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1. Einleitung

Eukaryontische Zellen nutzen vielfaltige Signaltransduktionen, die der interzelluléaren
Kommunikation und der Aufrechterhaltung der zelleigenen Homdéostase dienen. Die
Signaltransduktion ist eine komplexe Reaktionsfolge als Antwort auf eine auf aul3ere
Reize hin erfolgte Sezernierung extrazellularer Botenstoffe. Viele Botenstoffe sind in
der Lage, an spezifische Rezeptorproteine zu binden und somit eine Signalkaskade
sowie eine darauffolgende zielgerichtete Zellantwort auszulésen. Der JAK-STAT-
Signalweg ist ein besonders bedeutender und daher gut studierter signalabhangiger
Transkriptionsweg, dessen Fehlregulation zu menschlichen Krankheiten beitragen
kann. Die Abklrzung JAK steht flr sogenannte Janus-Kinasen, wobei die Bezeich-
nung auf den doppelkdpfigen romischen Gott anspielt, da diese Kinasen zwei Pro-
teindoménen besitzen, die einander sehr ahnlich sind, sich jedoch nur eine als funk-
tional erweist.

STAT-Proteine (Signal Transducers and Activators of Transcription) sind Signaltrans-
duktoren und Aktivatoren der Transkription. Durch die Aktivierung der rezeptorgebun-
denen Janus-Kinasen und deren Phosphorylierung untereinander als Antwort auf
eine Zytokinstimulation kommt es zur Phosphorylierung der STAT-Proteine. Diese
wandern signalabhangig direkt zum Kern der Zelle, binden dort spezifisch an die
DNA und haben somit direkten Einfluss auf die Transkription. Inzwischen wurden be-
reits eine ganze Familie von STAT-Proteinen sowie vier Mitglieder der JAK-Familie
von rezeptorassoziierten Kinasen beschrieben. JAK1, JAK2, JAK3 und Tyk2 verfu-
gen Uber eine carboxyterminale Kinase-Domane und eine benachbarte funktionell
inaktive homologe Domane (Darnell et al. 1994; Levy und Darnell 2002).

Eine wichtige Gruppe dieser extrazellularen Botenstoffe in mehrzelligen Organismen
sind die Zytokine. Es sind kleine Proteine bzw. Glykoproteine mit einem geringen Mo-
lekulargewicht (ca. 30 kDa). Alle Zytokinrezeptoren bestehen aus einer extrazellula-
ren aminoterminalen Domane, an der die Liganden-Bindung stattfindet, einer Trans-
membran-Domane, die die Zellmembran nur einmal durchquert und einer intrazellul&-
ren, carboxyterminalen Doméane. Das bedeutet, dass alle Zytokin-Rezeptoren einen
ahnlichen Strukturaufbau haben. Bei den Klasse I-Zytokin-Rezeptoren befindet sich
in der extrazellularen Doméane eine konservierte Aminosauresequenz, die die Klasse
[I-Zytokin-Rezeptoren nicht besitzen (Bazan 1989). Zytokine spielen eine wichtige
Rolle in der Steuerung der Kontrolle des Aktivitdtszustandes und der Immunantwort

von immunkompetenten Zellen, aber auch bei Entwicklungs-, Differenzierungs- und
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Wachstumsprozessen. Als extrazellulare Botenstoffe Ubertragen sie ihre Informatio-
nen in das Innere der Zelle. Dies geschieht iber membranstandige Rezeptoren. Ziel
ist es dabei, eine Signalkaskade auszuldsen, die eine Anderung des Genexpressi-
onsprofils in der Zelle zur Folge hat (Schooltink und Rose-John 2002). Nach heuti-
gem Forschungsstand gibt es mehr als flinfzig Zytokine, die Uber eine Bindung an
ihren transmembranen Rezeptor den JAK-STAT-Signalweg initieren (Shuai 1999;
Gao 2005). Diese Zytokine sind phylogenetisch nicht verwandt; sie werden aufgrund
funktioneller und struktureller Ahnlichkeiten in unterschiedliche Gruppen eingeteilt
(Nicola 1994; Thomson 1998), zum Beispiel in Interleukine, Wachstumshormone o-
der Interferone (Schooltink und Rose-John 2002).

Fur eine STAT-Aktivierung sind besonders die Interferone von Interesse. Diese tra-
gen ihren Namen aufgrund ihrer Fahigkeit zur Interferenz mit Virusinfektionen (Isaacs
und Lindenmann 1987). Sie werden nach PLATANIAS (2005) in drei strukturell nicht
verwandte Gruppen unterteilt: Typ I- (IFNa, IFNB, IFNT, IFNw), Typ II- (IFNy) und das
Typ lll-Interferon A. Den Typ I-Interferonen konnten antivirale Eigenschaften durch die
Aktivierung von natdrlichen Killer-Zellen nachgewiesen werden. Sie sind beim Men-
schen alle auf dem neunten Chromosom kodiert und werden in Leukozyten und Fib-
roblasten gebildet. Sie binden an einen gemeinsamen Klasse [I-Zytokin-Rezeptor,
der bei samtlichen kernhaltigen Zellen auf der Oberflache exprimiert wird (Novick et
al. 1994). Die Typ ll-Interferone (IFNy) sind hingegen auf dem zwdélften Chromosom
kodiert und werden nur in zytotoxischen Lymphozyten und T-Zellen hergestellt. Sie
binden an ihren eigenen Klasse II-Zytokin-Rezeptor, der jedoch auf der Oberflache
aller kernhaltigen Zelltypen, ausgenommen der Erythrozyten, exprimiert wird (Langer
und Pestka 1988). Die Typ ll-Interferone sind als immunmodulatorische Zytokine mit
weitreichender antimikrobieller Aktivitdt bekannt. Die Signalwege von Typ llI-
Interferonen (IFNA) sind bislang noch unzureichend erforscht, scheinen jedoch keine
Bindung mit den typischen IFN-Rezeptoren einzugehen. Zusatzlich ist die Aktivitat
aller Interferone antiproliferativ (Chang et al. 1992).

Eine der Hauptaufgaben der Interferone ist es, durch Induktion der Transkription an-
tiviral aktiver Komponenten des Immunsystems eine Virusinfektion abzuwehren.
Hierbei spielt die Erkennung viraler RNA eine wichtige initierende Rolle. Bekannt ist
die transkriptionelle Aktivierung der GTPase Mx, welche die Transkription der viralen
RNA inhibiert (Frese et al. 1996). Eine weitere ist die Zerstérung der einzelstrangigen

RNA in der Zelle durch aktivierte RNase L. Dazu binden kurze 2°-5"-Oligo-adenylat-
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Fragmente an die RNase. Diese werden durch Induktion der Expression von 2°-5"-
Oligoadenylat-Synthetasen produziert (Cironimo et al. 1997; Diaz-Guerra et al.
1997). Die zytokinabhangige Expression der RNA-abhangigen Proteinkinase R
(PKR) stellt einen dritten antiviralen Abwehrmechanismus dar. Nach Phosphorylie-
rung inhibiert PKR zytokinabhangig die a-Untereinheit des Translations-Initiations-
faktors elF2, wodurch es zu einer effizienten Hemmung der Translation viraler Prote-
ine kommt (Meurs et al. 1992). Im Hinblick auf die Immunabwehr sind alle Interferone
zudem in der Lage, die Expression von Genen des Major-Histokompatibilitats-
komplexes | (MHC-I)-Molekllen zu induzieren. Jedoch ist es nur dem IFNy moglich,
auch Proteine der MHC-Klasse 1l zu bilden (Revel und Chebath 1986; Boehm et al.
1997).

Durch die eingehende Untersuchung der Interferone wurde der JAK-STAT-Signhalweg
entdeckt. Dieser beinhaltet die Phosphorylierung von Signaltransduktoren und Akti-
vatoren der Transkription (STAT-Proteine) durch rezeptorassoziierte Kinasen (Darnell
et al. 1994; Schindler und Darnell 1995).
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Abb. 1: Schematische Darstellung des durch IFNy vermittelten JAK-STAT-Signalwegs.
Um eine Trans- und Autophosphorylierung der rezeptorassoziierten Janus-Kinasen auslosen
zu kénnen, wird eine Rezeptoroligomerisierung durch eine IFNy-Bindung initiilert. Kommt es
zur Phosphorylierung von Tyrosinresten des Rezeptors im carboxyterminalen Molekilbereich
durch JAK-Kinasen, werden Andockstellen fiir STAT1-Molekille geschaffen. STAT1-Proteine
werden ebenfalls durch JAK-Kinasen phosphoryliert, es kommt zur Ausbildung von Tyrosin-
phosphorylierten Homodimeren nach Rezeptorldsung und Einwanderung in den Zellkern.
Durch Bindung an spezifische Zielsequenzen, die Gamma-aktivierten Sequenzen (GAS), er-

folgt die Transkription von IFNy-regulierten Zielgene.
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Abb. 2: Schematische Darstellung der durch IFNa vermittelten STAT-Aktivierung. Die re-
zeptorvermittelte Kaskade startet durch die Bindung von IFNa an den Rezeptor und dessen
Dimerisierung. Darauf folgt eine Aktivierung rezeptorassoziierter Janus-Kinasen (TYK2, JAK1),
welche die Phosphorylierung der intrazellularen Rezeptorkette einleiten. Es bilden sich An-
dockstellen fir STAT1- und STAT2-Proteine aus. Die STAT-Monomere bilden nach Phosphory-
lierung des kritischen Tyrosinrestes und Ldsen vom Rezeptor STAT1/STAT2-Heterodimere
aus. Nach Komplexbildung mit p48 gelangen diese in den Zellkern und induzieren dort die

Genaktivierung durch Bindung an IFNa-spezifische Zielsequenzen (ISRE).



Nach Bindung des Zytokins an beide Rezeptoruntereinheiten erfolgt deren Homodi-
merisierung im Falle von IFNy (Abb. 1) oder Heterodimerisierung bei IFNa-Stimu-
lation (Abb. 2). Dadurch kommt es zur Aktivierung der rezeptorassoziierten Janus-
Kinasen (JAKSs), die daraufhin die Tyrosinreste des Rezeptors phosphorylieren. Un-
phosphorylierte STAT-Proteine sowie andere Signalmolektle binden an einen Phos-
photyrosinrest des Rezeptors mit ihrer SH2 (Src-Homologie-2)-Domane, woraufhin
die STATs durch die Janus-Kinasen an einem in der STAT-Familie invarianten Tyro-
sinrest in der carboxyterminalen SH2-Doméane phosphoryliert werden (Shuai et al.
1993b). Dieser Vorgang fuhrt zu einer Dimerisierung von phosphorylierten STAT-
Monomeren (Shuai et al. 1994), die dann kurze Zeit spater im Kern akkumulieren
(Melén et al. 2001; Fagerlund et al. 2002). Der Import der STAT-Dimere erfolgt erst
nach Bindung an Importine durch den intrazellularen Ran-Gradienten (Goérlich et al.
1995; Moroianu et al. 1995; Fagerlund et al. 2002; McBride et al. 2002).

STAT-Dimere haben eine GréRe von ~180 kDa. Da es Makromolekuilen, die grol3er
als 40-60 kDa sind, nicht moglich ist, mithilfe von freier Diffusion Gber den nuklearen
Porenkomplex (NPC) in den Zellkern zu gelangen, brauchen diese einen aktiven
Transportmechanismus (Paine und Feldherr 1972; Weis 1998). Dadurch dass die
hydrophoben phenylalanin-/glycinreichen Wiederholungssequenzen der Nukleopori-
ne zur Interaktion mit Transportproteinen, wie zum Beispiel den Importinen, fahig
sind, kbnnen auch die groRen STAT-Dimere in den Zellkern gelangen (Radu et al.
1995a, b; Nigg 1997; Fahrenkrog et al. 2004). Ist ein STAT-Dimer schlief3lich in den
Zellkern gelangt, wird die transkriptionelle Aktivierung von Zielgenen durch Bindung
an spezifische Promotorregionen eingeleitet (Decker et al. 1997; Stark et al. 1998).
Ist die DNA-Bindung beendet, kann die Dephosphorylierung bzw. die Inaktivierung
der STAT-Dimere und daraufhin der Export, unterstitzt aber nicht notwendig mithilfe
von Exportinen, aus dem Zellkern zurtick ins Zytoplasma erfolgen. Die Dephosphory-

lierung geschieht durch die nukledre Phosphatase TC45 (ten Hoeve et al. 2002).



ABC

Kernfragment

Abb. 3: Domanenstruktur von STAT1. Darstellung der Anordnung der unterschiedlichen Doma-
nen am Beispiel von STAT1a: Aminoterminale Doméne (ND), Coiled-coil-Doméne (CCD), DNA-
Bindedoméane (DBD), Linker-Doméane (LD), Src-Homologie-2-Domane (SH2) und Transaktivie-
rungsdoméne (TAD). Vom Beginn der Coiled-coil-Domane bis zur SH2-Domane erstreckt sich das
Kernfragment der STAT-Proteine. Innerhalb der DNA-Bindedomane sind die fir diese Arbeit ver-
wendeten Aminosauren durch drei Langsbalken markiert. A bezeichnet die Position 359, B 361
und C 367.

Seit der Entwicklung vielzelliger Eukaryonten ist die Familie der STAT-Proteine in
samtlichen tierischen Organismen konserviert. Dies gilt folglich nicht fir Pilze und
Pflanzen (Darnell 1997). Bisher konnte man die STATs in Schleimpilzen, trotz ihres
Namens nicht zu den Pilzen gehoérig, in Nematoden wie den Fadenwurm Caenor-
habditis elegans, in Insekten (Yan et al. 1996; Kawata et al. 1997; Barillas-Mury et al.
1999; Liu et al. 1999) sowie in Vertebraten (Oates et al. 1999; Pascal et al. 2001;
Sung et al. 2003) nachweisen. Bisher wurden sieben Mitglieder der humanen STAT-
Familie identifiziert (STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5a, STAT5b und STAT6).
Diese haben eine Lange von ca. 750-850 Aminosaureresten. Innerhalb der ersten
700 AS weisen sie eine Sequenzhomologie von 28-40% auf (Schindler und Darnell
1995; Levy und Darnell 2002). Ihre genetische Information ist im menschlichen Ge-
nom auf drei verschiedenen Chromosomen lokalisiert. Die Gene fur STAT1 und
STAT4 liegen hier auf Chromosom 2, fir STAT3, -5a und -5b auf Chromosom 17 und
fur STAT2 und STAT6 auf Chromosom 12 (Copeland et al. 1995). Die STAT-Proteine
bestehen aus verschiedenen funktionellen Domé&nen (Hoey und Schindler 1998). Sie
weisen einen gleichen charakteristischen Aufbau aus sechs funktionellen Domanen-
strukturen auf und besitzen im carboxyterminalen Molekulbereich einen Tyrosinrest,
der in phosphorylierter Form fur die STAT-Dimerisierung ben6étigt wird (Schindler et
al. 1992; Shuai et al. 1992; Shuai et al. 1993b).



Viele Erkenntnisse Uber die Zusammenhénge von zytokinspezifischer Rezeptorakti-
vierung und den Funktionen der STAT-Proteine wurden durch Mausexperimente ge-
wonnen (Akira 1999). STAT1-Knockout-Mause sind in ihrer Entwicklung nicht beein-
trachtigt, weisen jedoch erhdhte Anfélligkeiten gegeniber bakteriellen und viralen
Infektionen auf. Auch sind sie fur Tumorbildung und -proliferation anfalliger (Shanka-
ran et al. 2001). Obwohl in anderen Zytokinsignalwegen keine Regulationsstérungen
vorliegen, ist die durch Typ-I- und Typ-lI-IFN vermittelte Signaltransduktion bei
STAT1-defizienten-Mausen beeintrachtigt. Das heift, dass ihre Immunitat gegentuber
viralen und bakteriellen Erregern deutlich beeintrachtigt ist, da STAT1 sowie STAT2
fur die interferonvermittelte Immunantwort essentiell sind (Durbin et al. 1996; Horvath
und Darnell 1996; Meraz et al. 1996). Bei STAT2-Knockout-Mausen ist zwar die Sig-
naltransduktion gehemmt, die durch Typ-I-Interferon stimuliert wird (Schindler et al.
1992a; Schindler und Darnell 1995), es besteht jedoch nur eine Immunschwéche
gegen virale, nicht aber gegen bakterielle Infektionen (Park et al. 2000; Levy und
Darnell 2002). STAT3-defiziente-Mause versterben bereits in der Embryonalphase,
da STAT3 eine wichtige Rolle bei der uterinen Implantation spielt. Das Gen muss
demnach im erwachsenen Alter ausgeschaltet werden, um Untersuchungen dieses
Defizits moglich zu machen (O’Shea 1997; Takeda et al. 1997a). Ist das STAT3-
Protein in adulten Zellen ausgeschaltet, kommt es zur Unterdriickung der Zellteilung
sowie der Zellproliferation und somit zu einer Stérung der IL-6-getriggerten T-Zell-
Proliferation sowie zu einer Beeintrachtigung der inflammatorisch bedingten Induktion
von Akut-Phase-Proteinen in der Leber (Takeda und Akira 2000; Alonzi et al. 2001).
STAT4-defiziente Mause haben einen Defekt bei der Differenzierung der T-Helfer-
Zellen zu TH1-Zellen, obwohl sie ansonsten lebensfahig und normal fruchtbar sind
(Kaplan et al. 1996b; Takeda und Akira 2000; Wurster et al. 2000). Die murine Se-
quenz der Aminosduren von STAT5a ist zu 96% identisch mit der Sequenz von
STATS5b (Mui et al. 1995). Dennoch verfiigen STAT5a- bzw. STAT5b-Knockout-Mause
Uber einen unterschiedlichen Phanotyp. Das bedeutet, dass ein STAT5a-Defizit nicht
durch die Expression eines intakten STAT5b-Proteins ausgeglichen werden kann.
Allerdings zeigen STAT5a-Knockout-Mause auffallend wenig Defekte. Bei STAT5a-
defizienten Mausen wurden Defekte der Mammogenese mit Storung der Laktation
beschrieben (Liu et al. 1997). Durch Forschung an STAT5b-defizienten Mausen
konnte gezeigt werden, dass STAT5b-Proteine fur die Expression von geschlechts-

spezifischen Leberproteinen und die geschlechtsspezifische Korpergrof3e von Be-
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deutung sind (Udy et al. 1997). STAT6 wird nur durch IL-4 und IL-13 aktiviert und re-
guliert somit die Entwicklung der T-Helfer-Zellen durch Induktion von TH2-Zellen.
Fehlt nun das STAT6-Protein in Mausen, fuhrt dies zu einer defekten Entwicklung
reifer TH2-Zellen. Zudem wurde eine Beeintrachtigung der Lymphozytenfunktion bei
den Mausen festgestellt (Kaplan et al. 1996a; O Shea 1997; Takeda et al. 1997b).
Neben einer gestorten IFNy-Synthese und einer beeintrachtigten Zytotoxizitat natdrli-
cher Killerzellen weisen sie zusatzlich eine Differenzierungsstdérung naiver T-Helfer-
zellen auf, die eine abnormale TH1-Entwicklung zur Folge hat (Kaplan et al. 1996b;
Thierfelder et al. 1996).

Jedes STAT-Protein weist den gleichen Strukturaufbau auf; es handelt sich hierbei
um funktionell und strukturell konservierte Doméanen (Abb. 3). Schon seit langerem
lasst sich der Beitrag einzelner Domanen durch Mutagenesestudien und Sequenz-
vergleiche innerhalb der STAT-Familie abschétzen. Dieses wird erleichtert durch die
Mdglichkeit der dreidimensionalen Darstellung der Kristallstruktur von STAT-Mole-
kilen, wie beispielweise von STAT1 (Chen et al. 1998; Chen et al. 2003; Mao et al.
2005).
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Abb. 4: Kristallstruktur eines DNA-gebundenen STAT1-Dimers. Pro Monomer sind jeweils
die vier Domanen des Kernfragments von STAT1a dargestellt. Die Coiled-coil-Doméane ist in
blass violett, die DNA-Bindedomaéne in rosa, die Linker-Doméne in cyan und die SH2-Doméne
in gelb hervorgehoben; die DNA im Zentrum ist in axialer Orientierung dargestellt. Die Lysin-
reste an den Positionen 359 und 361 sowie der Asparaginsaurerest an Position 367 (grin), die
in dieser Arbeit ndher untersucht werden, sind in der DNA-Bindedomé&ne mit ihren funktionel-
len Seitenketten lokalisiert. Diese Grafik ist mithilfe des Software-Programmes PyMol unter der

Verwendung des Protein-Data-Bank-(PDB)-Koordinatendatensatzes 1BF5 hergestellt worden.

Wichtige Erkenntnisse zur Struktur wurden durch kristallographische Analysen von
phosphorylierten DNA-gebundenen STAT1- und 3-Homodimeren gewonnen. Zwar
umfassen diese Modelle nur das Kernfragment der STAT-Proteine, zeigen aber den-
noch, dass sie in Form von Dimeren, die Uber eine SH2-Domane untereinander in
Verbindung stehen, mit der DNA interagieren (Becker et al. 1998; Chen et al. 1998).

Durch die Aufklarung der Kristallstruktur der isolierten aminoterminalen Doméne von
11



STAT4, die eine hohe Sequenzahnlichkeit zu STAT1 aufweist, gelang es, das Protein
auch aulR3erhalb des Kernfragmentes zu erforschen und ein Modell zu entwickeln, das
Aufschluss Uber die Interaktion der Aminotermini von STAT1-Dimeren geben konnte
(Baden et al. 1998; Chen et al. 1998; Vinkemeier et al. 1998; Chen et al. 2003).
Uberdies gelang es spater, den STAT1-Aminoterminus im unphos-phorylierten, nicht
DNA-gebundenen Molekil kristallographisch darzustellen (Mao et al. 2005). Mit die-
sen Modellen konnte auch gezeigt werden, dass STAT1-Dimere nicht in einheitlicher
Konformation vorliegen, sondern in einer parallelen oder einer antiparallelen Form
vorhanden sind, woflr der Unterschied in der Ausrichtung der SH2-Domane liegt. Die
SH2-Domaéanen zeigen demnach in dieselbe bzw. in die entgegengesetzte Richtung.
Die Aminosauresequenz dieses Bereiches, aber vor allem seine Lange, spielt hierbei
eine wichtige Rolle (Mao et al. 2005; Mertens et al. 2006). Der Wechsel zwischen
den beiden méglichen Konformationen wird durch eine flexible Region zwischen dem
Aminoterminus sowie der Coiled-coil-Doméane realisiert (Mertens et al. 2006). Ge-
genseitige Wechselwirkungen der SH2-Domanen stabilisieren die parallele Form,
wahrend die antiparallele Form Uber reziproke aminoterminale Wechselwirkungen
und Interaktionen der Coiled-coil-Domane mit der DNA-Binde-doméane gefestigt wird.
Fur eine Bindung an den Rezeptor oder an die DNA ist die parallele Form essentiell.
Um eine Dephosphorylierung durch die TC45-Phosphatase zu gewahrleisten, ist
wiederum die antiparallele Ausrichtung obligat (Mao et al. 2005; Zhong et al. 2005;
Mertens et al. 2006; Wenta et al. 2008).

Die aminoterminale Doméne ist nach der SH2-Domane die am hochsten konservierte
Domane innerhalb der STAT-Familie und umfasst die Aminosauren 1 bis 135. lhre
Hauptfunktion scheint in der Vermittlung von Protein-Protein-Interaktion zu liegen.
Diese ist essentiell fur die Dimerisierung und die damit zusammenhé&ngende koope-
rative DNA-Bindung. Die Protein-Protein-Interaktion erstreckt sich auf die bereits in
der Kristallstruktur der isolierten STAT4-ND gezeigte Féahigkeit zur Homodimerisie-
rung (Vinkemeier et al. 1998), die die Stabilitat der DNA-Bindung bei der Bindung an
benachbarte GAS-Stellen durch ND:ND-Interaktion zwischen den DNA-gebundenen
Dimeren erhoht (Vinkemeier et al. 1996; Xu et al. 1996; Vinkemeier et al. 1998). An
schwachen Promotoren wirkt die Oligomerisierung auf die DNA-Bindungsaktivitat
stabilisierend (John et al. 1999). Innerhalb der sieben STAT-Proteine weisen die je-
weiligen aminoterminalen Domanen eine sehr ahnliche Struktur auf. Dennoch ist das

Austauschen des Aminoterminus innerhalb der STAT-Familien nicht ohne weiteres
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mdoglich. Diese Erkenntnis lasst auf funktionelle Unterschiede der Aminotermini der
einzelnen STAT-Mitgliedern schliel3en (Strehlow und Schindler 1998; Murphy et al.
2000). Um die wichtigen Funktionen der STAT-Proteine herauszuarbeiten, wurden
verschiedene Mutationsexperimente durchgefiihrt. Der Aminoterminus ist in viele die-
ser Funktionen involviert (Shuai et al. 1996; Strehlow und Schindler 1998; Murphy et
al. 2000). Als Beispiel befindet sich in der aminoterminalen Doméane von STAT1 ein
Kernlokalisationssignal (NLS, Nuclear Localisation Signal), das durch die Interaktion
mit Importinen den Kernimport des phosphorylierten STAT-Dimers ermdglicht (Meis-
sner et al. 2004). Zudem konnten in der aminoterminalen Domé&ne von STAT1 Inter-
aktionsoberflachen mit PIAS1-Proteinen, welche die DNA-Bindung von phosphory-
liertem STAT1 blockieren (Liao et al. 2000; Leung et al. 1996; Darnell 1997; Horvath
2000; Shuai 2000), dem CREB-bindenden Protein CBP/p300 (Horvath 2000) und
Zytokinrezeptoren (Leung et al. 1996; Murphy et al. 2000) identifiziert werden. Durch
weitere Mutationsexperimente konnte beispielsweise in der Position 77 des STAT1-
Proteins ein konservierter Phenylalaninrest in der aminoterminalen Doméane identifi-
ziert werden. Nach Mutation dieses Restes zu Alanin wird die Fahigkeit zur Tetrame-
risierung von STAT1-Molekilen unterbunden. Somit ist sowohl das Vermdgen der
kooperativen DNA-Bindung gehemmt als auch die transkriptionelle Aktivitat vermin-
dert (Meyer et al. 2004). Schlussendlich befindet sich im carboxyterminalen Abschnitt
der aminoterminalen Domane ein flexibler Bereich, der zur Coiled-coil-Doméane Uber-
leitet.

Die Coiled-coil-Doméne besteht aus 4 antiparallelen a-Helices, weshalb sie auch als
4-Helix-Bundel bezeichnet wird. Sie ist 149-187 AS lang und fur die Bindung an Zy-
tokinrezeptoren verantwortlich (Zhang et al. 2000). Die Coiled-coil-Doméne intera-
giert mit Proteinen im Sinne einer Protein-Protein-Interaktionsdomane (Zhang et al.
2002). In ihr befindet sich eine zweite Interaktionsflache, die in der Lage ist, eine
Bindung zur DNA-Bindedomane (DBD) eines weiteren Monomers herzustellen. Dies
geschieht von Monomer zu Monomer mit Beteiligung der Reste Q340, T385, H406
und Q408 und tragt zur Stabilisierung der antiparallelen Konformation bei (Mao et al.
2005; Mertens et al. 2006). Weiterhin enthalt die Coiled-coil-Domane bei STAT3 so-
wie bei STATS ein kernlokalisiertes Signal (NLS) (Liu et al. 2005; Zeng et al. 2002)
und bei STAT1 ein nukleares Exportsignal in der leucinreichen, helikalen Region
(Beqitt et al. 2000).
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Die DNA-bindende Doméane von STAT1 besteht aus 172 AS, mehreren B-Faltblattern
und Schleifen. Sie hat eine immunglobulinahnliche Tertiarstruktur, die der vom nukle-
aren Faktor (NF-kB) und p53 sehr ahnlich ist (Chen et al. 1998). Die Hauptfunktion
der DNA-Bindedomane besteht in der sehr ausgepragten Interaktion mit DNA-
Sequenzen (Wegenka et al. 1993; Sadowski et al. 1993) mit nanomolaren Gleichge-
wichts-Dissoziationskonstanten (Vinkemeier et al. 1996), bei denen jedes phosphory-
lierte Monomer eine Bindung mit einer halben palindromischen GAS-Bindestelle ein-
geht (Chen et al. 1998). Nachdem die Kristallstruktur untersucht wurde, konnte dar-
gestellt werden, dass es zu einer Bindung mit der DNA Uber die groRe und kleine
Furche der Doppelhelix kommt. Die Aminosaurereste N460 und K336 interagieren
mit der groRen und E421 mit der kleinen Furche (Chen et al. 1998). Die DNA-
Bindedomane verfligt Uber eine spezifische Bindung an die DNA, die jedoch durch
Mutationen aufgehoben werden kann. Das die DNA-Bindung so prazise ist, ist einem
konservierten Bereich innerhalb der DNA-Bindedoméne zwischen den Aminoséau-
reresten 400-500 zu verdanken (Darnell 1997; Horvath et al. 1995). Uber das Kern-
lokalisationssignal (NLS) der DNA-Bindedomaéne ist es moglich eine Bindung an Im-
portin-a5 zu vermitteln und somit den Kernimport zu sichern (Fagerlund et al. 2002;
McBride et al. 2002; Meyer et al. 2002). Die DNA-Bindedoméne enthalt zudem zwei
durch rationale Mutagenese erzeugte Aminosaurereste, die bemerkenswerte Effekte
auf die Dephosphorylierung der Mutanten, die DNA-Bindung und die damit verbun-
dene Haftung im Zellkern aufweisen.

Die Linker-Doméane (LD) ist 88—95 AS lang und liegt als Bindeglied zwischen der
DNA-Bindedoméane und der SH2-Doméane, mit der sie Uber eine phosphatbindende
Schleife kommuniziert. Sie besteht, &hnlich wie die Coiled-coil-Doméne, aus mehre-
ren a-Helices (Chen et al. 1998). Durch spezifische Mutationen konnten Veranderun-
gen, zum Beispiel in Bezug auf die transkriptionelle Aktivitat an STAT1, beschrieben
werden (Yang et al. 1999), wobei diese Aktivitat durch strukturelle Veranderungen in
der nachgeschalteten SH2-Doméane die DNA-Bindung induziert (Chen et al. 1998).
Auch vermittelt sie bei STAT3 eine Interaktion mit dem proapoptotischen Faktor
GRIM19 (Lufei et al. 2003). Ebenso wurde die DNA-Bindung der Linker-Doméne er-
forscht. Daruber hinaus ist die Linker-Doméane noch weitestgehend unbekannt.

Die am stérksten konservierte STAT-Domane aus 100 Aminoséureresten ist die SH2-
Domane (Chen et al. 1998; Schindler und Darnell 1995). Ihre Grundstruktur (aBppa)

besteht aus einem antiparallelen B-Faltblattmotiv (3B—pD), das wiederum von zwei a-
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Helices (aA und aB) eingeklammert ist (Chen et al. 1998; Gao et al. 2004; Waksman
et al. 1992). Ihren Namen erhielt die SH2-Domane durch die Sequenz der Tyrosin-
Kinase Src, in der sie aminoterminal der Kinase-Domane (SH1-Domane) identifiziert
wurde (Koch et al. 1991; Pawson 1988; Sadowski et al.1986). Durch die SH2-
Domane konnen die STATs miteinander interagieren (Shuai et al. 1994; Gupta et al.
1996) und eine Bindung mit den Phosphotyrosin-Resten der Zytokin-Rezeptoren ein-
gehen (Greenlund et al. 1995; Schindler et al. 1995). Diese Rezeptoren sind fir die
Signalweiterleitung von Bedeutung (Mayer und Hanafusa 1990; Mayer et al. 1991),
bei der zwei Hauptaufgaben hervorzuheben sind: Die Vermittlung der Bindung an
phosphorylierte Abschnitte von membranstandigen Rezeptoren bzw. an intrazellul&-
ren Tyrosin-Kinasen (Shuai et al. 1994; Becker et al. 1998) und die Homo- bzw. Hete-
rodimerisierung von phosphorylierten STAT-Monomeren. Letzteres geschieht durch
die wechselwirkende Interaktion der SH2-Domé&ne mit einem konstanten phosphory-
lierten Tyrosinrest eines anderen STAT-Molekiils, wie zum Beispiel dem Tyr701 bei
STATL1. Hierbei wurde an Position 602 ein Argininrest dargestellt, der in allen bekann-
ten SH2-Domanen konserviert und an der Dimerisierung von STAT1 beteiligt ist
(Chen et al. 1998; Shuai et al. 1993b, 1994). Dieser Mechanismus der Phosphotyro-
sin:SH2-Interaktion &hnelt dem von anderen Proteinen sehr (Kuriyan und Cowburn
1997), obwohl grofRe Unterschiede zwischen SH2-Doménen bestehen, von denen im
menschlichen Genom an die 200 verschiedene vorhanden sind (Gao et al. 2004;
Kawata et al. 1997; Darnell 1997).

Die Transaktivierungsdoméne (TAD) ist eine der am wenigsten konservierten Doméa-
nen der STAT-Familie mit einer nicht festgelegten Lange von ca. 40 Aminoséauren bei
STAT1 und bis zu 200 Aminosauren bei STAT6 (Levy und Darnell 2002). Es wird
vermutet, dass dieser Umstand bei den STATs ausschlaggebend fur die Spezifitat der
Zielgene ist. Die Transaktivierungsdomane enthalt den bereits oben erwéhnten kriti-
schen Tyrosinrest 701, der unter anderem fur die transkriptionelle Aktivitdt von Be-
deutung ist und von den Janus-Kinasen phosphoryliert wird (Schindler et al. 1992b;
Shuai et al. 1992). Bei einigen Mitgliedern der STAT-Familie, wie zum Beispiel STAT1
und STAT3, konnte ein invarianter Serinrest in der Transaktivierungsdoméne auf Po-
sition 727 detektiert werden, der bei einer Phosphorylierung durch unterschiedliche
Stimuli zu maximaler transkriptioneller Aktivierung fihrt (Wen et al. 1995; Zhang et al.
1995; Decker und Kovarik 2000). Zudem vermittelt die Transaktivierungsdoméne den

durch Stress induzierten Zelltod (Janjua et al. 2002; Stephanou und Latchman 2003)
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und eine Protein:Protein-Interaktionen mit CBP/p300 (Zhang et al. 1996), MCM5
(Zhang et al. 1998), BRCA1 (Ouchi et al. 2000) und NCoAl (Litterst und Pfitzner
2001).

Diese Arbeit befasst sich mit der Generierung von Punktmutationen innerhalb der
DNA-Bindedoméne von STAT1 und deren Auswirkungen auf das Protein und dessen
Verhaltensweisen bezuglich der Kernakkumulation, der Genaktivierung sowie der
Phosphorylierung. Hierzu wurden verschiedene Experimente durchgefihrt. Die aus-
gewahlten Aminosauren sind konserviert und somit fir das STAT-Protein mutmalilich
von Bedeutung. Sie liegen in der DNA-Bindedomane, weit von der DNA entfernt und
konnten dennoch unmittelbar an der DNA-Bindung beteiligt sein. Durch den Einsatz
standardisierter Untersuchungsverfahren soll versucht werden, mogliche abweichen-
de Eigenschaften der mutierten STAT1-Proteine mit verschiedenen Methoden zu
verifizieren, um mithilfe dieser Ergebnisse Aussagen Uber den Phanotyp der einzel-

nen Mutanten sowie deren Einfluss auf den JAK-STAT-Signalweg zu treffen.
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2. Material und Methoden
2.1 Material

2.1.1 Humane Zelllinien

Humane Epithelzellen eines Zervixkarzinoms mit etablierter permanenter

Hela Zelllinie (bezogen von Prof. Dr. U. Vinkemeier)

aus 2fTGH entstandene STAT 1-defiziente Zelllinie (bezogen von Prof. Dr. U.

U3A Vinkemeier)

2.1.2 Chemikalienliste

Agar Carl Roth, Karlsruhe

Ammoniumperoxodisulfat Carl Roth

Ampicillin Sigma-Aldrich

Borsiure AmershamPharmacia Biotech,
Freiburg

Bromphenol-Blau Sigma-Aldrich

Dimethylsulfoxid (DMSO) Carl Roth

Dithiothreitol (DTT) AppliChem, Darmstadt

Ethanol Carl Roth

Ethylendiamin-N,N,N",N"-tetraessigsaure _
Acros Organics

(EDTA)
Ethylenglycol-bis(ethylennitrilo)-N,N,N’,N'-

tetrZess?gysaure (I(EG‘I?/A) ) 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-

pip(eraz):noetﬁan:/u)lfonséure (HEPES) Carl Roth
Hefeextrakt Carl Roth
IGEPAL-CA-360 Sigma-Aldrich
Kaliumchlorid Carl Roth
Kanamycin Sigma-Aldrich
B-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-B-p-Galactopyranosid Sigma-Aldrich

Pefabloc SC Roche, Grenzach
2-Propanol Carl Roth
Rinderserumalbumin (BSA) Carl Roth
Rotiphorese Gel Carl Roth
Salzsaure Carl Roth
Staurosporin Sigma-Aldrich
N,N,N",N"-Tetramethylethylendiamin (TEMED) | Carl Roth
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Tris-Hydrochlorid (Tris-HCI) Carl Roth

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris-Base) | Carl Roth

Triton X-100 Sigma-Aldrich
Trypton Carl Roth
Tween-20 Sigma-Aldrich
Wasserstoffperoxid Carl Roth

2.1.3 Radiochemikalien

Die a-[**P]-markierten Desoxynukleotide wurden vor Ablauf ihrer Halbwertszeit ein-

gesetzt und besalien eine spezifische Aktivitdt von 111 Thg/mmol (Hartmann Analy-

tic, Braunschweig).

2.1.4 Puffer, Losungen und Medien

Alle Puffer, Losungen und Medien wurden mit entionisiertem Wasser der Millipore-
Anlage Milli-Q (Millipore, Schwalbach) hergestellt. Uber einen Molekiilfilter mit einer
Porengréf3e von 0,22 um filtert die Anlage Wasser. Der pH-Wert einzelner Lésungen
wurde mithilfe des pH-Meters Seven Easy (Mettler Toledo, Giel3en) eingestellt. Bei

Bedarf konnten einzelne Losungen Uber 0,2 um-Filter steril filtriert werden.

2.1.5 AntikOrper

IRDye 800CW Anti-Kaninchen-IgG aus o
- LI-COR Biosciences, Bad Homburg
iege

Santa Cruz Biotechnology, Santa
STAT3 (H-190)

Cruz, CA, USA
Phospho-STAT1 (Tyr 701) Cell Signaling, Danvers, Ma, USA
STAT1a-p91 (C-24) Santa Cruz Biotechnology

19



Cy3-gekoppeltes Anti-Kaninchen-1gG aus | Jackson ImmunoResearch, Suffolk,
Ziege UK

Bei der immunzytochemischen Untersuchung wurde der Antikdrper C-24 im Verhalt-
nis 1:1000 in 25% FBS mit PBS als Erstantikbrper und das Cy3-gekoppelte Anti-
Kaninchen-1gG aus Ziege als Zweitantikdrper im Verhaltnis 1:500 in 25% FBS in PBS
eingesetzt. Wahrend einer Supershift-Reaktion bei sogenannten EMSA-Experimen-
ten wurden die polyklonalen Antikdrper STAT1a-p91 (C-24) und STAT3 (H190) mit
einer Verdinnung von 1:9 in PBS (Karlsruhe, Gibco) verwendet. Fir das Western-
Blot-Experiment wurden polyklonale Antikdrper (STAT1la-p91 C-24) und Phospho-
STAT1 (Tyr 701)) als Prim&rantikdrper verwendet. Die Verdunnung belief sich auf
1:1000 in 4% BSA mit TBS-T (0,05% Tween-20, pH 7,4, 137 mM NaCl, 10 mM Tris-
HCI). Das polyklonale IRDye 800CW Anti-Kaninchen-lgG aus Ziege, das in einer
Verdinnung von 1:10.000 in 4% BSA mit TBS-T seine Verwendung fand, wurde als
Sekundéarantikdrper gehandhabt.

2.1.6 Reaktionskits

Absolute-Blue-QPCR-SYBR-Green-Mix Thermo Scientific, Dreieich
Luciferase-Assay-System Promega; Mannheim
pegGold-Plasmid-Miniprep-Kit Peglab
pegGold-total-RNA-Kit Safety-Line Peglab
QIAGEN-Plasmid-Maxi-Kit Qiagen, Hilden
QuikChange® Il Site-Directed Mutagenesis-Kit Stratagene
Verso-cDNA-Kit Thermo Fisher Scientific
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2.1.7 Enzyme

Complete-Mini Protease Inhibitoren

Roche, Grenzach

DNA-Polymerase | (Klenow-Enzym)

New England Biolabs, Schwal-
bach

Dpn I-Endonuklease und PfuUltra-HF

Stratagene, La Jolla, USA

PfuTurbo DNA-Polymerase

Stratagene

T-Zell-Protein Tyrosin-Phosphatase (human,

rekombinant, C-terminale 11 kDa-Deletion

(TCAC11, Reste 1-317), exprimiert in E. coli)

Biomol-International, Plymouth,
USA

Trypsin/EDTA-L6sung

2.1.8 Zytokine

PAA, Pasching, Osterreich

Es wurde humanes Interferon-y (IFNy) der Firma Biomol in Hamburg fur die Stimula-

tion der Zellen eingesetzt. IFNy wurde, wenn nicht anders verlangt, in dem jeweiligen

Medium der Zellkultur 1:1000 verdinnt und auf die Zellen pipettiert.
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2.1.9 Plasmide

PEGFP-N1

4,7kb langer, optimierter Vektor mit
verbesserter Fluoreszenz zur Ex-
pression von N-terminalen GFP-

Fusionsplasmiden in Saugerzellen

Clonetech, Mountain View, USA

pSTAT1la-GFP

Humane STAT1la-cDNA
(AS 1- 747) in pEGFP-N1

Beqitt et al. 2000

durch sequenzspezifische Mutation

pSTAT1a(K359A)- | entstandenes Derivat von STAT1a- _ _ _
_ die vorliegende Arbeit
GFP GFP1, verwendetes Primerpaar:
K359AF/K359AR
durch sequenzspezifische Mutation
pSTAT1a(K361A)- | entstandenes Derivat von STAT1a- . ) .
. die vorliegende Arbeit
GFP GFP1, verwendetes Primerpaar:
K361AF/D367AR
durch sequenzspezifische Mutation
pSTAT1a(D367A)- | entstandenes Derivat von STAT1a- _ _ _
_ die vorliegende Arbeit
GFP GFP1, verwendetes Primerpaar:
D367AF/D367AR
pcDNA3.1 5,4kb langer, eukaryotischer Expres- Invitrogen

sionsvektor

pcDNA3.1-STAT1a

humane STAT1a-cDNA kloniert in
pcDNA3.1

Dr. James E. Darnell,
New York, USA

pcDNA3.1-
STAT1a(K359A)

durch sequenzspezifische Mutation
entstandenes Derivat von pcD-
NA3.1-STAT1a, verwendetes Pri-
merpaar: K359AF/K359AR

22

die vorliegende Arbeit



durch sequenzspezifische Mutation

pcDNA3.1- entstandenes Derivat von pcD- _ _ _
_ die vorliegende Arbeit
STAT1a(K361A) NA3.1-STAT1a, verwendetes Pri-
merpaar: K361AF/D367AR
durch sequenzspezifische Mutation
pcDNAS3.1- entstandenes Derivat von pcD- . . .
. die vorliegende Arbeit
STAT1a(D367A) NA3.1-STAT1qa, verwendetes Pri-
merpaar: D367AF/D367AR
7,4kb langer Expressionsvektor der
pBGal . Stratagene, La Jolla, USA
B-Galaktosidase
Reportergenkonstrukt mit drei GAS-
pPGAS3xLy6E Wen et al. 1995

Bindestellen

Das Akronym pSTAT1la-GFP wird im Verlauf durch die Bezeichnung pSTAT1-GFP
ersetzt, da in dieser Arbeit nur mit STAT1la-kodierten Plasmiden gearbeitet wurde.
Der Begriff pSTAT1 wird aul3erdem bei der Verwendung von pcDNA3.1-STAT1la-

Plasmiden benutzt.

2.1.10 Oligonukleotide

Primer fur die sequenzspezifische Mutagenese

K359A F 5'-gctgaattataatttggcagtcaaagtcttatttgataaag-3-
K359A R 5'-ctttatcaaataagactttgactgccaaatttataattcagc-3°
D361AF 5'-gaattataatttgaaagtcgcagtcttattitgataaagatg-3*
K361AR 5'-catctttatcaaataagactgcgactttcaaattataattc-3*
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D367AF 5'-caaagtcttatttgataaagctgtgaatgagagaaatac-3‘

D367AR 5'-gtatttctctcattcacagctttatcaaataagactttg-3°

Primer fur die Sequenzierung

484f 5’-ccttcttcctgactccacca-3°

611r 5’-ctccacccatgtgaatgtga-3°

Olgonukleotid-Sonden fur den Elektrophoretischen-Mobilitats-Shift-Assay

M67 F 5’-ttttcgacatttcccgtaaatctg-3

M67 R 5’-ttttcagatttacgggaaatgtcg-3
GAS-nonGAS F 5’-ttttcgtttccccgaaattgacggatttaccccaac-37
GAS-nonGAS R 5'-ttttgttggggtaaatccgtcaatttcggggaaacg-3”
2XGAS F 5’-tttttgtttccccgaaattgacggatttccccgaaac-3
2XxGAS R 5’-tttttgtttcggggaaatccgtcaatttcggggaaac-3°
2XnonGAS F 5’-ttttcgtttaccccaaattgacggatttaccccaac-3”
2xnonGAS R 5’-ttttgttggggtaaatccgtcaattiggggtaaacy-3°

Primer fir die RT-PCR

hGAPDH F 5'-gaaggtgaaggtcggagtc-3°

hGAPDH R 5'-gaagatggtgatgggatttc-3°
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hIRF1 F

5'-agctcagctgtgcgagtgta-3°

hIRF1 R 5’-tagctgctgtggtcatcagg-3°
hGBP1 F 5’-ggtccagttgctgaaagage-3°
hGBP1 R 5’-tgacaggaaggctctggtct-3°
hMIG1 F 5’-ccaccgagatccttatcgaa-3°
hMIG1 R 5’-ctaaccgacttggctgcttc-3°
hSTAT1 F 5"-ccgttttcatgacctcctgt-3°
hSTAT1 R

5’-tgaatattccccgactgagce-3°

Die angegebenen Oligonukleotide wurden von den Firmen Hartmann Analytic

(Braunschweig), Sigma-Aldrich (Taufkirchen), Invitrogen (Darmstadt) und Tib MolBiol

(Berlin) bezogen.

2.1.11 Bakterienstdamme und Medien

Stratagene, La Jolla, (USA)

E.coli DH5a
Genotyp: F-@80dlacZDM15 D(lacZYA-argF) U169 recAl endAl
hsdR17(rk- mk+) phoA supE44 Athi-1 gyrA96 relAl
Stratagene, La Jolla, (USA)

E.coli XL1-

Blue

Genotyp: recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac
[F'proAB laclqZAM15 Tn10 (Tet")]

Fur die Anzucht der Bakterien wurden LB-Flissigmedium, SOC-Medium oder LB-

Agarplatten verwendet, deren Komponenten sich wie folgt zusammensetzten:
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LB-Medium LB-Agar SOC-Medium

1% Trypton 1% Trypton 2% Trypton

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

1% NacCl 1% NaCl 10 mM NacCl
1,5% Agar-Agar 2,5 mM Kcl

pH 7,0 (eingestellt durch

NaOH) pH 7,0 (eingestellt durch | 20 MM MgSO4
NaOH) pH 7,5

Die LB-Agarplatten sowie das LB-Flissigmedium wurden bei 1,5 bar und 121°C fur
30 min autoklaviert. Nach dem Autoklavieren wurden dem LB-Agar und LB-Medium
Kanamycin (50 pg/ml) oder Ampicillin (100 pg/ml) hinzugefugt, die als Selektions-
marker fungieren. Das SOC-Medium, das fir eine Transformation bendtigt wurde,
wurde einer 20-mindtigen Autoklavierung unterzogen und bei 121°C mit 20 mM steril

gefilterter Glukose versetzt.

2.1.12 Gerate und Verbrauchsmaterialien

Die Gerate und Verbrauchsmaterialien, die in dieser Arbeit verwendet wurden, sind in
den jeweiligen Kapiteln angefiihrt. Die Verbrauchsmaterialien sind auf folgende Fir-
men zurtckzufihren: Nunc (Roskilde, Danemark), Carl Roth (Karlsruhe), Eppendorf
(Hamburg), Greiner Bio-One (Frickenhausen), PEQLAP (Erlangen), Sarstedt (NUm-
brecht), B. Braun AG (Melsungen), Biometra (Goéttingen), Thermo-Fisher (Dreieich),
VWR (Darmstadt).

2.2 Methoden

2.2.1 Zellkulturmethoden

Kultivierung von Saugerzellen und deren Behandlung
In dieser Arbeit wurden HelLa-S3-Zellen und U3A-zellen verwendet. Alle Zellkultur-
arbeiten wurden aseptisch unter mikrobiologischen Sicherheitswerkbanken (Herasafe

K2, Thermo Scientific) durchgefthrt. Die Zellkultivierung erfolgte in einer mit Wasser-
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dampf geséttigten 5%igen CO,-Atmosphare bei 37°C in 75 cm?-Zellkulturflaschen
(Cellstar, Greiner Bio-One) im Brutschrank (Heraeus, Thermo Scientific). Das Voll-
medium der U3A-Zellen bestand aus Dulbeccos modifiziertem Eagle-Medium
(DMEM, Biochrom, Berlin) supplementiert mit 10% fetalem Kalberserum (FBS) (Bio-
chrom), 1% Penicillin/Streptomycin (PAA, Pasching) und 0,04 pg/ml Puromycin (Sig-
ma-Aldrich). Als Volimedium fur die HelLa-S3-Zellen wurde Quantum 101 Hela-
Medium (PAA) mit 1% Penicillin/Streptomycin (PAA) verwendet.

Alle 2—-3 Tage erfolgte das Passagieren der konfluenten Zellen fir die Erhaltungs-
kultur. Die Zellen wurden einmalig mit DPBS (Gibco) gewaschen und darauffolgend
mit einer Trypsin/EDTA-L6sung (0,05% Trypsin, 0,2 g/l EDTA, Biochrom) vom Fla-
schenboden der Zellkulturflasche gelést. Durch Zugabe von serumhaltigem Vollme-
dium wurde die Trypsinreaktion gestoppt, nachdem sie kurzzeitig bei 37°C im Brut-
schrank inkubiert wurde. Im Verdinnungsverhéltnis von 1:4 bis 1:6 wurden die Zellen
zur Erhaltung der Kultur ausplattiert.

Bei einer Konfluenz von ca. 70% war das Einfrieren der Zellen mdglich. Sie wurden
trypsiniert und in PBS aufgenommen. AnschlieBend folgte eine 10-mindtige Zentrifu-
gation bei 1000 rpm bei 20°C (Centrifuge 5415 R, Eppendorf) und eine Aufnahme
des Zentrifugats einer Zellkulturflasche von 75 cm?in 1 ml Einfriermedium (20% FBS,
10% Dimethylsulfoxid in DMEM). Die resuspendierten Zellen wurden in Gefriergefa-
e (Nalgene, Heidelberg) geflillt und mit Isopropanol (Carl Roth) tber Nacht durch
langsames Senken der Temperatur und unter Verwendung von DMSO auf eine La-
gerungstemperatur von -80°C heruntergekuhlt. Auch die Lagerung erfolgte bei -80°C,
wobei sie ebenfalls in flissigem Stickstoff moglich gewesen ware.

Im 37°C warmen Wasserbad erfolgte das rasche Wiederauftauen der eingefrorenen
Zellen mit anschlieRender Resuspension in dem jeweiligen Vollmedium. Der Uber-
stand wurde nach 5-minttiger Zentrifugation bei 1000 rpm und 20°C verworfen. Das
Zellpellet konnte daraufhin im Vollmedium resuspendiert und die Zellen in Kultur ge-

nommen werden.

2.2.2 Transfektion von Saugerzellen

Um den Transfer von Plasmid-DNA in die humanen Zelllinien HeLa-S3 und U3A er-
moglichen zu kénnen, wurde das Transfektionsreagenz MegaTran 1.0 (Origene,
Rockville, USA) verwendet. Fur die Transfektion nach Herstellerangaben wurden bei

einer 6-Loch-Platte pro Loch 1,6 pg Plasmid-DNA eingesetzt. Fir ein Loch einer 48-
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Loch-Platte wurden 0,25ug DNA und fur jede Kammer eines 8-Kammer-
Objekktragers 0,1 pg DNA veranschlagt. Zu der Plasmid-DNA wurden 150 mM NacCl-
Losung zur Verdunnung hinzugegeben und nach Vervollstandigung des Transfekti-
onsansatzes mit MegaTran fur 10 sec gevortext. AnschlieRend wurde der Ansatz fur
10 min bei Raumtemperatur (RT) inkubiert und danach auf die sich im Medium be-
findlichen Zellen gegeben. 16 bis 20 h nach Transfektion wurden die Zellen analysiert

und weiterverarbeitet.

2.2.3 Behandlung von Zellen mit Zytokinen und Inhibitoren

Bei der Verwendung von Inhibitoren und Zytokinen wurden diese jeweils mit dem da-
zugehorigen Zellkulturmedium verdunnt. AnschlieBend wurde die bendtigte Menge
an Medium auf die Zellen gegeben. Im Regelfall wurden fir eine IFNy-Stimulation
10 ng/ml humanes, rekombinantes IFNy (Biomol) und fir die Staurosporin-
Behandlung 1 uM Staurosporin (Sigma-Aldrich) eingesetzt. Tyrosin-Phosphatasen
konnten durch die Behandlung der Zellen mit 0,8 mM Vanadat und 0,2 mM H,0, ge-
hemmt werden. Fur das Ansetzen einer 0,8 M NazVO,-Stammlésung in H,O mit ei-

nem pH-Wert von 10 wurde die L6sung mehrfach erwarmt.

2.2.4 Mutagenese

Nach Herstellervorgaben wurden STAT1-kodierte Plasmide mit dem QuikChange I
Site-Directed-Mutagenesis-Kit punktmutiert. Der Reaktionsansatz der PCR enthielt
50 ng Matrizen-DNA, 5 yl 10x Reaktionspuffer, 125 ng komplementare Primer, 2,5
Einheiten PfuTurbo DNA-Polymerase und 1 yl dNTP-Mix. Der Ansatz wurde mit H,O
auf 50 pl erweitert. Das PCR-Protokoll umfasste 16 Zyklen, wobei jeder Zyklus aus
drei Schritten bestand: Denaturierung fir 30 sec bei 95°C, Annealing fir 1 min bei
55°C und Elongation fiir 14 min bei 68°C. Es erfolgte ein Dpn I-Verdau fir 1 h bei
37°C zur Entfernung der methylierten, parentalen DNA. Dazu wurden 10 Einheiten

Dpn I-Restriktionsenzym zum PCR-Amplifikat pipettiert.

2.2.5 Transformation von Plasmid-DNA in kompetente Bakterien

Kompetente E. coli DH5a-Bakterien (100 pl) bzw. E. coli XL1-Blue superkompetente
Zellen (50 ul) wurden allméahlich auf Eis aufgetaut, mit 10 ng Plasmid-DNA bzw. 1 ul
des Mutagenese-Ansatzes versetzt und 30 min auf Eis inkubiert. Darauffolgend wur-

de die Bakteriensuspension einem im Falle der E. coli DH5a-Bakterien 30-sekln-
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digen Hitzeschock und einem 45-sekiindigen Hitzeschock im Falle der E.coli XL1-
Blue-Bakterien bei 42°C unterzogen. Danach folgte eine 2-minttige Inkubation auf
Eis und eine Uberfiihrung der Bakterien in 500—1000 pl vorgewarmtes SOC-Medium.
Nach einer erneuten einstindigen Inkubation bei 225 rpm und 37°C wurden 250 pl
der Bakterienkultur auf LB-Agarplatten mit einem entsprechenden Antibiotikum aus-
plattiert und bei 37°C Gber Nacht inkubiert.

2.2.6 Isolation von Plasmid-DNA aus Bakterien

Um eine analytische Praparation von Plasmid-DNA durchzufihren, wurde eine ein-
zelne, zuvor transformierte Bakterienkolonie gepickt, in 2 ml LB-Medium mit einem
Selektionsmarker inokuliert und fur 7 h bei 225 rpm und 37°C inkubiert. Nach been-
deter Inkubationszeit wurde der Inhalt in ein Reaktionsgefald tberfuhrt und durch 5-
minttiges Zentrifugieren mit 13.000 rpm bei RT niedergeschlagen. Um eine Sequen-
zierung der mutierten Plasmid-DNA durchzufuhren, wurde diese nach Herstelleranlei-
tung mit dem peqGold Plasmid Miniprep Kit (PEQLAP Biotechnologie) aus dem Zell-
pellet isoliert. Es wurde ein praparativer Ansatz gewahlt, um grof3e Mengen reiner
Plasmid-DNA isolieren zu kénnen. Dazu wurden 150 ml LB-Medium mit dazugehori-
gem Selektionsantibiotikum versetzt, um es mit einer einzelnen, transformierten Bak-
terienkolonie zu inokulieren. Die Inkubation geschah bei 225 rpm und 37°C Uber
Nacht. Darauffolgend wurde die Bakteriensuspension bei RT und 6000 g fur 15 min
zentrifugiert und die Plasmid-DNA durch Verwendung des QIAGEN Plasmid-Maxi-Kit
(Qiagen, Hilden) isoliert. Mit H,O wurde die DNA eluiert. Es folgte die Konzentrati-
onsbestimmung und eine Verdinnung mit H,O auf 1 pg/ul sowie die Lagerung bei

einer Temperatur von -20°C.

2.2.7 Konzentrationshestimmung von DNA

Mithilfe des Photometers BioPhotometer Plus (Eppendorf) wurde die Konzentration
der DNA bei einer Wellenlange von A = 260 nm mit einer 70 pl-UV-Kivette (Brand,
Wertheim) photometrisch analysiert. Die Konzentration der Proben wurde mit einer
Formel (DNA-Konzentration [ug/ml] = A260 x 50 x Verdinnungsfaktor) bestimmt. Ei-
ne Verunreinigung der Probe wurde durch die Messung der Absorption bei
A =280 nm und durch die Bildung des Quotienten A260/A280 untersucht und konnte
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entweder nachgewiesen oder ausgeschlossen werden. Bei einem Wert von 1,8 liegt

keine Verunreinigung vor.

2.2.8 Sequenzierung

Um die eingefigten Punktmutationen verifizieren zu kdnnen, wurde eine Sequenzie-
rung der Plasmid-DNA von SeglLabSequence Laboratories (Gottingen) durchgefihrt.
Dazu wurden zu 700 ng Plasmid-DNA in ein Gesamtvolumen von 7 ul 20 pM eines

entsprechenden Sequenzierprimers beigefiigt.

2.2.9 Herstellung von Zellextrakten

Fur unterschiedliche Assays wie Western Blot, In-vivo-Dephosphorylierung und Gel-
shift-Experimente wurden Gesamtzellextrakte eingesetzt. Die Zellen wurden in 6-
Loch-Platten nach Transfektion und entsprechender Stimulation auf Eis aufbereitet.
Sie wurden mit PBS gewaschen und darauffolgend pro Loch mit 50 ul auf Eis gela-
gertem zytosolischem Extraktionspuffer (1 mM EDTA, 10 mM KCI, pH 7,4, 10% Gly-
cerol, 20 mM Hepes, 0,1 mM Natrium-ortho-Vanadat (Na;VO,)) lysiert. Direkt vor
Gebrauch des Puffers wurden 0,4 mM Pefabloc, 0,1% IGEPAL-CA-360, 3 mM DTT
und Complete-Mini-Protease-Inhibitoren hinzugegeben. Nach der Inkubation wurden
die Zellen mit einem Zellschaber aus den Wells heruntergeschabt, die Lysate in
1,5 ml Reaktionsgefal3e pipettiert und in der Eppendorf-Tischzentrifuge bei 4°C fir
10 sec bei 13.000 rpm zentrifugiert. Es entstanden ein Zellpellett und zytosolische
Extrakte, die als Uberstande in neue ReaktionsgefaRe iberfuhrt wurden. Die Uber-
stande wurden fir 5 min bei 13.000 rpm und 4°C zentrifugiert und fir die weitere
Verarbeitung auf Eis gelagert. Die Niederschlage aus dem ersten Zentrifugations-
schritt wurden in 50 pl nukledrem Extraktionspuffer (420 mM KCI, 1 mM EDTA,
20 mM Hepes, 20% Glycerol, 0,1 mM NazVO,, pH 7,4) resuspendiert, fur 30 min auf
Eis inkubiert und wiederholt fir 15 min bei 13.000 rpm und 4°C zentrifugiert. Eben-
falls direkt vor Gebrauch wurden auch dem nukledren Extraktionspuffer 3 mM DTT,
Complete-Mini-Protease-Inhibitoren und 0,4 mM Pefabloc zugesetzt. Bei den ent-
standenen Uberstanden handelte es sich um die nuklearen Zellextrakte. Diese konn-
ten entweder mit gleichen Mengen an zytosolischen Extrakten vermischt werden, um
als Gesamtzellextrakte zu fungieren oder bei -80°C fir eine Weiterverarbeitung ein-
gefroren zu werden. Um Western-Blot-Analysen durchfihren zu kénnen, wurde den

vereinigten Extrakten 6xSDS-Probenpuffer (8% Natriumlaurylsulfat (SDS), 0,04%
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Bromphenol-Blau, 350 mM Tris-HCI, 30% Glycerol, 10% B-Mercaptoethanol, pH 6,8)
beigefligt. Die Proben wurden fur 3 min bei 95°C erhitzt und bei -20°C aufbewabhrt.
Fur Dephosphorylierungsversuche wurden die Extrakte ohne die Zugabe von SDS-

Probenpuffer bei -80°C gelagert.

2.2.10 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
Mithilfe der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese wurden Proteine, die zuvor durch

Hitze denaturiert wurden, ihrer Gréf3e nach in einem vertikalen Elektrophoresesystem
(Minigel-Twin, Biometra) mit einer Spannung von 11 mA/Gel in SDS-Laufpuffer
(25mM Tris-Base, 192 mM Glycin, 0,1% SDS, pH 8,6) aufgetrennt. Als Tragermaterial
wurde fur die Gelelektrophorese ein Polyacrylamidgel angesetzt, das aus einem
Trenngel und einem Sammelgel besteht. Das Trenngel setzte sich aus 10% (v/v) Ro-
tiphorese Gel 30 (Acrylamid/Bisacrylamid 37), 0,03% APS, 0,16% TEMED, 4x Trenn-
gelpuffer (1,5 M Tris-HCI, 0,4% SDS, pH 8,8) zusammen. Das Sammelgel bestand
aus 5% Rotiphorese Gel 30, 0,06% APS, 0,2% TEMED und 4x Sammelgelpuffer
(0,5 M Tris-HCI, 0,4% SDS, pH 6,8). Um ein Polyacrylamidgel zu giefl3en, wurde zu-
erst das Trenngel zwischen zwei Glasplatten gegeben, die durch einen Gummirah-
men leicht voneinander getrennt waren. Fur einen definierten Abschluss des Gels
wurde das Trenngel mit Isopropanol bedeckt. Nach abgeschlossener Polymerisation
des Gels wurde das Isopropanol wieder abgenommen und das Sammelgel auf das
Trenngel gegeben. Mit einem Plastikkamm konnten die Geltaschen modelliert wer-
den. Gesamtzellextrakte wurden dem Gefrierschrank bei -20°C enthommen und fur
3 min bei 95°C im Heizblock denaturiert. Darauffolgend wurden 10-20 pl der Zellex-
trakte in die vorgefertigten Geltaschen appliziert, wobei sowohl in der ersten als auch

in der letzten Tasche ca. 7 yl SDS-Puffer als Laufhilfe aufgetragen wurden.

2.2.11 Immunchemische Proteindetektion mittels Western Blot

Die Proteine, die im Gel durch SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese aufgetrennt
wurden, lie3en sich auf eine Polyvinylidenfluorid-Membran (PVDF-Membran) (Millipo-
re, Schwalbach/Ts.) Ubertragen. Das elektrische Transferverfahren erfolgte mit dem
Fastblot B44 (Biometra) nach der Semi-Dry-Methode. Am Anfang wurde die zuvor
hydrophobe Membran fur 5 min in Methanol (Sigma-Aldrich) aktiviert. Darauf folgte
eine zweimalige Inkubation auf dem Schiittler (Duomax) ftir je 15 min in Transferpuf-

fer (25 mM Tris-Base, 150 mM Glycin, 10% Methanol, pH 8). Nach einer Transfer-
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dauer von 90 min bei 80 mA pro Blot wurde die Membran 5 min mit TBS-T (137 mM
NaCl, 10 mM Tris-HCI, 0,05% Tween-20, pH 7,4) gewaschen und 1 h auf dem
Duomax mit 4% BSA (Albumin Fraktion V, Carl Roth) in TBS-T blockiert, wodurch
freie Bindungsstellen der DNA abgesattigt werden konnten. Die erste Inkubation mit
dem Primarantikdrper wurde tber Nacht bei 4°C auf dem Schittler durchgefiihrt. Da-
nach wurde der Primarantikdrper entfernt und die Membran finfmal fir jeweils 5 min
mit TBS-T gewaschen. Darauf erfolgte eine erneute einstiindige Inkubation mit dem
Sekundarantikérper bei RT auf dem Schiittler. Durch das LI-COR Odyssey Sa Ima-
ging System (Biosciences, Bad Homburg) konnten darauffolgend die Proteine eruiert
werden. Um die Membran erneut mit einem weiteren Primarantikbrper exponieren zu
kénnen, wurde sie 1 h in einem 60°C heiRen Wasserbad in einem Abldsepuffer (2%
SDS, 0,7% B-Mercaptoethanol, 62,5 mM Tris-HCI, pH 6,8) inkubiert. Somit konnten
an die Membran gebundene Antikdrper entfernt werden. Erneutes Waschen in 4 Zyk-
len mit TBS-T von je 15 min und einer einstiindigen Blockierung mit 4% BSA in
TBS-T ermdglichte es, die Membran wiederholt mit einem anderen Erstantikérper zu
inkubieren. Nach 2,5 h wurde der letzte Primarantikdrper in 5 Zyklen von je 5 min mit
TBS-T von der Membran heruntergewaschen und ein letztes Mal ein Sekundaranti-
korper aufgetragen. Darauf folgte ein erneutes Waschen in 5 Zyklen a 5 min mit TBS-
T und einmal mit TBS. Anschlie3end konnte die Membran im LI-COR-Lesegerat ein-

gelesen werden.

2.2.12 Gelshift-Assays (Electrophoretic Mobility Shift Assay, EMSA)
In  Gelshift-Experimenten wurden Protein-DNA-Wechselwirkungen nachgewiesen

(Beqitt et al. 2000). Da STAT1-Proteine eine Verbindung mit komplementéaren Oligo-
nukleotid-Sonden eingehen, wurden verschiedene dieser Sonden benutzt, die mit
einer singularen (M67), einer zweifachen (2xGAS), einer singuléaren gefolgt von einer
degenerierten GAS-Stelle (GAS-nonGAS) oder zwei aufeinander folgenden degene-
rierten GAS-Stellen (2xnonGAS) bestiickt waren. Um diese Sonden radioaktiv mar-
kieren zu kdnnen und somit eine autoradiographische Detektion der Banden zu ge-
wahrleisten, wurden die tGberhdngenden Enden der zuvor hybridisierten Oligonukleo-
tide verwendet. Eine Hybridisierung stellt den ersten Schritt einer Sondenherstelllung
dar. Hierzu fand eine 5-minitige Inkubation bei 95°C in Oligo-Puffer (10 mM MgCly,
50 mM KCI, 20 mM Tris-HCI, pH 7,5) statt. Darauf folgte bei einer Konzentration von

50 pM/ml je Oligonukleotid ein langsames Abkuhlen auf RT. Fur eine weitere Ver-
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wendung wurden die Nukleotide bei -20°C gelagert. Die 5 -Uberhange der Oligonuk-
leotide wurden mit radioaktiv markierten a-[**P]-Nukleotiden durch das Klenow-
Fragment der E.coli-DNA-Polymerase | (New England Biolabs, Frankfurt am Main)
aufgefiillt. Dazu wurden 0,1 ng der Oligonukleotide und jeweils 8 pl des [**P]-
markierten Desoxythymidintriphosphat (dTTP) zusammen mit 5 Einheiten des
Klenow-Enzyms in 5 pl 10x Eco-Pol-Puffer (New England Biolabs) fir 25 min bei RT
inkubiert. Beendet wurde die Markierungsreaktion durch die Zugabe von 1 pl 0,5 M
EDTA-L6sung. Nach 2-minidtigem Zentrifugieren bei RT und 700 g Uber lllustra-
MicroSpin-G-25-Saulen (GE Healthcare, Miinchen) wurden anschlielend freie Nuk-
leotide abgetrennt.

Eine EMSA-Reaktion wurde mit 4,5 pl Gesamtzellextrakten, 0,2 pl der radioaktiv
markierten Sonde, 1 pl einer Poly-Desoxyinosid-Desoxycytidin-Lésung (Poly-didC,
2 mg/ml), 2,5 ul 5x Shift-Puffer (100 mM Hepes, pH 7,9, 20% Ficoll, 5 mM MgCl,,
200 mM KCI, 0,5 mM 1,2-Bis-(2-aminoethoxyethan)-N,N,N’,N’-Tetraessigsaure (EG-
TA), 2,5 mM EDTA), 13 pl DTT (100 mM) und 3,5 pl H,O fur 15 min bei RT inkubiert.
Danach konnte das denaturierende EMSA-Polyacrylamidgel beladen werden. Wur-
den weniger als 4,5 pl Zellextrakte eingesetzt, wurde die Probe mit PBS oder mit un-
transfiziertem U3A-Gesamtzellextrakt auf 13 pl aufgefillt. Bezogen auf den jeweili-
gen Versuch wurden Kompetitionen mit unmarkierter DNA durchgefihrt. Zu dem
kompetitiven Ansatz wurden 2 pl einer nicht radioaktiven M67-Sonde in 750-fachem
molaren Uberschuss hinzugegeben und bei RT fiir die angegebenen Zeitraume inku-
biert. Supershift-Reaktionen enthielten je Reaktionsansatz 1,3 pul polyklonalen
STAT1-Antikorper C-24 oder STAT3-Antikorper. Somit konnte die Identifikation des
STAT1-Proteins bestatigt werden. Die gebildeten Protein-DNA-Komplexe wurden in
nativen, aquilibrierten 4,8%-igen Polyacrylamid-Gelen bei 400V und 4°C und mit
0,25x TBE-Puffer als Laufpuffer fur ca. 2,5 h aufgetrennt. Die Gelherstellung erfolgte
durch die Zusammenfihrung einer Acrylamid/Bisacrylamid (29:1)-Lésung (12 ml Ro-
tiphorese Gel 40), 84 ml H,0O, 2 ml 10% APS und 100 pl 0,1% TEMED in 0,25x TBE.
Nach Abschluss der Gelelektrophorese wurde das Gel fir ca. 30 min auf Whatman-
Papier (Albet Lab Science, Dassel) vakuumgetrocknet, Uber Nacht bei RT auf einer
Phospho-Imager-Folie exponiert und schlief3lich mithilfe des Fuijifilm FLA-5100 Scan-
ners (Fuji, Dusseldorf) eingescannt, um die gebundene Radioaktivitat detektieren zu
kénnen. Die Daten wurden anschlieBend mit dem Softwareprogramm Corel-Draw

(Corel) ausgewertet.
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2.2.14 Fluoreszenzmikroskopische Analyse

Fur die fluoreszenzmikroskopischen Analysen wurden Zellen auf LabTek-Chamber-
Slides mit acht Kammern (Thermo Fisher Scientific, Langenselbold) kultiviert und mit
STAT1-GFP-Derivaten und STAT1-WT-GFP transfiziert. GFP-markierte STAT1-expri-
mierende Zellen wurden 16—24 h nach der Transfektion, wie jeweils angegeben, sti-
muliert und darauffolgend bei RT fir 15 min mit 4% Formaldehyd in DPBS fixiert.
Nach zweimaligem Waschen mit PBS und einmaligem Waschen mit H,O wurden die
Zellen fur 10 min bei RT auf dem Rattler mit Hoechst 33258 (5 pg/ml in PBS) gefarbt
und weitere Waschungen mit PBS und H,O durchgefuhrt. Danach wurden die Objekt-
trager mit ein paar Tropfen Fluoromount-G-Eindeckmedium (Southern Biotech, Bir-
mingham, USA) versehen und eingedeckt. Die Objekttrager konnten nun bei -4°C
lichtgeschutzt aufbewahrt werden.

Um eine immunzytochemische Detektion von unmarkiertem STAT1 durchzufihren,
wurden die Zellen 16-24 h nach der Transfektion, wie jeweils angegeben, stimuliert
und fur 10 min in gekuhltem Methanol bei -20°C fixiert. Durch 20-minitige Behand-
lung bei RT mit 1% Triton-X-100 in PBS wurden die Zellen permeabilisiert und an-
schlieBend fur 45 min mit 25% FBS in PBS zur Abséttigung unspezifischer Bindungs-
stellen inkubiert. Danach erfolgte eine Inkubation von 45 min unter Schutteln mit Anti-
STAT1 C-24 als Erstantikorper in einer Verdiinnung von 1:1000 mit 25% FBS in PBS.
Nach dreimaligem Waschen mit PBS wurde eine 45-minltige Inkubation unter Schit-
teln mit einem Cy3-gekoppelten Anti-Kaninchen-lgG aus Ziege in 500-facher Ver-
dinnung (25% FBS in PBS) durchgefihrt. Es folgten drei Waschschritte mit PBS,
anschlielend eine Hoechst-Farbung und die Eindeckung der Préparate mit Fluoro-
mount-G-Eindeckmedium.

Mit dem Mikroskop DM5000B (Leica, Wetzlar) wurden die fluoreszenzmikroskopi-
schen Analysen erhoben. Mit einer CCD-Kamera wurden fluoreszenzmikroskopische
Aufnahmen von den Proben angefertigt und mithilfe der QWin-Software (Leica) bear-
beitet. Bilder der GFP-gekoppelten Fusionsproteine wurden bei einer Anregungswel-
lenlange von 480 nm aufgenommen. Fir die Aufnahmen Cy3-gekopppelter Antikor-
per betrug die Wellenlange 550 nm und fir die der Hoechst-gefarbten Zellkerne
280 nm. Mit dem Grafikprogramm CorelDraw (Corel) erfolgte die weitere Bearbeitung
und Dokumentation der digitalen Daten.
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2.2.15 Reportergen-Assay
Um die transkriptionelle Aktivitat von STAT1-WT und der STAT1-Mutanten bestimmen

zu konnen, wurde ein mit drei IFNy-sensitiven Ly6E-STAT-Bindestellen bestlcktes,
luciferasekodierendes Reportergenkonstrukt (Wen et al. 1995) verwendet. Zuséatzlich
wurde zur Quantifizierung ein konstitutiv exprimierter B-Galactosidase-Reporter in die
Zellen kotransfiziert, um die B-Galactosidaseaktivitat in den gleichen Extrakten zu
messen. U3A-Zellen wurden pro Loch einer 48er-Loch-Platte mit 250 ng des ent-
sprechenden STAT1-kodierenden Plasmids, 200 ng B-Galactosidase-
Reporterplasmid und 70 ng 3xLy6E-Plasmid transfiziert. 16—24 h nach Transfektion
wurden die Zellen entweder fir 6 h mit IFNy im Vollmedium inkubiert oder sie blieben
unbehandelt. Es wurden jeweils sechsfache Bestimmungen durchgefiihrt. Im An-
schluss wurde das Medium abgenommen und einmal mit PBS gewaschen. Fir die
darauffolgende Zelllyse wurde der bei 4°C gelagerte Triton-Glycylglycin-Lysepuffer
(25 mM Glycylglycin, pH 7,8, 1% Triton X-100, 15 mM MgSO4, 4 mM EGTA) mit
3 mM DTT, 0,4 mM Pefabloc und Complete-Mini-Protease-Inhibitoren versetzt. Pro
Loch wurden die Zellen mit 100 yl des komplementierten Triton-Glycylglycin-
Lysepuffers fur 15 min bei RT inkubiert und die Lysate dann unter Resuspension in
1,5 ml Reaktionsgefalle uberfiihrt. Nach 15-mindtiger Zentrifugation bei 13.000 rpm
und 4°C wurden 20 pl der Uberstéande in eine weilRe 96er Immuno-Platte pipettiert
und somit die Luciferase-Aktivitat durch Zugabe von 50 ul Substratldsung des Luci-
ferase-Assay-Systems im Luminometer Centro-LB-960 (Berthold Technologies, Bad
Wildbad) gemessen.

Zur Bestimmung der B-Galactosidaseaktivitdt wurden erneut 20 pl des Lysats mit
211 ul Natriumphosphat-Puffer (100 mM, pH 7,2), 4 mg/ml in 200 mM Natriumphos-
phat-Puffer, und 3 ul einer 100x Magnesium-Lésung (100 mM MgCl,, 4,5 mM (-
Mercapto-ethanol) und 66 pl Ortho-Nitrophenyl-B-D-Galactopyranosid (ONPG) ver-
setzt. Die Farbreaktion im Sinne einer Verfarbung ins Gelbliche nach ca. 20 min wur-
de durch Zugabe von 500 pl einer 0,5 M Natriumcarbonat-Losung (Na,CO3) gestoppt
und die B-Galactosidaseaktivitat bei einer Wellenlange von 420 nm mithilfe des Infini-
te 200 PRO (Tecan, Mannedorf, Schweiz) gemessen. Der Quotient aus dem Mess-
wert der Luciferaseaktivitdat wurde zur Normierung durch den Messwert der (3-
Galactosidaseaktivitat gebildet. Mittelwerte sowie Standardabweichungen wurden mit
den Software-Programmen Excel (Microsoft Deutschland, Unterschleil3heim) und

Sigmablot (Systat Software, Erkrath) berechnet.
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2.2.16 RNA-Isolation
In 6-Loch-Multischalen wurden U3A-Zellen kultiviert und mit den jeweiligen STAT1-

Expressionsplasmiden im Vektor pcDNAS3.1 transfiziert. 24 h nach erfolgter Transfek-
tion wurden die Zellen tUber Nacht in Dulbecco’s modifiziertem Eagle-Medium
(DMEM), erganzt mit 1% fetalem Kalberserum (FBS), kultiviert und dann entweder
6 h bei 37°C mit 10ng/ml IFNy im Vollmedium stimuliert oder unbehandelt belassen.
Nach Absaugen des Mediums erfolgte die RNA-Isolation nach den Herstelleranga-
ben des peqGold-Total-RNA-Kits (PEQLAB). Mit 50 uL RNase-freiem Wasser wurde
die RNA eluiert und sofort zur cDNA-Synthese eingesetzt. Eine Lagerung bei -80°C

war jedoch ebenfalls mdglich.

2.2.17 cDNA-Herstellung
Um die RNA durch reverse Transkriptase in komplementdre DNA (cDNA) umzu-

schreiben, wurde das Verso-cDNA-Kit (Thermo Fisher Scientific) nach Herstelleran-
gaben angewendet. In diesem System ist die Verso-Reverse-Transcriptase enthal-
ten. Als Primer wurden die Anchored-oligo-dT-Primer verwendet. Fur einen 20 pl-

Ansatz wurden 8 pl RNA eingesetzt. Die Proben wurden bei -20°C aufbewahrt.

2.2.18 Real-time PCR
In einem Reaktionsvolumen von 19 pl wurde die real-time PCR nach den Hersteller-
angaben des Absolute-Blue-QPCR-SYBR-Green Mix (Thermo Scientific) durchge-
fuhrt. Pro Reaktion wurde 1 pl cDNA eingesetzt und jeweils Doppelbestimmungen

vorgenommen. Einer Enzymaktivierung bzw. einer initialen Denaturierungsphase von
15 min bei 95°C folgten 45 Zyklen als Bestandteil des Protokolls der real-time PCR.
Eine Denaturierung von 15 sec bei 95°C, eine Hybridisierung fir 30 sec bei 55°C und
eine Verlangerung fur 30 sec bei 72°C machten einen Zyklus aus. Am Ende wurde
eine Schmelzkurve gemessen, um die Reinheit der PCR-Produkte zu bestimmen. Mit
dem Softwareprogramm Realplex (Eppendorf) wurden die Messdaten analysiert und

mithilfe der Programme SigmaPlot und Excel weiter bearbeitet.

2.2.19 Statistik

Bei den in mindestens drei unabh&ngigen Transfektionen durchgefuhrten Gen-

expressionsanalysen wurde die statistische Signifikanz mithilfe des t-Tests berech-
36



net. Hierzu wurden sechsfache Bestimmungen bei den Reportergen-Assays und
Doppelbestimmungen bei der real-time PCR vorgenommen. AnschlieBend wurden
die Mittelwerte und Standardabweichungen der Ergebnisse mittels Microsoft Office
Excel und SigmaPlot ausgewertet. Ein p-Wert <0,05 wurde als statistisch signifikant

angesehen.
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3. Ergebnisse

In dieser Arbeit wurden durch die Durchfiihrung von Punktmutationen in der DNA-
Bindedomane von STAT1 drei Mutanten generiert, um diese im Weiteren hinsichtlich
ihrer phanotypischen Eigenschaften im interferonabhangigen Signalweg zu charakte-
risieren. Dies geschah durch den Austausch von drei durch Sequenzvergleiche in-
nerhalb der sieben Mitglieder der humanen STAT-Familie identifizierten, konservier-
ten Aminosaureresten in der besagten Doméne (Abb. 5). An den Positionen 359 und
361 wurde jeweils ein Lysinrest und an der Position 367 ein Asparaginsaurerest zu
Alanin mutiert. Diese Lysin- und Asparaginsaurereste liegen an der Oberflache des
Proteins, wie die Untersuchung der Kristallstruktur ergab. Die Ladung ihrer funktio-
nellen Gruppe ist entweder positiv beziehungsweise negativ. Das besondere Interes-
se lag auf moglichen Abweichungen der Tyrosin-Phosphorylierung sowie der trans-
kriptionellen Aktivierung in den Mutanten. Es soll die Hypothese getestet werden,
dass die untersuchten Aminosaurereste an der Konformationsdnderung zwischen

paralleler und antiparalleler Ausrichtung beteiligt sind.
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STAT1 |358|L [K vV |K |V |I F |[D |K |D |367
STAT2 |357|L || vV |E |V |S |I D |R [N | 366
STAT3 [362|L |K | K|V |C |I D (K |D |371
STAT4 | 358 |V |K vV |[K [A |S |I D |[K |N |367
STAT5a |[364 M [N [P [P |Q |V |[K |A |T |I I S |E | 377
STAT5b 364 M |N (P |P |Q |V |K |A |T |I I S |E | 377
STAT6 |306 A |[K |P |P |L |V |[R |A |D (M |V |T |E |318

Abb. 5: Sequenzvergleich humaner STAT-Proteine. Der Sequenzvergleich aller humanen
STAT-Proteine zeigt, dass der Grad der Konservierung nicht bei allen Mutanten gleichwertig
vorhanden ist. An Position 359 bei STAT1 befindet sich ein Lysinrest, ebenso bei STAT3,
STAT4 und STAT6. An Position 361 ist der Lysinrest hoher konserviert. Nur STAT2 und STAT6
weisen andere Aminosauren auf. An Position 367 von STAT1 befindet sich ein Asparaginsau-

rerest, der unter den humanen Mitgliedern dieser Proteinfamilie am wenigsten konserviert ist.

3.1 Die STAT1-Mutanten K359A, K361A und D367A zeigen ein vergleichbares

Phosphorylierungsniveau wie das Wildtyp-Molekdl
In einer Reihe von Western-Blot-Analysen wurde nach der Stimulation transient
transfizierter Zellen mit IFNy die Phosphorylierung von STAT1-K359A sowie STAT1-
K361A und STAT1-D367A uberprift. Dies geschah stets im Vergleich zum Wildtyp-
Molekul. Durch Verwendung des Kinase-Inhibitors Staurosporin konnte zusatzlich die
zeitabhangige Unterbrechung der STAT1-Phosphorylierung untersucht werden. Dafur
bedurfte es einer Transfektion von HeLa-S3- bzw. U3A-Zellen mit pSTAT1-WT-GFP-
oder pSTAT1-GFP-Konstrukten, die fur das Wildtyp-Molekil oder einer der drei ver-
wendeten Mutanten kodierten. Fur eine mogliche Detektion der In-vivo-
Dephosphorylierung wurden die Zellen nach einer Stimulationsdauer von 45 min mit
10 ng/ml IFNy flr verschiedene Zeitspannen mit 1 uM Staurosporin inkubiert. Fir die
Detektion der Phosphorylierungsbanden wurde eine gelelektrophoretische Auftren-
nung der Gesamtzellextrakte sowie eine darauffolgende Verwendung eines Phospho-
STAT1-Antikérpers im Immunoblot-Verfahren vorgenommen. Um die Gesamtmenge
von STAT1 bestimmen zu kdnnen, wurde die Western-Blot-Membran gestrippt und

nach mehreren Waschzyklen mit einem Pan-STAT1-Antikdrper erneut exponiert
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(Abb. 6). In diesen Versuchsreihen konnte keine Unterschiede im Tyrosin-Phosphory-
lierungsverhalten der vier STAT1-Varianten festgestellt werden (Abb. 7).

WT K359A
0 15 30 45 0 15 30 45 Stauro
(min.)
- o
- -

K361A D367A
0 15 30 45 0 15 30 45 Stauro
(min.)
- o
- o

Abb. 6: Vergleichbare In-vivo-Phosphorylierungskinetik der drei Punktmutanten gegen-
Uber STAT1-WT. Nach der Transfektion von HelLa-S3-Zellen mit pSTAT1-WT-, pSTAT-K359A,
pSTAT-K361A- bzw. pSTAT-D367A-GFP und einer 45-mindtigen Stimulation mit 10 ng/ml IFNy
erfolgte eine Inkubation mit 1 yM Staurosporin fur unterschiedliche Zeitintervalle. Dargestellt
sind die Ergebnisse reprasentativer Western-Blot-Analysen nach Inkubation mit einem Phos-
pho-STAT1-Antikdrper in den oberen Reihen sowie eine Reinkubation der Membranen mit ei-
nem STAT1-spezifischen Antikorper in den unteren Reihen.
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Normalisierte pSTAT1-Konzentration

WT K359A K361A D367A

Abb. 7: Quantifizierung der Western-Blot-Versuche. Dargestellt ist die Abnahme der auf die
STAT1-Expression  bezogenen  spezifischen  Tyrosin-Phosphorylierung  von  IFNy-
vorbehandelten  Zellen mit  nachfolgend unterschiedlich langen  Staurosporin-
Behandlungszeiten. Zur Berechnung der statistischen Signifikanz wurden die Ergebnisse aus

mindestens zwei unterschiedlichen Versuchen quantifiziert

3.2 Unauffallige Kinetik der IFNy-induzierten Kernakkumulation der drei

Punktmutanten
Durch die Verwendung von STAT1-GFP-Fusionsproteinen wurde die Kinetik der
IFNy-induzierten Kernakkumulation fluoreszenzmikroskopisch eruiert. Im folgenden
Experiment wurden sowohl die Dauer der Kernakkumulation nach erfolgter IFNy-
Stimulation als auch dessen Zerfall nach Staurosporinbehandlung anhand der drei
Mutanten mit dem STAT1-WT verglichen. Es erfolgte zunachst die Herstellung der
einzelnen Mutanten mittels Mutagenese unter Verwendung von pEGFP-N1-
Plasmiden mit humaner STAT1 cDNA in 5 -Position zur GFP-kodierenden Insertion.
Zudem konnte im Weiteren die Art der Zellverteilung nach transienter Transfektion in
HelLa-S3-Zellen dargestellt werden. Hierfur blieben die Zellen unstimuliert, fir 45 min
mit 10 ng/ml IFNy stimuliert oder zusatzlich zur IFNy-Stimulation mit 1 uM Staurospo-
rin inkubiert. AbschlieRend wurden die Zellen mit 3,7% Formaldehyd/PBS fixiert und
die Zellkerne mit Hoechst 33258 angefarbt.
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Die Abbildung 8 zeigt fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen, die den unstimulierten
Zustand von STAT1-WT und STAT1-K359A darstellen, wobei eindeutig eine panzellu-
lare Verteilung zu beobachten ist, die sich durch IFNy-Stimulation sowohl bei den
WT-Proteinen als auch bei denen der Punktmutanten zugunsten einer nuklearen Lo-
kalisation umverteilt. Nach einstiindiger Inkubation mit Staurosporin zur Inhibierung
der Tyrosin-Kinaseaktivitat, die eine weitere Phosphorylierung der STAT1-Molekile
unterbindet, wurde kein Unterschied zwischen den STAT1-Varianten im Zusammen-
bruch der Kernakkumulation festgestellt (Abb. 9). Die anfangliche nukleozytoplasma-

tische Ruheverteilung der STAT1-Proteine war nach dieser Zeit wiederhergestellit.
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WT K359A
STAT1-GFP Hoechst STAT1-GFP Hoechst

)

Unstimuliert

45 min IFNy

45 min IFNy
30 min Stauro

45 min IFNy
60 min Stauro

K361A D367A
STAT1-GFP Hoechst STAT1-GFP  Hoechst

Unstimuliert

45 min IFNy

45 min IFNy
30 min Stauro

45 min IFNy
60 min Stauro

Abb. 8: Vergleichbare Kernlokalisation der drei Punktmutanten gegentber STAT1-WT.
HelLa-S3-Zellen wurden mit pSTAT1-WT-GFP, pSTAT1-K359A-GFP, pSTAT1-K361A-GFP oder
pSTAT1-D367A-GFP transfiziert. Die Zellen wurden nach jeweiliger Stimulation mit 3,7% For-
maldehyd/PBS fixiert und deren Zellkerne mit Hoechst 33258 eingefarbt. Dargestellt sind der
Reihe nach fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen im unstimulierten Zustand, nach 45-
minutiger IFNy-Stimulation, nach 45-mindtiger IFNy-Inkubation mit anschlieBender 30-
mindtiger Staurosporin-Behandlung sowie nach 45-mindtiger IFNy-Inkubation und anschlie-

Render 60-minutiger Staurosporin-Behandlung.

43



— — L —
0,8 -
=
] | I | I |
£
8- 0,4+
ﬁG‘
S %
0%  0,2-
- L
-
0,0

WT K359A K361A D367A

Abb. 9: Ahnliches IFNy-induziertes Akkumulationsverhalten dreier STAT1-Punktmutan-
ten in der STAT1-DNA-Bindedomane. In dieser Abbildung wird die Vergleichbarkeit durch ei-
ne Quantifizierung der einzelnen Bilder zusatzlich verdeutlicht. Die farbabgestuften Balken
stehen fir die unterschiedlichen Behandlungsablaufe der Zellen wie in Abb. 8 gezeigt, wobei
unstimulierte Zellen mit weilen Saulen und IFNy-stimulierte und nachfolgend fur 45 min mit
Staurosporin behandelte Zellen als schwarze Saulen dargestellt sind. Ein vergleichbares
Quantifizierungsverfahren wurde entsprechend dem folgenden Experiment mit pcDNA3.1-
STAT1-Plasmiden angewendet, das in der Abbildung 11 dargestellt ist.

Ein weiteres Experiment wurde mit pcDNA3.1-STAT1-Plasmiden durchgefuhrt. Es
galt hierbei sicherzustellen, dass die subzellulare Verteilung von STAT1 nicht durch
ein Addition mit GFP beeinflusst wird, da von dem Fusionsprotein eine verringerte
Exportrate beschrieben wurde (Késter und Hauser 1999; Begitt et al. 2000; Meyer et
al. 2007). Es wurde gleichermalR3en eine Transfektion, in diesem Fall von U3A-Zellen
mit den entsprechenden pcDNAS3.1-STAT1-Expressionsvektoren der jeweiligen
STAT1-Molekule durchgefiihrt. Es folgte eine Stimulation der Zellen mit IFNy und an-
schlieRender Inkubation mit Staurosporin. Durch die Immunfarbung mit STAT1-
spezifischen Antikérpern konnten die Praparate fluoreszenzmikroskopisch ausgewer-
tet werden. Aus der Abbildung 10 geht hervor, dass nach 45-mindtiger Stimulation mit
IFNy eine Kernakkumulation beim STAT1-WT sowie allen drei Punktmutanten erfolgt.
Die Behandlung mit einfachem Medium fur 45 bzw. 90 min fiihrte langsam wieder zu

44




einer panzellularen Verteilung der STAT1-Molekile, die nach anschlieBender 45-
minutiger Stimulation mit Staurosporin vollstandig abgeschlossen war. Beide Experi-
mente erbrachten keinen Hinweis darauf, dass die in dieser Arbeit verwendeten
Punktmutanten von STATL1 in ihrer Kinetik der Kernakkumulation vom Wildtyp-
Molekil abwichen (Abb. 10 und 11).
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WT K359A
STAT1 Hoéchst STAT1 Hoéchst
Unstimuliert
45 min IFNy
45 min IFNy

45 min medium

45 min IFNy
90 min Medium

45 min IFNy
45 min Stauro

K361A D367A
STAT1 Hochst STAT1 Hochst
Unstimuliert
45 min IFNy
45 min IFNy

45 min medium

45min IFNy
90 min Medium

45 min IFNy
45 min Stauro

Abb. 10: Vergleichbare Kernakkumulation der drei Punktmutanten gegentber dem
STAT1-WT. U3A-Zellen, die entweder pSTAT1-WT, pSTAT1-K359A, pSTAT1-K361A oder
pSTAT1-D367A exprimierten, wurden nach jeweiliger Stimulation mit Methanol fixiert. Die

STAT1-Lokalisation wurde immunzytochemisch mit einem STAT1-spezifischen Antikérper und
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Cy3-gekoppeltem Anti-Kaninchen-lgG aus Ziege detektiert und anschlieBend die Zellkerne
durch Hoechst-Farbstoff angefarbt. Dargestellt sind der Reihe nach fluoreszenzmikroskopi-
sche Aufnahmen im unstimulierten Zustand, nach 45-mindtiger IFNy-Stimulation, nach 45-
minuitiger IFNy-Inkubation mit anschlieBender 45-minitigen Medium-Behandlung, nach 45-
mindtiger IFNy-Inkubation mit anschlieRender 90-minltiger Medium-Behandlung sowie nach

45-mindtiger IFNy-Inkubation mit anschlieBender 45-minutiger Staurosporin-Behandlung.
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Abb. 11: Quantifizierung der nukleozytoplasmatischen Verteilung von rekombinanten
STAT1-Mutanten in IFNy-stimulierten Zellen. Gezeigt ist der Quotient der nuklearen zur ge-
samten Immunfluoreszenzintensitat immunzytochemisch gefarbter Zellen, die die angegebe-
nen STAT1-Varianten exprimierten. Die Zellen waren entweder im unstimulierten Zustand
(weil3e Saulen), 45 min mit IFNy stimuliert und sofort (hellgrau) oder 45 min spater (mittelgrau)
fixiert; andere Zellen wurden nach der IFNy-Stimulation fur 45 min (dunkelgrau) oder 90 min

(schwarz) mit Staurosporin behandelt.

3.3 Die drei fur diese Arbeit generierten Mutanten weisen eine normale Dis-

soziationsrate von DNA auf

Fur die Durchfihrung von Kompetitions-Gelshift-Versuchen wurden wiederholt Ge-
samtzellextrakte aus IFNy-stimulierten, STAT1-WT-GFP-, -K359A-GFP-, -K361A-
GFP- und -D367A-GFP-exprimierenden U3A-Zellen hergestellt. Diese Extrakte wur-
den dann fir 15 min mit einer [**P]-markierten M67-Sonde versetzt und anschlieBend
fur die in der Abbildung 12 angegebenen Zeiten mit 750-fachem molaren Uberschuss

von unmarkierter M67-DNA inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die
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Zellextrakte mithilfe einer Polyacrylamid-Gelelektrophorese in nicht-denaturierenden
Gelen aufgetrennt. In den Abbildungen 12 und 13 wird deutlich, dass im Hinblick auf
die Dissoziationskinetik der GFP-markierten STAT1-Varianten keine Abweichungen in

der Freisetzung von einer singuléren GAS-Bindestelle entstehen.

K361A D367A
0 S 10 0 S5 10 Komp. M67

Abb. 12: Vergleichbare Dissoziationskinetik von STAT1-WT gegeniber den drei
Punktmutanten. Dargestellt ist das Ergebnis eines reprasentativen Gelshift-Assays. Es wur-
den Hela-S3-Zellen mit pSTAT1-WT-GFP, pSTAT1-K359A-GFP, pSTAT1-K361A-GFP bzw.
pPSTAT1-D367A-GFP transfiziert, am Folgetag mit 10 ng/ml IFNy stimuliert und nukleare Ex-
trakte hergestellt, die anschlieRend fur 15 min mit radioaktiv markierter M67-Sonde bestehend
aus einer einfachen GAS-Bindestelle inkubiert wurden. Darauffolgend wurde eine unmarkierte
M67-DNA im 750-fachen molaren Uberschuss wie beschrieben fiir unterschiedliche Zeitinter-
valle zur Reaktion hinzugefiigt, um direkt danach auf ein natives Polyacrylamid-Gel aufgetra-
gen zu werden. Nach autoradiographischer Detektion sind die dimergebundenen STAT1-DNA-
Komplexe bestehend aus GFP-markiertem STAT1 (obere Banden) und endogenem STAT1
(untere Banden) zu unterscheiden.
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Abb. 13: Quantifizierung eines kompetitiven Gelshift-Assays zum Nachweis der Disso-
ziation von einer Konsensus-GAS-Bindestelle. Extrakte wurden entsprechend dem in
Abb. 12 beschriebenen Protokoll behandelt. Die schwarzen Balken zeigen eine normalisierte
DNA-Bindeaktivitat nach Kompetition mit unmarkierter M67-DNA fur unterschiedliche Zeitinter-
valle. Die Dissoziationskinetik des Wildtyps im Vergleich zu den drei Punktmutanten ist, wie in

Abbildung 12 beschrieben, vergleichbar.

3.4. STAT1-K359A, -K361A und -D367A zeigen eine normale kooperative

DNA-Bindung
Mit einem weiteren EMSA-Experiment wurde die Fahigkeit zur kooperativen DNA-
Bindung von den drei Punktmutanten untersucht. Es wurde eine [**P]-markierte DNA-
Sonde mit einer zweifachen GAS-Bindestelle verwendet, um die Mdglichkeit der Tet-
ramerbildung zu Uberpriufen. Dieses liel3 sich durch eine Kompetition mit 750-fachem
Uberschuss der unmarkierten M67-Sonde realisieren. Eine Zugabe dieser DNA ge-
stattete die Untersuchung der Ablosung nicht-stabilisierter STAT1-Dimere von GAS-
Bindestellen in Tandem-Orientierung. U3A-Zellen, die mit pSTAT1-WT-GFP bzw. den
entsprechenden fiur die Punktmutanten kodierenden Plasmiden transfiziert wurden,
erhielten eine Behandlung ftr 45 min mit 10 ng/ml IFNy. Es wurden nukle&re Extrakte
hergestellt, die anschlieRend fur 30 min mit einer markierten 2xGas Sonde inkubiert

wurden. Jede zweite Kammer des vertikalen Elektrophoresesystem (Minigel-Twin,
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Biometra) wurde zusatzlich mit einer unmarkierten M67-Sonde in 750-fachem Uber-
schuss versetzt. Mittels autoradiographischer Detektion konnten Tetramer- sowie Di-
merbanden aufgrund ihres unterschiedlichen Laufverhaltens, das durch den Grol3en-
unterschied der Molekulkomplexe bedingt ist, im nicht denaturierten Polyacrylamidgel
voneinander unterschieden werden.

Sowohl STAT1-WT wie auch die fur diese Arbeit generierten Punktmutanten sind in
der Lage, durch Bindung an einer GAS-Bindestelle ein Dimer, aber auch durch Bin-
dung an einer doppelten GAS-Bindestelle ein Tetramer auszubilden, wobei es bei
einer Kompetition mit der unmarkierten M67-DNA immer zur Auflésung des weniger
stabilen Dimers kommt (Abb. 14 und 15). Es liegt demnach bei keiner der Mutanten

ein Tetramerisierungsdefekt vor.
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Abb. 14: Kein Hinweis auf Tetramerisierungsdefekte der Punktmutanten in der DNA-
Bindedomane. Dargestellt ist das Ergebnis eines reprasentativen Gelshift-Assays zur Unter-
suchung der kooperativen DNA-Bindung. Es wurden U3A-Zellen mit pSTAT1-WT-GFP,
-K359A-GFP, -K361A-GFP bzw. -D367A-GFP transfiziert und am Folgetag mit 10 ng/ml IFNy
stimuliert und anschlieend nukledre Extrakte hergestellt. Diese wurden darauffolgend, wie im
gezeigten Gelshift-Assay beschrieben, mit einer markierten 2xGAS-Sonde inkubiert, wobei je-
de zweite Kammer mit einem Inkubationsansatz beladen wurde, dem zuvor fir 30 min unmar-
kierte M67-DNA in einem hohen molaren Uberschuss zugegeben wurde. Nach autoradiogra-
phischer Detektion der gelelektrophoretisch aufgetrennten Proteine sind die tetramer- und die

dimergebundenen STAT1-DNA-Komplexe deutlich zu unterscheiden.
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Abb. 15: Quantifizerung von Gelshiftassays zum Nachweis der intakten Tetramerstabili-
sierung der drei Punktmutanten. Die Quantifizierung von Gelshift-Assays, wie in Abbildung
14 gezeigt, verdeutlicht die erhaltene DNA-Bindeaktivitat der STAT1-Varianten Uber die Be-
stimmung des Verhéltnisses von dimerer zu tetramerer Besetzung. Die Kompetition ist beim
Wildtyp wie auch bei den drei Punktmutanten vergleichbar und demonstriert die erhaltene ko-

operative DNA-Bindung.

3.5. Alle Punktmutanten zeigen im Gelshift-Experiment eine regelrechte

DNA-Bindung
Unter Verwendung des elektrophoretischen Mobilitats-Shift-Assays (EMSA) konnten
die spezifischen DNA-Bindungen vom STAT1-WT sowie den drei Punktmutanten
STAT1-K359A, -K361A und -D367A untersucht werden. Hierzu erfolgte eine Trans-
fektion von U3A-Zellen mit pSTAT1-WT-GFP bzw. pSTAT1-Mutante-GFP. Die Zellen
wurden am darauffolgenden Tag fur 45 min mit 10 ng/ml IFNy stimuliert und fur die in
der Abbildung 14 angegebene Zeit mit 1 uM Staurosporin behandelt. Anschliel3end
erfolgte die Herstellung von nukleéren Zellextrakten, die dann fur 15 min mit radioak-
tiv markierter M67-Sonde inkubiert wurden, welche Uuber eine einfache GAS-
Bindestelle verfugt. Die Extraktmengen wurden gleichermal3en aufgetragen. Im Auto-

radiogramm konnte dann das Ausmal der Bindung von phosphorylierten STAT1-
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Proteinen an die [**P]-markierte Sonde dargestellt werden. Zudem war es méglich,
durch die Verwendung von Anti-STAT1a-Antikorper (aS1) und Anti-STAT3-Antikdper
(aS3) als Kontrolle im Verlauf einer Supershift-Reaktion zu beweisen, dass es sich
bei den detektierten Banden um STAT1-DNA-Komplexe handelt. Unter der Zugabe
von aS1-Antikérpern, die gegen den STAT1-DNA-Komplex gerichtet waren, kam es
aufgrund der GroRRenzunahme des Molekils zu einer zusatzlichen Reduktion der
Laufgeschwindigkeit, was zur Verschiebung bzw. zum teilweisen Verschwinden der
STAT1-DNA-Bande im Gel fuhrte. Als Negativkontrolle wurde eine Inkubation mit ei-
nem unspezifischen aS3-Antikorper als Zugabe zu den Zellextrakten vorgenommen,
die im Gegensatz zum positiven Supershift bei vergleichbarer Extraktmenge keinerlei
Veréanderung im Laufverhalten der Komplexe aufwies.

Die Abbildung 16 zeigt einen ahnlich konstanten Bandenabfall in den mit Staurospo-
rin behandelten Zellextrakten, sowohl beim STAT1-WT als auch bei den drei Mutan-
ten. Dieses Ergebnis wird durch die Quantifizierung bestétigt: Ebenso wie im Wes-
tern Blot als regelrechte Tyrosin-Phosohorylierung zeigt sich hier kein Hinweis auf ein
abnormales Verhalten der Mutanten hinsichtlich der IFNy-induzierten DNA-Binde-
aktivitat (Abb. 17).
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Abb. 16: Vergleichbare Bindung an M67-DNA von STAT1-WT und seinen drei hier unter-
suchten Punktmutanten. Dargestellt ist das Ergebnis eines reprasentativen Gelshift-Assays.
Es wurden U3A-Zellen mit pSTAT1-WT-GFP, -K359A-GFP, -K361A-GFP bzw. -D367A-GFP
transfiziert und anschlieBend mit 10 ng/ml IFNy sowie mit 1 yM Staurosporin in steigenden
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Zeitintervallen stimuliert und daraus nukleare Extrakte hergestellt, die einer 15-mindtigen Inku-
bation mit einer [**P]-markierten M67-Sonde unterzogen wurden. Darauf folgte eine gelelek-
trophoretische Auftrennung der Reaktionen, die Trocknung des Gels im Vakuum und final eine
autoradiographische Detektion. Die Supershift-Reaktion wurde mit einem Anti-STAT1a-Anti-
korper (aS1) sowie einem Anti-STAT3-Antikdper (aS3) durchgefiihrt. Die zwei dargestellten
Gele zeigen das Ergebnis nach Inkubation mit markierter M67-Sonde. Die durch einen Pfeil

markierten Banden stellen detektierte STAT1-DNA-Komplexe dar.
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Abb. 17: Quantifizierung des Gelshift-Assays von Abb. 16. Die Abbildung zeigt eine ver-
gleichbare M67-Bindeaktivitat zwischen dem STAT1-WT und seinen drei Mutanten in der DNA-
Bindedomane. Die hier bei der Mutante K359A beobachtete Bindeaktivitat lie3 sich in weiteren

Experimenten nicht bestatigen.

3.6 Die Mutanten dieser Arbeit haben eine mit dem STAT1-WT vergleichbare
Affinitat zur DNA
Zur genauen Affinitatsanalyse der DNA-Bindung der drei Punktmutanten wurden un-
terschiedliche Gelshift-Experimente durchgefiihrt. Hierzu wurden nach 45-minu-tiger
IFNy-Stimulation  zellulare  Extrakte aus  STAT1-WT-GFP-, -K359A-GFP-,
-K361A-GFP- und -D367A-GFP-exprimierenden U3A-Zellen hergestellt und an-
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schlieRend mit radioaktiv markierten DNA-Sonden inkubiert. Als DNA-Proben wurden
unterschiedliche Sonden eingesetzt. Die erste Sonde enthielt eine doppelte
GAS-Bindestelle (2xGAS), die zweite Sonde eine einfache, sowie eine degenerierte
GAS-Bindestelle (GASnonGAS) und die dritte Sonde war mit einer zweifachen Nicht-
GAS-Sonde (2xnonGAS) bestiickt. Es konnte unter Verwendung aller Sonden kein
signifikanter Unterschied in der DNA-Bindeaffinitat zwischen den Punktmutanten und
dem STAT1-WT festgestellt werden (Abb. 18).

WT K359A K361A D367A
¥+ - - + - - + - - T+ - - 2xGAs
- o+ - - o+ - - o+ - - + - GAS-nonGAS
- - + - - + - - + - - + 2xnonGAS
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Abb. 18: Vergleichbare Affinitdt der DNA-Bindung vom STAT1-WT gegeniuber den drei
Punktmutanten. Dargestellt ist das Ergebnis eines reprasentativen Gelshift-Assays. Es wurden
U3A-Zellen mit pSTAT1-WT-GFP, -K359A-GFP, -K361A-GFP bzw. -D367A-GFP transfiziert und fur
45 min mit 10 ng/ml IFNy stimuliert und nukledre Extrakte hergestellt. Diese wurden darauffolgend,
wie im gezeigten Gelshift-Assay beschrieben, mit verschiedenen [33P]-markierten Sonden inkubiert.
In vakuumgetrockneten Gelen fand nach der Polyacrylamid-Gelelektrophorese die autoradiogra-
phische Auswertung der gelelektrophoretisch aufgetrennten Proteine statt. Die tetramergebunde-
nen STAT1-DNA-Komplexe und die dimeren Komplexe sind zu unterscheiden und durch Pfeile
markiert.
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3.7 Es besteht eine vergleichbare Reportergen-Aktivitat zwischen dem

STAT1-WT sowie den Mutanten
Um feststellen zu kdnnen, ob sich die durchgefiihrte Mutation auf die Genaktivierung
auswirkt, wurde ein Reportergen-Assay durchgefuihrt. Es erfolgte eine Transfektion
von U3A-Zellen mit pSTAT1-WT-GFP bzw. K359A-GFP, -K361A-GFP oder -D367A-
GFP und pGAS3xLy6E sowie pBGal. Das Luciferase-Reportergenkonstrukt ist ein
synthetischer Promotor, der drei GAS-Bindestellen enthélt, die hintereinander in ei-
nem Abstand von 10 bp aufgereiht sind (3xLy6E). Die verwendeten Zellen wurden
am Folgetag der Transfektion unstimuliert belassen bzw. mit 5 ng/ml IFNy fur 6 h sti-
muliert. Es folgten eine spektrometrische Messung der Luciferase-Aktivitat im Pho-
tometer und eine Normierung der gemessenen Aktivitat auf die B-Galactosidase-
aktivitat. Abbildung 19 zeigt eine vergleichbar hohe transkriptionelle Aktivitat zwi-
schen den einzelnen Mutanten und dem STAT1-WT. Dieses Experiment deutet da-
rauf hin, dass durch die Einfihrung der Punktmutationen an den Positionen 359, 361
und 367 die transkriptionelle Aktivitdt der mutierten STAT1-Proteine gegenuber der
von STAT1-WT nicht signifikant abweicht.
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Abb. 19: Vergleichbare transkriptionelle Aktivitdt vom STAT1-WT gegeniiber den drei
Punktmutanten. Nach der Transfektion von U3A-Zellen mit den Vektoren pSTAT1-WT
-K359A,-K361A bzw. -D367A und den Reportergen-Konstrukten p3xLy6E und pBGal blieben
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die Zellen entweder unbehandelt (graue Balken) oder es fand 16—24 h spater eine Stimulation
mit 5 ng/ml IFNy fur 6 h statt (schwarze Balken). Durch die Gewinnung von Zellextrakten konn-
te die Luciferase-Aktivitat in Proben vergleichbarer Zellzahl gemessen werden. Die Normie-
rung der Luciferase-Aktivitat erfolgte auf die spektrometrisch gemessene B-Galactosidase-

Aktivitat der korrespondierenden Probe.

3.8 Die generierten Punktmutanten weisen in der Expression bekannter
STAT1-Zielgene keine signifikanten Unterschiede zum STAT1-WT auf

Mit der real-time PCR konnte die Induktion von nativen STAT1-Zielgenen In-vivo er-
fasst werden. Die Untersuchung der Genexpression fand mithilfe einer Doppelbe-
stimmung an literaturbekannten endogenen STAT1-Zielgenen statt, deren Aktivierung
durch IFNy-Stimulation induziert wird. Uber eine Messung von emittierten Fluores-
zenzsignalen konnte eine direkte Abschatzung Uber die entstehende Menge der Tar-
get-DNA getroffen werden. Dies war mdglich, da die Fluoreszenzzunahme das Aus-
mald der Genexpression widerspiegelt. Um eine Quantifizierung der erhobenen Ex-
pressionsdaten durchfiihren zu kénnen, erfolgte eine Normierung aller Daten der je-
weiligen STAT1-Zielgene auf die Genexpression des Haushaltsgens gapdh. Fur die
Durchfihrung von real-time Experimenten wurden U3A-Zellen mit dem pcDNA-
Konstrukt pSTAT1-WT oder den entsprechenden Plasmiden, die fir die Mutanten
K359A, K361A bzw. D367A kodieren, transfiziert. Daraufhin folgte eine Kultivierung
der Zellen in serumarmem Kulturmedium mit 1% FBS und eine Stimulation am Folge-
tag fir 6 h mit 10 ng/ml IFNy, wobei als Kontrolle die Zellen unstimuliert blieben. An-
schlieRend konnte die RNA aus den STAT1-exprimierenden U3A-Zellen isoliert und
schlie3lich in cDNA umgeschrieben werden, um hieraus die Genexpression mithilfe
der RT-PCR quantitativ ermitteln zu kénnen.

In der folgenden Abbildung sind das Wildtyp-STAT1-Molekil und die drei Punktmu-
tanten in Bezug auf ihre Aktivierung endogener Zielgene vergleichend dargestellt
(Abb. 20). Es wird deutlich, dass mit Bericksichtigung der Standardabweichungen
bei gleicher Expression aller STAT1-Derivate keine signifikanten Unterschiede in der
Genexpression drei bekannter STAT1-Zielgene irfl, migl und gbpl zu verzeichnen

sind.
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Abb. 20: Alle Punktmutanten zeigen eine ahnliche Genaktivierung.

Die mit pSTAT1-WT oder pSTAT1-Mutanten transfizierten U3A-Zellen wurden nach der Trans-
fektion in Nahrmedium mit 1% FBS kultiviert. Am folgenden Tag wurden die Zellen fir 6 h mit
10 ng/ml Interferon-y (siehe schwarze Balken) stimuliert oder, durch die grauen Balken darge-
stellt, unbehandelt gelassen. Aus den lysierten Zellen wurde die RNA extrahiert und cDNA
hergestellt. Durch die real-time PCR konnte die Genexpression der STAT1-Zielgene erfasst
und anschlieRend auf die Induktion des Haushaltsgenes gapdh normiert werden. Standardab-
weichungen sowie Mittelwerte wurden durch Doppelbestimmungen ermittelt.
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4. Diskussion

Vor mehr als zwei Jahrzehnten stellten LEvy und DARNELL fest, dass eine Gen-
transkribierung innerhalb von Minuten eingeleitet werden kann, nachdem oberflachli-
che Zellrezeptoren durch Polypeptidliganden aktiviert worden waren (Levy und
Darnell 1990). Der JAK-STAT-Weg stellt einen vergleichsweise gut untersuchten, di-
rekten Signaltransduktionsweg zu polypeptidstimulierten Genaktivitaten dar (lhle und
Kerr 1995; Briscoe et al. 1996; Leaman et al. 1996; Darnell 1997). Er beinhaltet die
Phosphorylierung von Signaltransduktoren und Aktivatoren der Transkription (STAT-
Proteine) durch rezeptorassoziierte Kinasen (Darnell et al. 1994; Schindler und
Darnell 1995). Durch die Stimulation mit IFNy wird eine Signalweiterleitung ausge-
|6st. Dies geschieht durch die Ausbildung von STAT1/STAT1-Homodimeren bzw. von
STAT1/STAT2-Heterodimeren nach Stimulation der Zellen mit IFNy bzw. IFNo. Wird
eine Janus-Kinase durch Anderung der Rezeptorkonfiguration aktiviert, phosphory-
liert sie die STAT-Molekile an ihrem kritischen Tyrosinrest und diese werden danach
mithilfe von Transportmechanismen in den Zellkern transportiert. Im Kern kommt es
zur DNA-Bindung und weiter zur Transkription von IFN-induzierten Genen. Ohne die
Tyrosin-Phosphorylierung ist somit weder eine Akkumulation der Proteine im Nukleus
noch ihre hochaffine Bindung an die DNA noch die zytokinabhéngige Zielgenaktivie-
rung maoglich. Die Tyrosin-Phosphorylierung ist demnach die wichtigste Vorausset-
zung fur diese Vorgange. Alle in dieser Arbeit geschilderten Experimente sind darauf
ausgelegt, die mutierten STAT1-Proteine in Hinblick auf diese Eigenschaften zu cha-
rakterisieren.

Der Schwerpunkt dieser Arbeit liegt auf der DNA-Bindedomane. Die Ubliche Struktur
der DNA-Bindedomaéne ist die einer Immunoglobinfaltung (Bork et al. 1994). Die Be-
ta-Strange dieser Doméne laufen fast alle parallel zur ihrer Hauptachse, die senk-
recht zur DNA-Strangrichtung orientiert ist. Daraus resultiert, dass alle Schlingen des
einen Endes der Beta-Faltblattanordnung zur DNA hin ausgerichtet sind und die
Aminosauren, in 4 Segmente eingeteilt, Kontakt mit der DNA aufweisen. Das vierte
Segment ist als ein bedeutendes Segment der DNA-Bindedomane am tiefsten in die
grol3e Furche eingefiigt. Zwischen der phosphatbindenden Schlaufe und dem vierten
Segment der DNA-Bindedoméne besteht eine gekoppelte Wechselwirkung, welche
die Chancen erhoht, dass die DNA-Bindung in den STATs ebenso direkt von der

SH2-Domane reguliert werden kdnnte. Dies geschieht in Ergadnzung zum offensichtli-
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chen Effekt der SH2-Doméane auf die Dimerisation Uber die Linker-Doméne. Dieses
Merkmal ist womdglich ein essentieller Bezug auf den durch Phosphatasen durchge-
fuhrten Abbau von DNA-gebundenen STAT-Komplexen (Chen et al. 1998). Bislang
konnte der Einfluss einer verbesserten STAT1-Bindung an der DNA bei erhaltener
GAS-Stellen-Erkennung im Hinblick auf die transkriptionelle Zielgenaktivierung nicht
systemisch erforscht werden. Zur Aufklarung der STAT1-Signaltransduktion wéren
STAT1-Mutanten, die diese Eigenschaften besitzen, beziglich der Kernlokalisation,
der Promotorerkennung und der Genaktivierung von grof3er Nutzlichkeit. In dieser
Arbeit wurden folglich drei Aminoséaurereste in der DNA-Bindedoméane mutiert, um
mdogliche Abweichungen, besonders im Hinblick auf die Bestimmung des DNA-
Bindeverhaltens und der Tyrosin-Dephosphorylierung, in unterschiedlichen Experi-
menten detektieren zu kénnen. Durch die Punktmutation von zwei konservierten und
daher moglicherweise strukturell wichtigen Lysinresten in den Positionen 359 und
361 sowie eines partiell konservierten Asparaginsaurerestes in Position 367 inner-
halb der DNA-Bindedoméne wurde deren Einfluss auf die DNA-Bindung und somit
auf die Amplitude der Signalweiterleitung getestet. Da entsprechend der vorliegen-
den Kristallstruktur des DNA-gebundenen STAT1 von keiner direkten Interaktion die-
ser Reste mit der DNA-Doppelhelix ausgegangen werden kann, sollte es sich hierbei
um Effekte handeln, die den vermuteten Konformerenwechsel betreffen (Zhong et al.
2005; Mertens et al. 2006).
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Abb. 21: Darstellung der Kristallstruktur eines DNA-gebundenen STAT1-Dimers mit den drei
in dieser Arbeit untersuchten Punktmutanten. STAT1 ist als Dimer dargestellt und fest mit der
DNA verbunden. In lila dargestellt sind die Mutationen zu erkennen, die jeweils mit der Nummer

der Aminosaure beschriftet sind.

Diese Aminosaurereste liegen ganz in der Nahe von R378 und K336, die nachweis-
lich mit der DNA interagieren (Chen et al. 1998). Diese Tatsache unterstutzt die Ver-
mutung, dass auch die fur diese Arbeit mutierten Reste Einfluss auf die DNA-Bindung
haben kdnnten, obwohl sie sich in einiger Entfernung zur DNA befinden. Der Se-
guenzvergleich aller humanen STAT-Mitglieder identifizierte, wie bereits erwahnt, ei-

nen konservierten Lysinrest in Position 359 im STAT1-Molekdl.

STAT1 |358|L |K vV (K |V |I F |[D |K |D |367
STAT3 | 362 |L |K | K |V [C |I D |K |D |371
STAT4 |358 |V |K vV (K |A |S |I D |K |N |367
STAT5a | 364 | M | N Q |V |[K |[A [T |I | S |E | 377
STATSb | 364 | M | N vV (K |A |T |I | S |E | 377
STAT6 |306 | A |K L |V |[R |[A |D |M |V |T |E |318

In den Mitgliedern der humanen STAT-Familie STAT1, STAT3, STAT4 und STAT6,
befindet sich in der homologen Position ein Lysinrest mit bekanntermaf3en polarer
Seitenkette. Dies gilt ebenso fir die Position 361 von STAT1, wobei hier STAT5a und
b anstelle von STAT6 den positiv geladenen Lysinrest enthalten.

In den Experimenten, die in dieser Arbeit vorgestellt werden, ist auf die transkriptio-
nelle Leistung der einzelnen Mutanten eingegangen worden. In den in Abbildung 20
dargetellten RT-PCR-Versuchen blieb die Expression der Zielgene irfl, gpbl, und
migl mit einer klassischen singuldren Gamma-aktivierten Stelle durch die Mutation
unverandert. Auch die Phosphorylierung wurde naher untersucht. In anderen Arbei-
ten konnten bereits Hypo- oder Hyperphosphorylierungen von Punktmutanten in der
DNA-Bindedoméne festgestellt werden (Meyer et al., 2003). Diese Eigenschaften
konnen unterschiedliche Ursachen haben. Hat die Mutante zum Beispiel einen Im-
port-Defekt kann dies unter Umstanden zur Hyperphosphorylierung fihren, doch soll-

te in diesem Fall die DNA-Bindung nicht per se beeintrachtigt sein.
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STAT1 ist im unstimulierten Zustand hauptsachlich im Zytoplasma lokalisiert. Kommt
es jedoch zur Zytokinstimulation, erfahrt der grof3te Teil des STAT1 eine Translokati-
on in den Nukleus. Dieser Vorgang bedarf allerdings bestimmter Transportmecha-
nismen, da die Molekile dieser Grole gewdhnlich nicht dazu im Stande sind, die
Kernmembran allein durch freie Diffusion zu tGberwinden (Paine und Feldherr 1972;
Weis 1998). Durch einen Import-Defekt einer STAT1-Mutante kénnte beispielsweise
der Transport in den Zellkern im Vergleich zum STAT1-WT verringert bzw. verhindert
werden. Um eine solche Mutante zu generieren, sollte sich die Mutation in einer Re-
gion mit einem nuklearen Lokalisationssignal befinden. Diese Uberlegung wurde in
anderen Arbeiten bereits wissenschatftlich verfolgt, da die Tatsache, dass das nuklea-
re Lokalisationssignal die Bindung von STAT1-Dimeren an Importin-a5 ermdglicht
und somit fur die Kernakkumulation von gro3er Bedeutung ist, bereits erforscht wor-
den ist (Fagerlund et al. 2002; McBride et al. 2002; Meyer et al. 2002). Ist der nukle&-
re Import von STAT1-Mutanten beeintrachtigt, sind sie entsprechend vermehrt im
Zytosol vertreten und dort der Phosphatase-Aktivitat verringert, der Kinase-Aktivitat
aber verstarkt ausgesetzt. In diesem Fall wirde sich die Konzentration von Tyrosin-
phosphorylierten STAT1-Dimeren im Zytoplasma stark erhéhen und sie wirden ver-
starkt zu einem Substrat der Kinasen werden. Beobachtet wiirde in einem solchen
Fall eine Hyperphosphorylierung von STAT1, ausgeldst durch eine funktionell beein-
trachtigende Punktmutation in der Region des in der DNA-Bindedomane befindlichen
nukle&ren Lokalisationssignals (Meyer et al 2002).

Im Hinblick auf das Wildtyp-Molekul wird deutlich, dass sich Ver&nderungen des
DNA-Bindeverhaltens in geanderter transkriptionellen Aktivitat und geanderter Kinetik
der Tyrosin-Dephosphorylierung widerspiegeln. Gelange es, eine STAT1-Mutante zu
entwickeln, die eine signifikant hohere transkriptionelle Leistung besitzt, so kénnte
dies von grofRer Bedeutung sein. Ein Beispiel hierfur ist die Moglichkeit, neue
Wirkstoffe testen zu kdonnen und dieses konnte im Hinblick auf eine pharmako-
logische Steuerung der Immunregulation therapeutisch durchaus sinnvoll sein. Aller-
dings besteht hier die Gefahr, in Mechanismen der natlrlichen Infektionsabwehr
einzugreifen mit moglichen nachteiligen Folgen fiir den gesamten Organismus. Liegt
ein Transkriptionssignal langer als normal in aktiviertem Zustand vor, so reagiert das
System womdglich weniger flexibel auf Abweichungen der extrazellularen IFNy-

Konzentration.
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Bekannt ist, dass DNA-Bindung Tyrosin-phosphorylierte STAT1-Molekile vor
Dephos-phorylierung schitzt (Meyer et al. 2003; Meyer et al. 2004). Eine Verande-
rung der Dissoziationskinetik als Folge einer erniedrigten Dissoziationsrate von DNA
kénnte ebenfalls eine Erklarung fur eine Hyperphosphorylierung sein. Die Phosphory-
lierung, wie in Abbildung 6 ersichtlich, wurde in Western-Blot-Versuchen untersucht
und erbrachte fur die hier charakterisierten Mutanten keine signifikanten Unterschie-
de zum Wildtyp-Molekil. Gibt es Abweichungen in der Phosphorylierung, kénnte die-
ses womdoglich auf abnormale Bindungsaffinitat zu GAS-enthaltenden Sonden hin-
weisen. Dies lie3 sich in den durchgefiihrten Gelshift-Versuchen jedoch nicht bestati-
gen, da weder in der Phosphorylierung (zum Beispiel in Abbildung 6) noch in der
Bindungsaffinitdt zu GAS-Sonden (zum Beispiel in Abbildung 16) bemerkenswerte
Abweichungen zwischen dem STAT1-WT und den drei in dieser Arbeit erzeugten Mu-
tanten festgestellt werden konnten. Auch in weiteren EMSA-Experimenten blieben
die Unterschiede zwischen den verschieden STAT1-Varianten aus.

Eine naheliegende Erklarung fir die fehlende Anderung in der DNA-Bindekinetik trotz
der Mutation konservierter Aminoséaurereste ist, dass es nicht zur direkten Interaktion
der mutierten Aminisaurereste mit der DNA kommt. Mdglicherweise ist andererseits
der Bindebeitrag so gering bzw. sind die Methoden nicht sensitiv genug, um gering-
gradige Auswirkungen auf die DNA-Bindung zu erkennen. Wie bereits in der Einlei-
tung angedeutet, verwenden die STATs, um an die DNA binden zu kénnen, eine Im-
munglobulin-Faltung, die derjenigen von NF-kB und p53 sehr ahnlich ist. Auffallig
sind die vergleichbaren Bindemotive bei den STATs sowie bei NF-kB, wobei sie trotz
aller Ahnlichkeiten grundlegende Unterschiede in ihrem Mechanismus aufweisen.
Durch Studien an NF-kB wurde deutlich, dass eine Kernverlagerung auch durch Bin-
dung an einen Hemmstoff mit Exposition von Kernlokalisationssignalen und an-
schlieBender Verlagerung in den Nukleus einhergehen kann. Dies ist bei den STATs
bisher nicht detektiert worden. Die Tyrosin-Phosphorylierung und Dimerisierung ste-
hen weiterhin als Bindemechanismus an erster Stelle, wobei der genaue Hergang
der folgenden Kernverlagerung noch immer nicht vollstandig geklart werden konnte
(Chen et al. 1998).

Die in Abb. 8 und 10 dargestellten Versuche beschéaftigen sich mit der Akkumulation
im Nukleus. Durch einen gestorten Kerntransport kdnnte es moglicherweise zu einer
verminderten Kernlokalisation kommen. Dies begriindet sich dadurch, dass phospho-

rylierte STAT-Dimere mit Importin-a5 vermittelt Uber ein dimerspezifisches NLS inter-
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agieren mussen. Dieses Lokalisationssignal ist nur bei paralleler Konformation der
phosphorylierten STAT1-Dimere zuganglich (Fagerlund et al. 2002; Melén et al.
2001; Meyer et al. 2002). Mutationen in der DNA-Bindemutante kdnnten moglicher-
weise dazu fuhren, dass sich dieser Mechanismus verandert. Generell kann jede
Veranderung der flexiblen Domanenarchitektur mit einer Stérung der STAT-vermit-
telten Signaltransduktion in Verbindung gebracht werden. Solche mutationsbedingten
Destabilisierungen der parallelen Konformation von phosphorylierten STAT1-Dimeren
driicken sich schliel3lich in einer geanderten Aktivierung von IFNy-gesteuerten Ziel-
genen aus. Dies kann zum Beispiel durch Hypophosphorylierung zu einer verminder-
ten Genexpression fuhren. Um dem entgegenzuwirken, kann das Gleichgewicht in
Richtung einer antiparallelen Ausrichtung verlagert werden. Demnach bedarf es bei
der JAK-STAT-Signalweiterleitung keiner festen Molekulstruktur der dimeren STAT1-
Molekile, sondern vielmehr der Flexibilitat, ein transkriptionell aktives STAT1-Dimer
bilden bzw. wieder I6sen zu kdnnen. Hierbei ist es wichtig, dass ein dynamischer
Wechsel zwischen den beiden Dimer-Konfigurationen besteht. Der Schwerpunkt liegt
demnach weder auf der parallelen noch der antiparallelen Konfiguration, sondern
beide sind von essentieller Bedeutung. Insgesamt unterscheidet man zwei verschie-
dene Konformationen der Tyrosin-phosphorylierten STAT-Dimere. Bei den Homodi-
meren sind in der parallelen Konfiguration die SH2-Domé&nen immer in gleicher Rich-
tung orientiert, was fur die Rezeptor- und die DNA-Bindung von wesentlicher Bedeu-
tung ist (Mao et al. 2005; Mertens et al. 2006). Losen sich die Tyrosin-
phosphorylierten STAT1-Dimere von der DNA, mussen sie eine antiparallele Orientie-
rung einnehmen, damit sie von der TC45-Phosphatase erkannt und dephosphoryliert
werden kdnnen. Dieser Dephosphorylierungsvorgang ist unerlasslich, um mithilfe von
Transportmechanismen die Kernmembran Uberwinden zu kdnnen (Meyer et al.
2003). Bei Betrachtung der antiparallelen Konformation zeigen die SH2-Domanen in
die entgegengesetzte Richtung. Die Stabilisierung hierbei wird durch Interaktionen
der Coiled-coil-Doméane mit der DNA-Bindedomane sowie moglicherweise auch
durch ND:ND-Wechselwirkungen gewahrleistet (Zhong et al. 2005; Mertens et al.
2006).

Der Mechanismus der Konformationsanderung von phosphorylierten STAT1-Dimeren
ist bis heute jedoch noch nicht umfassend erforscht. Fur das Verstandnis des Kon-
formationswechsels im Detail bedarf es noch weiterer Experimente. Es bestand die

Mdglichkeit, dass die Mutation der Aminosauren den Konformationswechsel des Di-
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mers beeintrachtigt. Dies hatte sich dann in Versuch 8 in einer Abweichung des Kern-
transportes des STAT1-WT vom Kerntransport der Mutanten niederschlagen missen.
Diese Vermutung konnte jedoch nicht verifiziert werden.

Der Tatsache zum Trotz, dass die mutierten Aminosaurereste dieser Arbeit konser-
viert sind, konnte mit den durchgeflihrten Experimenten jedenfalls keine Abweichung
zum STAT1-WT festgestellt werden. Die vermutete Beteiligung an der DNA-Bindung
bestétigte sich nicht. Es ist jedoch moglich, dass dies durch weitere Experimente mit
DNA-Affinitatsmessungen (zum Beispiel mit Thermofluor, Pull-down-Assays, Fluo-
reszenz-Anisotropie) gezeigt werden koénnte, etwa in einer Kristallstruktur-
Bestimmung des STAT-Proteins im Komplex mit anderen DNAs. Da die STAT-Familie
aus vielen Mitgliedern besteht, kann ebenfalls vermutet werden, dass die Konservie-
rung fur die anderen Mitglieder von weiterer Bedeutung sein kénnte, es bei STAT1
jedoch nur noch eine Frage der Zeit ist, bis es an den konservierten Positionen zu
Mutationen kommt. Moglicherweise besteht die Konservierung jedoch aus einem
ganz anderen Grund als dem der DNA-Bindung. Beispielsweise kdnnten die Amino-
sauren an den Positionen 359, 361 und 367 bei der Faltung des Proteins von Bedeu-
tung sein oder die Interaktion mit anderen Aminoséauren in den STATs sorgt fur eine
stabile 3D-Struktur.

Da der JAK-STAT-Kinaseweg als Signalibertragungsmechanismus bei der Zellent-
wicklung, der Homdostase und auch bei der Wachstumskontrolle eine wesentliche
Rolle spielt, ist die Aufklarung der physiologischen Rolle konservierter Aminosau-
rereste von berechtigtem Interesse. Zusammenfassend wird deutlich, dass nicht je-
der Austausch konservierter Aminosaurereste mit einem messbar veranderten Ver-
halten der Mutanten verbunden sein muss. Die Mutanten dieser Arbeit jedenfalls zei-
gen keine nachweisbar signifikanten Verdnderungen gegenuber dem Wildtyp-
Molekadil.
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5. Zusammenfassung

Der Signaltransduktor und Aktivator der Transkription 1 (STAT1) ist ein Mitglied der
konservierten Proteinfamilie von zytokinregulierten Transkriptionsfaktoren und spielt
bei vielen biologischen Prozessen, wie beispielsweise der Steuerung der Immunant-
wort und der Zellproliferation, eine entscheidende Rolle. Bei Stimulation der Zellen
mit Interferon-y (IFNy) phosphorylieren rezeptorassoziierte JAK-Kinasen einen Kriti-
schen Tyrosinrest im Carboxyterminus von STAT1. Die Tyrosin-phosphorylierten
STAT1-Homodimere akkumulieren daraufhin im Zellkern, wo sie spezifische Binde-
stellen in den Promotoren von STAT1-abh&ngigen Zielgenen erkennen. In der vorlie-
genden Arbeit wurde untersucht, ob drei oberflachenexponierte und konservierte
Aminosaurereste in der DNA-Bindedoméne (Lys 359, Lys 361 und Asp 367) an der
Weiterleitung der Signalintensitét beteiligt sind. Zu diesem Zweck flhrte ich einen
Mutageneseansatz durch und substituierte die drei Aminosaurerreste zu Alaninen,
doch keiner der drei erhaltenen Punktmutanten zeigte eine gegenuiber dem Wildtyp-
Molekil geanderte Kinetik der Tyrosin-Phosphorylierung, der induzierbaren Kernak-
kumulation sowie der Dissoziation von hochaffinen DNA-Bindestellen. Auch blieben
die transkriptionelle Aktivierung eines Reportergenkonstrukts und die Expression von
samtlichen der untersuchten IFNy-abhangigen endogenen Zielgene durch die Mutati-
onen unverandert. Zusammendfassend fand ich keine Unterschiede im detektier-
baren Verhalten der Mutanten gegenuber dem Wildtyp-Molekil. Doch kann nicht
ausgeschlossen werden, dass sich Anderungen in den hier nicht erfassten nicht-
kanonischen STAT1-Funktionen ergeben kdnnten, die kausal fur die Homologie die-

ser Reste verantwortlich sind.
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5.1 Summary

Signal transducer and activator of transcription 1 (STAT1) is a member of the conser-
ved protein family of cytokine-regulated transcription factors and plays a decisive role
in many biological processes such as the control of the immune response and cell
proliferation. Upon stimulation of the cells with interferon-y (IFN y), receptor-
associated JAK kinases phosphorylate a signature tyrosine residue in the carboxy-
terminus of STATL1. Tyrosine-phosphorylated STAT1 homodimers then accumulate in
the nucleus, where they recoginze specific binding sites in the promoters of STAT1-
dependent target genes. In the present study, it was investigated whether three
surface-exposed and conserved amino acid residues in the DNA-binding domain (Lys
359, Lys 361, and Asp 367) are involved in the transduction of IFNy-mediated signal
intensity. For this purpose, | performed a mutagenesis approach and substituted the
three amino acid residues to alanines. However, none of the three resulting point mu-
tants exhibited altered kinetics of tyrosine phosphorylation, inducible nuclear accumu-
lation or dissociation from high-affinity binding sites on DNA as compared to the wild-
type molecule. Similarly, the transcriptional activation of a reporter gene construct
and expression of numerous investigated IFNy-dependent endogenous target genes
were unaffected by the mutations. In summary, | found no detectable differences in
the behavior of the mutants when compared to the wild-type molecule. However, the
possibility cannot be excluded that unrecognized changes in non-canonical STAT1

functions accounted for the conserved homology of these residues.
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