zellen, die das Wildtyp- bzw. STAT1-E449A-Protein exprimierten, wurden am Folgetag für 45 min mit IFNg (0,5 

ng/µl) stimuliert. Gesamtzellextrakte wurden für die EMSA-Reaktionen genutzt. Als Sonde diente radioaktiv markierte MCP1-nat- oder 
MCP1-0-Sonde. Dargestellt sind die Mittelwerte mit den Standardabweichungen der autoradiographisch ermittelten Bindeaktivitäten von 
vier unabhängigen Versuchen, die für die quantitative Auswertung analysiert wurden. Die Bindefähigkeit der E449A-Mutante an die MCP1-
nat-Sonde unterscheidet sich nicht signifikant vom unmutierten STAT1-Protein. Bei Nutzung der MCP1-0-Sonde binden weder die 
E449A-Mutante noch das Wildtyp-Protein. Die Bahnen 1 und 2 dienten als Supershift-Kontrolle zum Nachweis von Identität des STAT1-
Dimers. Genutzt wurden die Antikörper Anti-STAT3 (H-190)) und Anti-STAT1 (C24). Bahnen 3 und 4 zeigen die Bindung vom Wildtyp-
Protein bzw. der E449A-Mutante an die MCP1-nat-Sonde, Bahnen 5 und 6 stellen die fehlende Bindung beider STAT1-Varianten an die 
MCP1-0-Sonde dar. 

4.8 Die STAT1-E449A-Mutante ist zur kooperativen DNA-Bindung 
fähig 

Um die Tetramerisierung der E449A-Mutante von STAT1 untersuchen zu können, wurden 
gleiche Zellzahlen von U3A-Zellen mit Plasmiden kodierend für die beiden STAT1-Varian-

ten in getrennten Ansätzen transfiziert und am Folgetag für 45 min mit IFNg (0,5 ng/µl) 
stimuliert. Aus den Zellen wurden Gesamtzellextrakte hergestellt und für die EMSA-Reakti-
onen genutzt. Zu den Gesamtzellextrakten wurde radioaktiv markierte 2xGAS-Sonde inku-
biert und nach 15 min 2xGAS-Sonde im hochmolaren Überschuss für entweder 0 min (ohne 
Kompetition) oder 20 min (mit Kompetition) hinzugegeben. Auf der Abbildung 12 ist zu 
sehen, dass bei Zugabe der kalten 2xGAS-DNA die Menge der an die Sonde gebundenen 
STAT1-Dimere beträchtlich abnimmt bzw. nicht mehr nachweisbar ist, während die der 
DNA-gebundenen STAT1-Tetramere entsprechend nicht abnimmt. Diese Beobachtung 
wurde sowohl für die E449A-Mutante wie auch für das Wildtyp-Protein von STAT1 ge-
macht. Die E449A-Mutante weist demzufolge kein Defizit im Tetramerisierungsverhalten 
auf (Abb. 12). 
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Abbildung 12: Die E449A-Mutante ist zur kooperativen DNA-Bindung fähig. 

Mit STAT1-GFP-kodierenden Plasmiden transfizierte U3A-Zellen wurden am Folgetag nach der Transfektion für 45 min mit dem Zytokin 

IFNγ in der Konzentration 0,5 ng/µl stimuliert. Gesamtzellextrakte wurden für die EMSA-Reaktionen verwendet. Zu den Lysaten wurde 
radioaktiv markierte 2xGAS-Sonde hinzugefügt und nach 15-minütiger Inkubation einem 750-fachen molaren Überschuss von nicht-
markierten 2xGAS-Oligonukleotiden ausgesetzt. Unter Kompetitionsbedingungen (+ 2xGAS) nahm die Menge an dimerischem STAT1 
dramatisch ab, während die Mengen an tetramerischen STAT1-Komplexen als Folge der erhaltenen kooperativen DNA-Bindung und 
unabhängig vom Vorliegen der E449A-Mutation nicht reduziert waren. 

4.9 Normales transkriptionelles Aktivitätsmuster der STAT1-E449-
Mutante in der RT-PCR 

Um die Genexpressionsmuster der STAT1-E449A-Mutante und seines Wildtyp-Proteins 
miteinander vergleichen zu können, wurden U3A-Zellen analog zu den Western-Blotting-
Versuchen ausplattiert und transfiziert. Statt U3A-Vollmedium wurde U3A-Hungermedium 

verwendet. Am Folgetag wurden die Zellen für 6 h mit IFNg (0,5 ng/µl) in U3A-Hungerme-
dium stimuliert. Nach anschließender RNA-Isolation und Synthese von cDNA wurde eine 
RT-PCR angeschlossen. Folgende Primerpaare wurden verwendet: GAPDH F und R, 
STAT1 F und R, IRF1 F und R, GBP1 F und R, MIG1 F und R, CXCL10 F und R, MCP1 
F und R sowie STAT3 F und R. Das GAPDH-Gen diente als Haushaltsgen zur Normierung 
der jeweiligen Doppelbestimmungen. Die Analyse wurde mit den Computerprogrammen 
SigmaPlot und Microsoft Office-Excel durchgeführt. Wie in Abb. 13 ersichtlich, lässt sich 
kein signifikanter Unterschied zwischen den Genexpressionsmustern der E449A-Mutante 
und dem Wildtyp-Protein nachweisen. Die Mutante E449A von STAT1 weist eine regelhafte 
transkriptionelle Aktivität auf. 
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Abbildung 13: Normales transkriptionelles Aktivierungsmuster von endogenen STAT1-Zielgenen 
durch die E449A-Mutante. 

Adhärente U3A-Zellen wurden am Folgetag nach der Ausplattierung mit Vektoren, die die E449A-Mutante oder das Wildtyp-Protein 

exprimierten, in U3A-Hungermedium transfiziert und nachfolgend mit IFNg (0,5 ng/µl) in U3A-Hungermedium für 0 h (unstimmuliert) 
oder 6 h (stimuliert) behandelt. Nach RNA-Isolation und Synthese von cDNA erfolgte die RT-PCR. Folgende Gene wurden untersucht: 
STAT1, IRF1, GBP1, MIG1, CXCL10, MCP1 und STAT3. Das GAPDH-Gen diente zur Normierung für die Doppelbestimmungen. Die 
Analyse wurde mit den Programmen SigmaPlot und Microsoft Office-Excel durchgeführt. 
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5 Diskussion 

In der vorliegenden Dissertationsschrift wurde der negativ geladene Aminosäurerest E449, 
welcher oberflächlich innerhalb der DNA-Bindedomäne von STAT1 lokalisiert ist (Chen et 
al. 1998), zu Alanin mutiert und die so generierte Punktmutante mittels zellbiologischer Me-
thoden charakterisiert. Diese STAT1-Mutante wurde hinsichtlich der Phosphorylierungkine-
tik, der Kernakkumulation, der Zielgenaktivierung, der DNA-Bindefähigkeit, des Dissozia-
tionsverhaltens von DNA, der Fähigkeit zur kooperativen DNA-Bindefähigkeit und des 
transkriptionellen Aktivitätsmusters mit dem Wildtyp-Protein von STAT1 verglichen. Wie 
im Ergebnisteil ersichtlich, zeigte die E449A-Mutante von STAT1 in ihren untersuchten Ei-
genschaften weitgehend keinen signifikanten Unterschied zum Wildtyp. Geringfügige Un-
terschiede wurden in den Ergebnissen beschrieben und werden im Fortlauf dieser Disserta-
tion an anderer Stelle diskutiert. Anhand von verfügbaren Kristallstrukturen offenbaren sich 
in der DNA-Bindedomäne von STAT1 die oberflächlich gelegenen und negativ geladenen 
Aminosäurereste E436, D447 und E449, welche zusammen als negativ geladenes Motiv eine 

weitere, bislang unbekannte Bindestelle für das Importina5 darstellen könnten (Chen et al. 
1998).  

 

Abbildung 14: Negativ geladene Oberflächenstruktur innerhalb der DNA-Bindedomäne von STAT1.  

Ausbildung eines negativ geladenen Motivs durch die Aminosäurereste E449 (rot), D447 (blau) und E436 (hellgrün) innerhalb des STAT1-
Dimers (SH2 und TA-Domänen in Grün, restliche Proteinstruktur in Orange bzw. Gelb dargestellt). 

Wie in der gegenwärtigen Literatur vermutet wird, bindet das STAT1-spezifische Impor-

tina5, dessen Tertiärstruktur aus zehn repetitiv angeordneten Armadillo-Repeats (ARM) mit 

je drei a-Helices aufgebaut ist, ein zum klassischen NLS abweichendes dimerspezifisches 
NLS (dsNLS) von parallelen Phospho-STAT1-Proteinen (Fagerlund et al. 2002; Mélen et al. 
2003; Nardozzi et al. 2010a). Dieses dsNLS bildet sich erst als Folge der Konformation der 
parallel orientierten Phospho-STAT1-Dimere und befindet sich jeweils in der DNA-

E436 
E449 

D447 
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Bindedomäne von STAT1 innerhalb der Aminosäuresequenz der Aminosäureresten 400 bis 
413 (Meyer et al. 2002b; Nardozzi et al. 2010a). Nardozzi und Koautoren stellten das bislang 

einzige Strukturmodell zur Bindung von Importina5 an parallelen Phospho-STAT1 auf, wel-
ches sich auf eine verfügbare Kristallstruktur der Influenza-Virus-RNA-Polymerase PB2 ge-
bunden an ein-Protein bezieht (Tarendeau et al. 2007; Nardozzi et al. 2010a). Dieses Modell 
wird im Weiteren erläutert und anschließend durch dieser Dissertation zugrundeliegender 
und eingangs beschriebener Hypothese ergänzt.  

Bisher sind aktivierte STAT1-Dimere, EBNA1 und die virale RNA-Polymerase PB2 als Bin-

dungspartner des Importina5 bekannt (Kitamura et al. 2006; Tarendeau et al. 2007). Diesem 

aktuellen Modell gemäß, bindet sich ein Importina5-Molekül asymmetrisch zwischen zwei 
dimerisch angeordnete STAT1-Moleküle im stöchiometrischen Verhältnis von 1:2. Dabei 
interagieren die ARM1 bis ARM4 mit dem dsNLS innerhalb der DNA-Bindedomäne von 
einem Phospho-STAT1-Molekül, wobei die exakten an der Interaktion beteiligten Amino-
säurereste zum jetzigen Zeitpunkt aufgrund von fehlenden definitiven Kristallstrukturen von 

an STAT1-Dimeren gebundene Importina5-Proteine fehlen. Sie befinden sich in einer Po-
sition, die normalerweise von der DNA besetzt ist und verdecken gleichzeitig das zweite 
dsNLS-Oberflächenareal des anderen STAT1-Monomers (Chen et al. 1998). Konservierte 
Asparaginsäure- und Tryptophanreste im Bereich der ARM2 bis 6 lassen zudem den Schluss 
zu, dass diese Untereinheiten des Karyopherins ebenfalls an der Bindung mit den basischen 
Aminosäureresten eines STAT1-Protomers beteiligt sein könnten (Fagerlund et al. 2002).  

 

Abbildung 15: Modell eines an Importina5 gebundenes STAT1-Dimer.  

Das hypothetische Strukturmodell eines an Importina5 gebundenes STAT1-Dimer richtet sich in Position und Stöchiometrie nach 

Nardozzi et al. (2010a). Das Importina5 ist in Hellgrau, die SH2- und TA-Domänen der STAT1-Monomere jeweils in Dunkelgrün, die 
restliche Proteinstruktur in Gelb bzw. Orange dargestellt. 
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Das am carboxyterminalen Ende gelegene ARM10 umgreift mit seinen drei Helices H1, H2 
und H3 die SH2-Domäne des kontralateralen Phospho-STAT1-Protomers. Dabei können 
die Untereinheiten H2 und H3 über den beweglichen Tyrosinrest an Position 476 ihre Posi-
tion ändern, sodass sie aufklappen und in unmittelbarer Nähe zur SH2-Domäne des Phos-

pho-STAT1-Moleküls zum Liegen kommen. Punktmutanten von Importina5 mit einer 
Aminosäuresubstitution von Tyrosin zu Glycin an Position 476 wiesen in thermodynami-
schen Versuchen im Vergleich zum Wildtyp-Molekül eine signifikant höhere Dissoziations-
rate (koff = 0.289s-1 versus 0.0183s-1) von Phospho-STAT1 auf, was diese Bindehypothese 

bekräftigt. Durch Interaktion mit dem Karyopherin bewegt sich ein b-Faltblatt innerhalb der 
SH2-Domäne von Aminosäure-Position 651 bis 666 um einige Ångström und kommt 
dadurch in unmittelbarer Nähe zu den Aminosäuren 402 und 406 im ARM9 zu liegen 

(Nardozzi et al. 2010a). Diese zeigten sich essentiell für die Komplexbildung von Importina5 
und phosphorylierten STAT1-Dimeren (Melén et al. 2003).  

Eine Beteiligung von Phospho-Tyrosinrest 701 des aktivierten STAT1-Monomers als direkte 

Bindedeterminante ist für die direkte Interaktion mit Importina5-Proteinen augenscheinlich 
nicht notwendig, sondern ist essentiell für die Ausrichtung des Dimers in paralleler Orientie-
rung. In isothermen Titrationskalorimetrie-Versuchen zur Determination einer Interaktion 

zwischen Importina5-Proteinen und isolierten Phospho-STAT1-Peptidsequenzen von Ami-
nosäurerest 695 bis 708 ließ sich keine signifikante Erhöhung der Enthalpie als Zeichen einer 
solchen nachweisen (Nardozzi et al. 2010a). Wahrscheinlich führt also die Phosphorylierung 
von Tyrosinresten an Position 701 bei STAT1-Dimeren lediglich zu einer Erhöhung der 
Gleichgewichtskonstante zugunsten der Ausbildung von parallelen, anstatt von antiparallelen 
STAT1-Dimeren, was letztlich eine erhöhte DNA-Bindefähigkeit von aktivierten STAT1 
und somit den transporterabhängigen Kerntransport bedingt (Wenta et al. 2008).  

 

Abbildung 16: Kristallstruktur des monomerischen Importina5-Proteins.  

Proteinstruktur von Importina5 (grau) mit Darstellung des exponierten Aminosäurerestes K94 (magenta). 

Wie in Abbildung 15 ersichtlich, weist das Importina5-Protein einen Lysinrest an Position 
94 auf, welcher schlüsselartig aus der Tertiärstruktur des Moleküls herausragt. Dieser Ami-
nosäurerest mit der positiv geladenen Seitenkette könnte durch seine räumliche Nähe elekt-
rostatische Wechselwirkungen mit der negativ geladenen Tasche, bestehend aus den 
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Aminosäureresten E436, D447 und E449, eingehen und würde demgemäß neue Bindedeter-

minante nach dem Strukturmodell nach Nardozzi für Importina5-Proteinen und Phospho-
STAT1-Dimeren darstellen. Durch diese Ergänzung würde das bestehende Bindemodell er-
gänzt werden.  

 

Abbildung 17: An Importina5 gebundenes STAT1-Dimer mit Darstellung des negativ geladenen  
Bindemotivs.  

Importina5 (hellgrau) mit Darstellung der fingerähnlichen Struktur des exponierten Aminosäurerestes K94 (magenta), gebunden an ein 
STAT1-Dimer. SH2- und TA-Domänen jeweils in Dunkelgrün, die restliche Proteinstruktur ist Gelb bzw. Orange dargestellt. Das hypo-
thetische Modell zeigt die Ausbildung eines negativ geladenen Motivs durch die Aminosäuren E449 (rot), D447 (blau) und E436 (hellgrün) 

innerhalb des STAT1-Dimers mit Darstellung der Lokalisation des positiven Lysinrests in der dort vermuteten Oberfläche von Importina5.  

Die generierte Glutaminsäure-zu-Alanin-Mutante E449A zeigte keinen signifikanten Unter-
schied bezüglich der Phosphorylierungskinetik im Vergleich zum Wildtyp-Protein von 
STAT1. Gemäß der eingangs postulierten Hypothese wäre eine erhöhte Phosphorylierung 
denkbar gewesen, da der transporterabhängige Kerntransport bei einer erniedrigten Bindeaf-

finität zwischen STAT1 und Importina5 inhibiert wäre, was letztlich zu einer zytoplasmati-
schen Retention der STAT1-Mutante hätte führen würde. Eine verringerte Kernakkumula-
tion bedingt eine erhöhte Menge an Substrat für die zytoplasmatisch lokalisierten Janus-
Kinasen, was zu einer vermehrten Phosphorylierung führt. Ein solches Phosphorylierungs-
verhalten zeigen jene Mutanten, die an der Ausbildung des dsNLS innerhalb der Aminosäu-
resequenz von Aminosäurerest 400 bis 413 beteiligt sind (Meyer et al. 2002b). Auch eine 
verminderte Sensibilität für Phosphatasen, wie bei der von Meyer und Koautoren beschrie-
benen F77A-Mutante, könnte zu vermehrten Mengen an phosphorylierten STAT1-Molekü-
len in der Zelle führen (Meyer et al. 2004).  

Eine verminderte Phosphorylierung würde dagegen beispielsweise eintreten, wenn die 
Punktmutation von E449A innerhalb der für die Interaktion mit den Janus-Kinasen verant-
wortlichen Aminosäuresequenz liegen würde. Auch eine erhöhte Affinität zu zytoplasmati-
schen Phosphatasen könnte ein Grund für eine verminderte Menge an phosphoryliertem 
STAT1 darstellen. 
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Mittels immuncytochemischer Fluoreszenzmikroskopie wurde die Kernakkumulation von 
STAT1-E449A-Molekülen im Vergleich zum Wildtyp-Protein von STAT1 untersucht. Wäre 

es, wie initial vermutet, zu einem erniedrigten Importina5-abhängigen Kerntransport ge-
kommen, so hätte die beschriebene Mutante von STAT1 eine erniedrigte Kernakkumulation 
beziehungsweise erhöhte Retention im Zytoplasma aufweisen müssen. Diese Vermutung 
konnte bei vergleichbarer Kernakkumulation zwischen dem Wildtyp-Protein und der Mu-
tante E449A allerdings nicht bestätigt werden. 

Um die Zielgenaktivierung der E449A-Mutante von STAT1 im Vergleich zum Wildtyp-Mo-
lekül messen zu können, wurde das etablierte Reportergen Luciferase genutzt. Wie in den 
Ergebnissen (Abb. 6) ersichtlich, zeigte die generierte Mutante quantitativ keinen  

wesentlichen Unterschied in Bezug auf die Expression von IFNg-induzierten Zielgenen von 
STAT1. Verfolgt man die Überlegungen der eingangs beschriebenen Hypothese bezüglich 

des aberanten IFNg-abhängigen Kerntransports, so ließe sich eine reduzierte Zielgenaktivie-
rung vermuten. Voraussetzung für diese Vermutung wäre allerdings eine lineare Beziehung 
zwischen nukleozytoplasmatischer Translokation und Zielgenaktivierung von STAT1. Doch 
anscheinend reichen bereits geringe Mengen an nukleär gelegenem phosphoryliertem 
STAT1-Protein aus, um eine maximale Zielgenaktivierung zu generieren, wie Leitner und 
Koautoren nachweisen konnten (Leitner et al. 2014). Sie generierten ein durch Doxycyclin 
induzierbares, mit FLAG-Protein markiertes STAT1-Expressionssystem in STAT1-defizien-
ten Mäusen. Dadurch waren sie in der Lage, die STAT1-Expression zeit- und dosisabhängig 
in vitro und in vivo durch Gabe von Doxycyclin zu steuern. Den Autoren gelang der Nachweis, 
dass bereits geringste Mengen an STAT1 in aus Knochenmark entnommenen Makrophagen 

für eine maximale und suffiziente Expression von IFNg- induzierten Genen ausreichend 
waren (Leitner et al. 2014). Dementsprechend würde ein reduzierter transporterabhängiger 
Kerntransport nicht unmittelbar in einer reduzierten Zielgenaktivierung wiedergespiegelt 
werden, und die vorliegende vergleichbare Zielgenaktivierung zwischen der E449A-Mutante 
und dem Wildtyp-Protein von STAT1 wäre mit der Hypothese vereinbar.  

Die Punktmutation der Mutante mit der Substitution von Glutamin zu Alanin an Position 
449 der Aminosäuresequenz wurde im Bereich der DNA-Bindedomäne von STAT1 gene-
riert. Daher lag im Fortschreiten der Charakterisierung das Augenmerk insbesondere auch 
auf der Untersuchung der DNA-Dimer-Interaktion. Wie in Abb. 7 ersichtlich, zeigt die 
E449A-Mutante im Vergleich zum unmutierten STAT1 eine verlängerte DNA-Bindeaktivi-

tät nach 45-minütiger IFNg-Stimulierung und 15-minütiger bzw. 30-minütiger Behandlung 
mit dem Kinaseinhibitor Staurosporin. Dieses Phänomen wurde allerdings nur bei Verwen-
dung von STAT1-GFP-exprimierenden Plasmiden beobachtet und konnte dementspre-
chend bei Einsatz von pcDNA-Plasmiden nicht reproduziert werden. Des Weiteren müsste 
eine verlängerte DNA-Bindung der aktivierten STAT1-Dimere zu einer verminderten Menge 
an Edukten für die nukleär gelegenen Phosphatasen führen, sodass es zu einer Hyperphos-
phorylierung und erhöhten Kernakkumulation käme (Meyer et al. 2003). Hinweise auf ein 
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solches Verhalten der E449A-Mutante ließen sich in den eingangs beschriebenen Experi-
menten aber nicht finden. Außerdem zeigte die E449A-Mutante in Kompetitions-Gelretar-
dations-Experimenten kein verändertes Dissoziationsverhalten von einfachen GAS-Binde-
stellen im Vergleich zum Wildtyp-Protein von STAT1 (siehe Abb. 9 und 10). In der Zusam-
menschau sprechen die vorliegenden Ergebnisse daher gegen eine veränderte DNA-Dimer-
Interaktion der E449A-Mutante im Vergleich zum Wildtyp-Molekül von STAT1.  

Die dieser Dissertation zugrundeliegende Punktmutationsmutante ist in der Lage, koopera-
tive DNA-Bindungen einzugehen, wie Abb. 12 zeigt. Meyer und Koautoren beschrieben eine 
Mutante von STAT1 mit einer Substitution des Aminosäurerestes Phenylalanin zu Alanin an 
Position 77 innerhalb der aminoterminalen Domäne von STAT1 (Meyer et al. 2004). Diese 
war unfähig zur kooperativen DNA-Bindung und zeigte eine signifikant erniedrigte Interak-
tion mit nukleären Phosphatasen, was in der Folge zu prolongierter Kernakkumulation und 
Hyperphosphorylierung führte (Meyer et al. 2004). Wäre die hier beschriebene E449A-Mu-
tante nicht in der Lage, kooperative DNA-Bindungen einzugehen, so hätte sich dies in einer 
erhöhten Kernakkumulation sowie einer Hyperphosphorylierung zeigen müssen. Die vorlie-
genden regelrechten Eigenschaften der E449A-Mutante von STAT1 sprechen gegen einen 
ähnlichen Tetramerisierungsdefekt, der überdies durch Kompetitionsexperimente ausge-
schlossen werden konnte. 

Mit Hilfe der Reversen-Transkriptase-PCR (RT-PCR) können spezifische RNA-Sequenzen 
in einen komplementären DNA-Strang transkribiert und in der Folge quantitativ amplifiziert 
werden. Im Vergleich zu RNA-Nachweisverfahren, wie der Northern-Blot-Analyse, ist die 
Sensitivität der RT-PCR erheblich höher. Selbst geringste Mengen an RNA-Molekülen kön-
nen so nachgewiesen werden (Veres et al. 1987). Die vorliegende Mutante E449A zeigte im 
Vergleich zum Wildtyp-Protein keinen signifikanten Unterschied im Genaktivitätsmuster bei 
den folgenden zytokinregulierten Zielgenen von STAT1: IRF1, GBP1, MIG1, CXCL10, 
MCP1, STAT1 und STAT3 sowie der Kontrolle GAPDH (Abb. 13).  

In der Literatur wurden mehrere Ursachen für eine verminderte Genexpression beschrieben. 
Ein Grund läge beispielsweise in einem erniedrigten Phosphorylierungsniveau, wie es für die 
Mutante STAT1-K525A beschrieben wurde (Staab 2011). Desweiteren könnte auch eine ver-
minderte Rekrutierung von Kofaktoren einen ähnlichen Effekt bedingen (Ramana et al. 
2000). Auch eine dysfunktionale kooperative DNA-Bindung, wie bei der F77A-Mutante be-
schrieben, könnte zu einer verminderten Genexpression führen (Meyer et al. 2004). Yang 
und Koautoren beschrieben zudem eine Mutante, deren Dissoziationsrate von DNA-Binde-
stellen derart erhöht war, dass sie in der Folge eine reduzierte transkriptionelle Aktivität im 
Vergleich zum Wildtyp-Molekül aufwies (Yang et al. 2002). Aufgrund der regelrechten Gen-
expression ist es aber unwahrscheinlich, dass die untersuchte Mutante E449A einen solchen 
Defekt wie oben beschrieben aufweist. Die Ergebnisse einer unveränderten Genexpression 
sprechen aber nicht unbedingt gegen die Hypothese eines eingeschränkten 
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transporterabhängigen Kerntransports, wie bereits bei der Diskussion der Ergebnisse bezüg-
lich der Zielgenaktivierung erläutert (Abb. 6).  

Anhand der vorliegenden, diskutierten Ergebnisse konnte die dieser Dissertation vorliegende 
Hypothese eines weiteren Bindemotivs, bestehend aus den innerhalb der DNA-Bindedo-
mäne in der Quartärstruktur nah beieinander liegenden Aminosäureresten E449, D447 und 
E436, bei der biochemischen Charakterisierung der Einfachmutante E449A von STAT1 
nicht bestätigt werden. Aufgrund der hohen Konservierung der drei Aminosäurereste inner-
halb der Aminosäuresequenz und der kristallografisch darstellbaren schlüssigen Morphologie 
des Bindemotivs erscheint die Hypothese nichtsdestotrotz durchaus möglich. Gegebenen-
falls reicht eine einfache Substitution des negativ geladenen Aminosäurerestes an Position 
449 nicht aus, um das postulierte Bindemotiv derart zu destabilisieren, als dass die vermutete 

Interaktion mit dem Importina5-Protein gestört worden wäre. Um die Hypothese abschlie-
ßend zu entkräften, wäre es ratsam, weitere Mutagenesestudien durchzuführen. So könnten 
einerseits weitere Einfach-Mutanten von STAT1 mit Substitutionen der negativ geladenen 
Aminosäurereste E436 oder D447 zu neutralen oder positiven Aminosäureresten generiert 
werden. Andererseits bestünde die Möglichkeit der Generierung von Zweifach- oder Drei-
fach-Mutanten mit Punktmutationen der Aminosäurereste E436, D447 und E449. Deswei-
teren sollte in Betracht gezogen werden, jene vorgeschlagenen Mutagenesestudien mit Ver-

suchen von an Position K94 mutiertem Importina5-Protein zu kombinieren. Jene Mutanten 
von STAT1 müssten aufgrund des gestörten transportertabhängigen Kerntransports eine 
Hyperphosphorylierung, eine verminderte Kernakkumulation sowie eine verringerte tran-
skriptionelle Aktivität aufweisen und somit die eingangs vermutete Hypothese der Impor-

tina5-K94-Bindedeterminante von STAT1 untermauern. 
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6 Zusammenfassung 

STAT-Proteine als zentrale Spieler im JAK/STAT-Signalweg (Janus-Kinase/Signaltansduk-
tor und Aktivator der Transkription) ermöglichen seit ihrer Entdeckung vor über 20 Jahren 
vorlaufend neue Erkenntnisse über das komplexe Zusammenspiel aus Signaltransduktion, 
Genaktivierung und Aufrechterhaltung der zellulären Homöostase. Diese Signaltrans-
duktoren und Transkriptionsfaktoren stellen für das Verständnis von Mechanismen auf zel-
lulärer Ebene seit jeher ein paradigmatisches Beispiel dar. Mit Hilfe von Mutagenesestudien 
einzelner Mitglieder der siebenköpfigen STAT-Familie können strukturbedingte Funktionen 
jener Transkriptionsfaktoren nachgewiesen werden. Die evolutionär konservierten, negativ 
geladenen Aminosäurereste E436, D447 und E449 liegen innerhalb der DNA-Bindedomäne 
des STAT1-Proteins in unmittelbarer Nähe zueinander und könnten eine neue Bindedeter-

minante für das Importina5-Molekül darstellen. Aufgrund modellhafter, kristallografischer 
Darstellungen offenbart sich eine mögliche Interaktion zwischen jenem Bindemotiv und 
dem positiven Lysinrest an Position 94 des Karyopherins. Durch Substitution des konser-
vierten Aminosäurerestes Glutamin zu Alanin an Position 449 des STAT1-Proteins sollte es 

hypothetisch zu einem aberranten IFNg-induzierten, transporterabhängigen Kerntransport 
kommen. Dadurch müsste die E449A-Mutante von STAT1 eine zytoplasmatische Retention, 
eine Hyperphosphorylierung sowie eine verminderte transkriptionelle Aktivität ausweisen. 
Diese postulierten Eigenschaften konnten experimentell bei der Untersuchung der Phospho-
rylierungskinetik, der Kinetik der induzierbaren Kernakkumulation, der Zielgenaktivierung, 

der DNA-Interaktion sowie der durch IFNg- ausgelösten Genexpression nicht bestätigt wer-
den. Vermutlich reicht eine einzelne Punktmutation an Position E449 des STAT1-Moleküls 
nicht aus, um die vermutete Interaktion zwischen dem postulierten Bindemotiv von STAT1 
und dem positiv geladenem Lysinrest an Position 94 des Carrier-Protein zu destabilisieren. 
Um die Hypothese abschließend zu falsifizieren, sollten weitere Mutagenesestudien mit Ge-
nerierung von Zweifach- oder Dreifach-Mutanten mit Punktmutationen der Aminosäu-
rereste E436, D447 und E449 von STAT1 durchgeführt werden. Desweiteren sollte in Be-
tracht gezogen werden, jene vorgeschlagenen Mutagenesestudien mit Versuchen von an Po-

sition K94 mutiertem Importina5-Protein zu kombinieren.  
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