Molekulare Determinanten der Dephosphorylierung
und Genaktivierung des Signaltransduktors und

Aktivators der Transkription 1

Dissertation

zur Erlangung des Doktorgrades
der Naturwissenschaften

(Dr. rer. nat.)

dem Fachbereich Chemie
der Philipps-Universitat Marburg
vorgelegt von

Julia Staab

geb. Polaczek

aus Homberg/ Efze

Marburg a. d. Lahn, 2011



Die vorliegende Arbeit wurde in der Zeit von Januar 2008 bis Mai 2011 unter der
Betreuung von Herrn Prof. Dr. Dr. Dr. Thomas Meyer in der Abteilung Kardiologie am
Biomedizinischen Forschungszentrum der Philipps-Universitat Marburg durchgefuhrt.

vom Fachbereich Chemie
der Philipps-Universitat Marburg

als Dissertation angenommen am:

Erstgutachter: Prof. Dr. Lars-Oliver Essen

Zweitgutachter: Prof. Dr. Dr. Dr. Thomas Meyer

Tag der mundlichen Prifung:




Erklarung

Hiermit versichere ich, dass ich meine Dissertation mit dem Thema:

»,Molekulare Determinanten der Dephosphorylierung und Genaktivierung des Signal-

transduktors und Aktivators der Transkription 1°

selbststandig, ohne fremde Hilfe angefertigt und mich dabei keiner anderen als den
von mir ausdricklich bezeichneten und angegebenen Quellen und Hilfen bedient
habe.

Die Dissertation wurde in der jetzigen oder einer @hnlichen Form noch bei keiner
anderen in- oder auslandischen Hochschule anlasslich eines Promotionsgesuchs

oder zu anderen Prufungszwecken eingereicht.

(Ort, Datum) Julia Staab



Zusammenfassung

Bei den STAT-Proteinen handelt es sich um eine evolutionar hochkonservierte
Proteinfamilie, die aus sechs funktionellen Domanen aufgebaut ist. Obgleich die
Linker-Domane, die zwischen der aminoterminal davon gelegenen DNA-Binde- und
der carboxyterminal positionierten SH2-Doméne lokalisiert ist, einen zentralen
Bereich in der modularen Molekilorganisation beansprucht, ist Uber deren
physiologische Bedeutung bislang vergleichsweise wenig bekannt. In friheren
Arbeiten konnte gezeigt werden, dass die Linker-Doméne von STAT1 einen Einfluss
auf DNA-Bindung und transkriptionelle Aktivitat besitzt; jedoch konnte der molekulare
Mechanismus dafir nicht identifiziert werden. Um einen besseren Einblick in die
Rolle der Linker-Doméne im Zusammenhang von DNA-Bindung und
Zielgenerkennung zu gewinnen, wurden Punktmutanten einzelner konservierter
Aminosaurereste des STAT1-Molekuls generiert und diese funktionell charakterisiert.
Die Substitutionsmutation eines konservierten Glutamatrests in Position 500 fuhrte zu
einer verbesserten transkriptionellen Aktivitat nach IFNy-Stimulation, wéhrend sich
Phosphorylierungs- und Kernakkumulationskinetik sowie DNA-Bindeaffinitat nicht
vom Wildtyp-Molekil unterschieden. Die IFNa-abhangige Zielgenaktivierung war im
Gegensatz zur IFNy-vermittelten Signalantwort jedoch supprimiert. Dieses zeigt, dass
die Linker-Domane ursachlich an einer differentiellen, ligandenabhangigen Gen-
aktivierung beteiligt ist. Des Weiteren konnte eine Beteiligung der Linker-Doméane an
der Dephosphorylierung von STAT1 nachgewiesen werden. Die Mutation eines
hochkonservierten Lysinrests in Position 525 flhrte zum Verlust einer fur die
Stabilisierung der parallelen Dimerkonformation essentiellen Salzbriicke mit einem
kritischen Glutamatrest der SH2-Doméane des gleichen Monomers. Dieser
Stabilitatsverlust scheint das Gleichgewicht der Konformere im STAT1-Dimer
zugunsten der antiparallelen Dimerkonformation zu verschieben, wobei die anti-
parallele Konformation von der STAT1-inaktivierenden Phosphatase bevorzugt wird.
Durch Dephosphorylierungsassays konnte gezeigt werden, dass die K525A-Mutante
gegenuber dem Wildtyp-Protein ein bevorzugtes Substrat der nukledren T-Zell-
Phosphatase ist. Dies resultiert nach Stimulation mit IFNy in einer erhdhten In-vivo-
und In-vitro-Dephosphorylierungsrate, verminderten Tyrosin-Phosphorylierung,
reduzierten Kernakkumulation und einer konsekutiv verminderten Genaktivierung in

vivo. Um einen besseren Einblick in die DNA-Bindung von STAT1 zu gewinnen,
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wurde zusatzlich eine weitere Mutante der DNA-Bindedoméne charakterisiert, die im
Gegensatz zu anderen DNA-Bindemutanten nicht in direktem Kontakt mit der DNA-
Helix steht, aber in ihrer Affinitat zur DNA inhibiert ist. Wie mit Hilfe dieser Struktur-
mutante gezeigt werden konnte, haben nicht nur Aminosauren, die in direktem
Kontakt mit der DNA stehen einen Einfluss auf die DNA-Bindung, sondern auch

solche, die an der Bildung der dreidimensionalen Domé&nenstruktur beteiligt sind.



Summary

STAT proteins are members of an evolutionary highly conserved protein family. They
consist of a modular domain structure with six well-characterized functional domains.
The linker domain, which connects the amino-terminal DNA-binding domain with the
carboxy-terminal SH2-domain, is known to be engaged in DNA binding and
transcriptional activation. However, the molecular mechanisms regulating
transcriptional modulation by the linker domain are largely unknown. To gain a
deeper insight into the role of this domain in DNA-binding and transcriptional
activation, point mutants in the linker domain of STAT1 were generated and
functionally characterized. The substitution of a conserved glutamate residue in
position 500 resulted in enhanced transcriptional activation of IFNy-sensitive genes,
whereas tyrosine phosphorylation and nuclear accumulation were both similar to the
wild-type protein. In contrast, target gene activation after stimulation with IFNa was
significantly reduced. This observation shows that the linker domain is responsible for
ligand-dependent differential gene activation. Furthermore, it was demonstrated that
the linker domain contributes to the inactivation of tyrosine-phosphorylated STAT1.
Mutation of a highly conserved lysine residue in position 525 led to the disruption of a
salt bridge with a glutamate residue in the SH2 domain of the same monomer. This
salt bridge appears to be essential for the stabilization of parallel STAT1 dimers. Loss
of this stabilization leads to a shift of STAT1 dimers to the antiparallel conformation.
As compared to the wild-type protein, destabilizing this interaction resulted in a
mutant with diminished nuclear accumulation, reduced tyrosine phosphorylation and
target gene activation upon stimulation of cells with IFNy. Further experiments
including in vitro assays demonstrated that the inactivating T-cell phosphatase
preferentially dephosphorylates STAT1-K525A as compared to the wild-type protein.
To get further insight of the DNA-binding of STAT1 a point mutant of the DNA-binding
domain was characterized. In contrast to other DNA-binding mutants this mutant has
no direct contacts to DNA, but nevertheless showed a reduced affinity to DNA. This
mutant shows that the architecture of the whole domain is required for functional
DNA-binding.
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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Die Familie der STAT-Proteine und Zytokine

Bei den STAT-Proteinen (Signaltransduktor und Aktivator der Transkription) handelt
es sich um eine evolutionar hochkonservierte Proteinfamilie, die eine wichtige Rolle
bei zahlreichen zellularen Prozessen wie der Immunantwort, Zellwachstum,
Differenzierung und Apoptose spielt. Bei den STAT-Proteinen handelt es sich um
Uberwiegend im Cytoplasma lokalisierte Transkriptionsfaktoren, die durch Zytokin-
stimulation aktiviert werden (Levy und Darnell, 2002). STAT-Proteine wurden
erstmals in den 1990er Jahren im humanen Interferon-Signalweg entdeckt (Fu et al.,
1992; Schindler et al., 1992a). Sie wurden seitdem im Schleimpilz Dictyostelium, in
Nematoden und Insekten (Yan et al.,, 1996; Kawata et al., 1997; Liu et al., 1999;
Barillas-Mury et al., 1999) sowie in Vertebraten (Oates et al., 1999; Pascal et al.,
2001; Sung et al., 2003) gefunden. Die humane STAT-Familie besteht aus 7 Mit-
gliedern: STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5a, STAT5b und STAT6. Im
menschlichen Genom sind statl und stat4 auf Chromosom 2, stat3, stat5a und stat5b
auf Chromosom 12 und stat2 und stat6 auf Chromosom 17 lokalisiert (Copeland et
al., 1995; Darnell, 1997).

NH,— NH2 CCD SH2 COOH

Abb. 1.1: Doméanenstruktur der STAT-Proteine. NH2: aminoterminale Domé&ne, CCD: Coiled-coil-
Doméane, DBD: DNA-Bindedoméne, LD: Linker-Doméne, SH2: Src-homology-Doméne; TAD:

Transaktivierungsdomane, P: Phosphotyrosinrest.

Alle Mitglieder der STAT-Familie sind zwischen 750-850 Aminoséauren lang und
besitzen ein Molekulargewicht von 80-113 kDa. Charakteristisch ist ihr modularer
Aufbau aus sechs funktionellen Domanen (Abb. 1.1): der aminoterminalen- (NH2-),
der Coiled-coil- (CCD; auch Vier-Helix-Btindel genannt), der DNA-Binde-, der Linker-,
der Src-homology- (SH2-) und der carboxyterminalen Transaktivierungs-Domaéne,
wobei jede Doméne an unterschiedlichen Funktionen beteiligt ist (Darnell, 1997; Levy
und Darnell, 2002). In der Transaktivierungsdoméne (TAD) von STAT1, 2, 3, 5a, 5b
und 6 befindet sich zudem ein hochkonservierter Tyrosinrest, der von Jak-Kinasen
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phosphoryliert wird und fur die transkriptionelle Aktivitat der STAT-Proteine essentiell
ist (Shuai et al., 1993a; Vinkemeier et al., 1998).

Die Komplexitat der STAT-Familie wird weiterhin durch differentielles Spleil3en oder
proteolytischen Abbau von STAT1, STAT3, STAT4, STAT5 und STAT6 erhoht
(Schindler et al., 1992a; Schaefer et al., 1995; Wang et al., 1996). So kommen z. B.
STAT1 und STAT3 jeweils in den Isoformen a und B vor. In beiden Fallen handelt es
sich um SpleiRvarianten desselben Genortes, wobei die B-Isoform am carboxy-
terminalen Ende trunkiert ist. Dies beeinflusst vor allem die transkriptionelle Aktivitat,
da durch das SpleiRen ein bei STAT1, 3, 5a und 5b konservierter Serinrest, der von
Serin-Threonin-Kinasen phosphoryliert werden kann, entfernt wird. Dieser Serinrest
ist wichtig fur eine maximale transkriptionelle Aktivitdt (Horvath, 2000; Decker und
Kovarik, 2000; Lodige et al., 2005).

Die Aktivierung aller in Saugern vorkommenden STAT-Proteine erfolgt durch
Bindung eines oder mehrerer Zytokine an ihre entsprechenden Transmembran-
rezeptoren. Diese Rezeptorbindung 16st eine Kaskade von Tyrosin-Phosphory-
lierungsreaktionen aus, die von Kinasen der Janus-Familie (Jak) katalysiert werden
(Levy und Darnell, 2002). Bei Zytokinen handelt es sich um kleine Proteine bzw.
Glykoproteine mit einer Lange von 100-200 Aminosauren. Sie fungieren als extra-
zellulare Botenstoffe und Ubertragen ihre Information Uber membranstandige
Rezeptoren in das Innere ihrer Zielzellen. Dabei 16sen sie eine Signaltransduktions-
kaskade aus, die zu einer Anderung des Genexpressionsprofils in der Zelle fiihrt.
Zytokine spielen deshalb eine wichtige Rolle bei Wachstums-, Entwicklungs- und
Differenzierungsprozessen sowie bei der Kontrolle des Immunsystems. Gegenwartig
sind weit mehr als 100 verschiedene Zytokine beschrieben, doch fehlt eine
einheitliche Nomenklatur (Schooltink und Rose-John, 2002). Zur Superfamilie der
Zytokine gehéren Interleukine, Wachstumsfaktoren, Interferone und Chemokine, die
durch ihre funktionellen und strukturellen Merkmale in verschiedene Gruppen
eingeteilt werden (Callard und Gearing, 1994; Thomson, 1998; Loppnow, 2001).

Ein flr diese Arbeit wichtiges Zytokin ist der epidermale Wachstumsfaktor (EGF).
Dieser bindet mit hoher Affinitdt an den EGF-Rezeptor (Epidermal growth factor
receptor). EGFR ist ein Mitglied der ErbB-Familie (Erythoblastic leukemia viral
oncogene homology), einer Unterfamilie von vier eng verwandten Rezeptor-Tyrosin-
Kinasen (RTK). Wie alle RTKs besteht der EGF-Rezeptor aus einer extrazellularen,

Liganden-bindenden Domane, einer einzelnen Transmembranhelix und einer cyto-
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plasmatischen Domane, wobei Letztere Uber eine intrinsische Kinaseaktivitat verfugt.
Die Bindung von EGF fuhrt zu einer Rezeptordimerisierung, Aktivierung der
intrinsischen PTK (Protein-Tyrosin-Kinase), Tyrosin-Autophosphorylierung und an-
schlieBender Bindung verschiedener Signalproteine (Bogdan und Klambt, 2001). Die
ersten Komponenten intrazellularer Signalkaskaden sind zumeist Proteine, die Uber
ihre  SH2- oder PTB-Domanen (phosphotyrosine-binding domain) von den
Phosphotyrosinresten des EGF-Rezeptors rekrutiert werden (Blume-Jensen und
Hunter, 2001). Dabei kann die Phosphorylierung von STAT-Proteinen, insbesondere
von STAT1, STAT3 und STATS, direkt Uber die Bindung der SH2-Doméne an den
Rezeptor erfolgen oder aber Uber externe Tyrosinkinasen, wie Jakl, Jak2 oder Tyk2
(Leaman et al., 1996). Die Stimulation des EGFR mit EGF fuhrt zur Phosphorylierung
von STAT1, STAT3 und Jakl (Ramana et al., 2000). Diese bilden einen hetero-
dimeren Komplex, der nach Kernakkumulation an die STAT-Bindungssequenz SIE
(c-sis-inducible element) bindet (Park et al., 1996; Leaman et al., 1996). Aul3erdem
konnen STAT-Proteine auch direkt als Substrate fur einige Non-Rezeptor-Kinasen,
wie Scr oder Abl, fungieren.

Die fur diese Arbeit wichtigste Zytokingruppe ist die der Interferone. Interferone
werden in zwei Gruppen eingeteilt: Typ-I- (IFNa, IFNB, IFNt, IFN®) und Typ-II-
Interferone (IFNy) (Platanias, 2005). Typ-l-Interferone besitzen antivirale Eigen-
schaften, die durch die Aktivierung von natirlichen Killer-Zellen zustande kommen,
wohingegen die Typ-ll-Interferone als immunmodulatorische Zytokine mit breiter anti-
mikrobieller Aktivitdt angesehen werden. Des Weiteren wird den Interferonen eine
antiproliferative Aktivitat zugeschrieben. Eine weitere Funktion der Interferone ist die
Regulation der Expression von Bestandteilen des MHC (Major Histocompatibility
Complex). Alle Interferone kdnnen MHC-I-Molekiile tber einen von IRF-1 (Interferon
Regulatory Factor 1) abhangigen Weg induzieren (Chang et al., 1992), wohingegen
der Aufbau des MHC Il ausschlief3lich durch IFNy tber CITA (MHC Class Il Trans-
activator) gesteuert wird (Mach et al., 1996; Boehm et al., 1997; Loppnow, 2001).

Die Interferon-Signalwege werden durch deren Interaktion mit den entsprechenden
Rezeptoren ausgelost. Dabei binden Typ-I-Interferone, die nach Virusinfektion in
Leukozyten und Fibroblasten produziert werden, an den Interferon-a-Rezeptor
(IFNAR). Dieser besteht aus zwei Untereinheiten: IFNAR1 und IFNARZ2, die auf der
Oberflache von kernhaltigen Zelltypen exprimiert werden (Novick et al, 1994;
Platanias, 2005).
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Nach Aktivierung durch Antigen-prasentierende Zellen in T-Zellen und zytotoxischen
Lymphozyten erfolgt die Transkription von IFNy (Boehm et al., 1997; Frucht et al.,
2001). IFNy als einziges Typ-lI-Interferon bindet an einen eigenen Rezeptor, den
Interferon-y-Rezeptor (IFNGR). Dieser wird ebenfalls an der Zelloberflache
samtlicher kernhaltiger Zellen, nicht aber der Erythrozyten, exprimiert (Langer und
Pestka, 1988). Bei IFNAR und IFNGR handelt es sich um Klasse-II-Zytokin-
rezeptoren. Sie bestehen aus einer ligandenbindenden extrazellularen Domane,
einer die Zellmembran einmal durchquerenden Transmembran-Doméne sowie einer
intrazellularen carboxyterminalen Domane. Da die Rezeptoren selbst keine Tyrosin-
kinaseaktivitdt besitzen, sind Proteine mit einer Kinaseaktivitat, wie z.B. Janus-
Kinasen (Jak), an sie gekoppelt (Bach et al., 1997).

1.2 STAT-defiziente Mause

Die biologische Bedeutung der einzelnen STAT-Proteine wurde durch Experimente
mit STAT-defizienten Mausen ermittelt. STAT6 wird z. B. ausschliel3lich durch IL-4
und IL-13 aktiviert und reguliert die T-Helfer-Zell-Entwicklung durch Induktion von
Ty2-Zellen. Das Fehlen von STAT6 in Mausen fiuhrt zur Blockierung der
Diffenzierung von Ty2-Zellen und einem Defekt der antikdrpervermittelten Immun-
antwort (Kaplan et al.,, 1996a; Takeda et al., 1997b; O’"Shea, 1997). STAT4-
Knockout-Mause sind lebensfahig, fruchtbar und zeigen eine normale Hamatopoese,
jedoch ist die IL-12-Antwort gestort. STAT4 wird durch IL-12 in T-Zellen aktiviert und
stimuliert die Entwicklung und Differenzierung von T-Zellen des Immunsystems.
STAT4"-Méause besitzen einen Defekt der Differenzierung der T-Helfer-Zellen zu
Thl-Zellen (Kaplan et al., 1996b; Takeda und Akira, 2000; Wurster et al., 2000).
STAT5a-Knockout-Mause zeigen bemerkenswert wenig Defekte. Sie zeigen eine
normale Entwicklung und entsprechen in Gro3e, Gewicht und Fruchtbarkeit Wild-
typ(WT)-Mausen. Einzig die Brustentwicklung ist gestort, dadurch ist das Saugen fir
Weibchen nicht moglich (Liu et al., 1997). Des Weiteren ist STAT5a wichtig fur die T-
Zell-Proliferation und der Knockout fuhrt zu schweren Autoimmunerkrankungen
(Moriggl et al., 1999). Aufgrund der hohen Homologie von STAT5a und 5b wurde
zunachst irrtimlich angenommen, dass das Fehlen des einen Proteins durch das
jeweils andere ausgeglichen werden kann. STAT5a/b-Doppel-Knockout-Mause
4
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zeigen einen prominenteren Phanotyp als die Einzelmutanten. Mause, die kein
STAT5a/b exprimieren, zeigen eine Unterdriickung der T-Zell-Proliferation nach
Aktivierung des T-Zell-Rezeptors und unterscheiden sich deutlich in GréfRe und
Gewicht von WT-Mausen. Des Weiteren sind die Weibchen unfruchtbar (Liu et al.,
1997; Udy et al., 1997; Teglund et al., 1998; Takeda und Akira, 2000).

Die Untersuchung von STAT3-Knockout-Mausen ist nicht moglich, da STAT3 an der
Embryonalentwicklung beteiligt ist und ein Fehlen zur Degeneration des Embryos
zwischen dem sechsten und siebten Tag fiuhrt (Takeda et al., 1997a; O"Shea, 1997).
In adulten STAT3-negativen Zellen wird die Zellteilung und Zellproliferation unter-
drickt (Alonzi et al., 2001; Takeda und Akira, 2000). Anhand von konditionellen
kardioselektiven STAT3-Knockout-Mausen konnte gezeigt werden, dass STAT3 eine
protektive und Hypertrophie-induzierende Funktion in Kardiomyozyten besitzt
(Jacoby et al., 2003).

STAT1 und STAT2 sind essentiell fur die Interferon-vermittelte Immunantwort. Bei
STAT2-defizienten Mausen ist die durch Typ-I-Interferon stimulierbare Signal-
transduktion gehemmt, jedoch wird eine Immunantwort auf bakterielle Infektionen
ausgelost (Bluyssen und Levy, 1997; Park et al., 2001; Takeda und Akira, 2000; Levy
und Darnell, 2002). STAT1-Knockout-Mause zeigen eine erhohte Anfalligkeit gegen-
Uber viralen und bakteriellen Infektionen sowie fur Tumorbildung und -wachstum
(Shankaran et al., 2001), sonst sind sie in ihrer Entwicklung nicht beeintrachtigt. Die
Typ-I- und Typ-lI-IFN-vermittelte Signaltransduktion ist bei STAT1-Knockout-Mausen
zwar vollstandig beeintrachtigt, aber die Regulation durch andere Zytokine bleibt
bestehen (Durbin et al., 1996; Merez et al., 1996).

1.3 Der Jak-STAT-Signhalweg

Der am besten untersuchte Signalweg mit Beteiligung der STAT-Proteine ist der Jak-
STAT-Signalweg; er wurde wéahrend des Studiums der Interferone entdeckt (Darnell
et al.,, 1994; Schindler und Darnell, 1995). Der Jak-STAT-Signalweg stellt eine
Moglichkeit dar, extrazellulare Signale in den Zellkern zu Ubertragen und dort eine
Veranderung der Genexpression zu bewirken. Nach Bindung des Zytokins an den
Rezeptor erfolgt eine Homo- oder Heterodimerisierung des Rezeptors, wodurch die
Janus-Kinasen durch Phosphorylierung aktiviert werden (Abb. 1.2). Derart aktivierte
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Jaks transphosphorylieren Tyrosinreste im intrazellularen Teil der Rezeptoren. Diese
phosphorylierten Tyrosinreste der Rezeptoren ermoglichen die Rekrutierung von
STAT-Proteinen sowie von anderen Signalmolekulen Uber Bindung ihrer SH2-
Domanen (Darnell et al., 1997). Anschlielend werden die STATs durch Jaks an
einem in der STAT-Familie invarianten Tyrosinrest in der carboxyterminalen SH2-
Domane phosphoryliert (Shuai et al., 1993a). Je nachdem welches Zytokin die
Signalkaskade ausgel6st hat, fihrt die Tyrosinphosphorylierung zu einer Homo- oder
Heterodimerisierung der STATS, die daraufhin innerhalb weniger Minuten im Zellkern
akkumulieren (Melen et al., 2001; Fagerlund et al., 2002), um nach Bindung an
spezifischen STAT-Bindestellen in den Enhancer- oder Promotorregionen von STAT-
Zielgenen deren Induktion zu initiieren (Shuai et al., 1992; Darnell et al., 1994).
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Abb. 1.2: Aktivierung von STAT-Zielgenen durch unterschiedliche Zytokinstimulation. Nach
Bindung von IFNa/B bzw. IFNy an ihren Rezeptor kommt es zur Phosphorylierung von STAT1 und
STAT2 durch die Rezeptor-assoziierten Tyrosin-Kinasen Jak1, Jak2 und Tyk2. Die Aktivierung fuhrt
zur Bildung von STAT1-Homodimeren (IFNy) oder STAT1/2-Heterodimeren (IFNa/B). Die Komplexe

werden in den Zellkern transportiert und binden dort an spezifische Zielsequenzen.
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Die Stimulation mit IFNy fahrt bei STAT1 zu einer Homodimerisierung. STAT1-
Dimere binden spezifisch an palindrome DNA-Sequenzen, sogenannte GAS-Stellen
(Gamma-activated sites) in IFNy-regulierten Zielgenen. Stimuliert man hingegen mit
IFNa, bildet sich der heterotrimere ISFG3-Komplex (IFN-stimulated gene factor 3).
Dieser Komplex besteht aus einem STAT1-STAT2-Heterodimer mit p48 und bindet
ebenfalls spezifisch an palindrome DNA-Sequenzen, den ISRE-Stellen (IFNa-

stimulated gene response element) (Darnell et al., 1994; Horvath, 2000).
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Abb. 1.3: Mechanismen der Negativregulation des Jak-STAT-Signalweges. Die Liganden-
induzierte Dimerisierung des Zytokinrezeptors fuhrt zur Aktivierung von Jak-Kinasen und zur Bildung
aktivierter STAT-Dimere, die im Nukleus als Transkriptionsfaktoren wirken. Die Aktivierung von SOCS-
Proteinen wird dadurch induziert. Diese hemmen die Transkription auf zwei Wegen: SOCS-1 bindet
direkt an Jaks und inhibiert deren katalytische Aktivitat, wahrend CIS direkt an den Rezeptor bindet
und dadurch die Rekrutierung von STAT inhibiert. SHP-1 ist an der Dephosphorylierung der Jaks oder
des aktivierten Rezeptors beteiligt. STAT-Proteine werden durch PIAS-Proteine nach einem
unbekannten Mechanismus inaktiviert. Des Weiteren kénnen STAT-Proteine durch Degradierung und

Dephosphorylierung inaktiviert werden.

Neben der Signaltransduktion des Jak-STAT-Signalweges spielt dessen Negativ-
regulation eine groRe Rolle, da eine anhaltende Zielgenaktivierung oder dessen

Fehlregulation zu Krankheiten des Immunsystems oder zu Krebs filhren kann. Die
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Inaktivierung kann dabei unter anderem durch cytoplasmatische und nukleare
Phosphatasen, SOCS-Proteine (Suppressor of cytokine signaling) und PIAS-Proteine
(Protein inhibitor of activated STAT) erfolgen (Abb. 1.3). Die fir die Deaktivierung
notwendigen Proteine werden haufig durch STATs selbst transkriptionell reguliert
(Starr und Hilton, 1999; Levy und Darnell, 2002).

Bei den SOCS-Proteinen (SOCS1-SOCS7), zu denen auch CIS (Cytokine inducible
SH2-domain-containing protein) gehort, handelt es sich um Inhibitoren, die eine
STAT-Aktivierung am Rezeptor unterdriicken. Dies geschieht bei SOCS1-7 durch
Bindung an die katalytische Region der Jak-Kinasen. Dadurch wird die Auto-
phosphorylierung der Kinasen verhindert und die Phosphorylierung der STAT-
Proteine am konservierten Tyrosinrest gehemmt. Bei CIS hingegen erfolgt die In-
aktivierung durch Bindung an den phosphorylierten Rezeptor selbst. STAT-Proteine
und CIS kompetitieren somit um die Andockstelle am Rezeptor (Starr und Hilton,
1999; Rawlings et al., 2004). Bei den SOCS-Proteinen handelt es sich um latent
cytoplasmatische Inhibitoren, im Nukleus hingegen wird die STAT-Aktivierung durch
mehrere PIAS-Proteine gehemmt. PIAS1 wurde als Interaktionspartner von STAT1
identifiziert, wohingegen PIAS3 mit STAT3 agiert (Starr und Hilton, 1999). Die
Interaktion von PIAS mit STAT-Dimeren verhindert die fur die Transkription wichtige
DNA-Bindung (Rawlings et al., 2004).

Des Weiteren wurden im Cytoplasma und im Nukleus Phosphatasen identifiziert, die
fur die Dephosphorylierung von aktiven STAT-Proteinen verantwortlich sind. Die
Dephosphorylierung im Cytoplasma erfolgt durch Bindung der Phosphatasen an
phosphorylierte Kinasen oder an den aktivierten Rezeptor. MalRgeblich sind an der
Tyrosin-Dephosphorylierung im Cytoplasma die Phosphatasen SHP-1 (SH2-
containing phosphatase 1), SHP-2 und PTP1B (protein tyrosine phosphatase 1B)
beteiligt (Levy und Darnell, 2002; Rawlings et al., 2004). Phospho-STAT-Dimere
werden im Zellkern durch Phosphatasen inaktiviert. Fir STAT1 und STAT3 erfolgt
die Dephosphorylierung durch die préaferentiell nukleér lokalisierte Phosphatase
TCA45 (ten Hoeve et al., 2002).
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1.4 Struktur und Doméanen von STAT1

Kristallographische Analysen von phosphorylierten DNA-gebundenen STAT1- und 3-
Homodimeren (Becker et al., 1998; Chen et al.,, 1998) sowie von STATa aus
Dictyostelium in Abwesenheit von DNA (Soler-Lozep et al.,, 2004) erbrachten
Hinweise auf die dreidimensionalen Strukturen der Proteine. Mit dieser Hilfe konnte
die Dimerisierung der STAT-Proteine uber die SH2-Doménen, die Interaktion mit der
DNA und die Anordnung der Helices in der Coiled-coil-Doméne aufgeklart werden.
Bei diesen Strukturinformationen fehlen jedoch die N-terminale Domane sowie ein
Teil der Transaktivierungsdoméne. Die Kristallstruktur der isolierten N-terminalen
Domane von STAT4 ist jedoch bekannt, so dass man mit Hilfe von dieser ein Modell
entwickeln konnte, welches nahelegt, wie STAT1-Dimere uber ihre N-Termini
miteinander interagieren (Vinkemeier et al., 1998; Baden et al., 1998; Chen et al.,
1998; Chen et al., 2003). Durch die Kristallisation von unphosphoryliertem STAT1
konnte diese Vermutung bestatigt werden, da die Strukturauflésung einschlie3lich
der N-terminalen Domé&ne gelang (Mao et al., 2005). Des Weiteren konnte die lang
diskutierte Vermutung, dass sich STAT-Proteine auch im unphosphorylierten Zustand
als Dimere in Losung befinden (Mao et al., 2005; Wenta et al., 2008), durch weitere
Untersuchungen und anhand dieser Kristallstruktur bewiesen werden.

Mit diesen Kristalldaten als Grundlage konnte gezeigt werden, dass es fur STAT1,
und wabhrscheinlich auch fur weitere STAT-Proteine, zwei verschiedene Kon-
formationen gibt. So zeigen bei der DNA-gebundenen Struktur die beiden SH2-
Domanen des Dimers in die gleiche Richtung (parallel). Bei der unphosphorylierten
Struktur jedoch zeigen sie in die entgegengesetzte Richtung (antiparallel). Zudem
verfugt STAT1 uber zwei flexible Regionen, die eine Umlagerung von der anti-
parallelen in die parallele Konformation und umgekehrt ermdglichen (Mao et al.,
2005; Zhong et al., 2005, Mertens et al., 2006). Die parallele Konformation ist die
Konformation, die STAT1 einnehmen muss, um an den Rezeptor oder die DNA zu
binden. Die Bindung und die damit verbundene Stabilisierung findet bei der
parallelen Konformation Uber reziproke SH2-Phosphotyrosin-Wechselwirkungen
statt. Die antiparallele Konformation wird dagegen durch ND:ND- und durch
CCD:DBD-Interaktion stabilisiert. Durch Mutationsexperimente konnte gezeigt
werden, dass STAT1 in der parallelen Konformation eine verlangerte Phos-

phorylierung und eine fehlende Dephosphorylierung in vivo und in vitro aufweist.
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Demnach muss STAT1 mutmallich die antiparallele Konformation einnehmen, um
von der Phosphatase dephosphoryliert und aus dem Nukleus exportiert werden zu
kénnen (Mao et al., 2005; Zhong et al., 2005; Mertens et al., 2006; Wenta et al.,
2008).

Aminoterminale Domane

Die aminoterminale Domé&ne von STAT1 umfasst die ersten 135 Aminosauren und ist
nach der SH2-Doméne die am besten konservierte Domane der STAT-Proteine.
Jedoch lasst sie sich unter den verschiedenen STAT-Proteinen nicht beliebig aus-
tauschen, wie man anhand von Doméanen-Austausch-Experimenten zeigen konnte
(Strehlow und Schindler, 1998; Murphy et al., 2000). Die wichtigste Funktion dieser
Domane stellt die Fahigkeit zur Protein-Protein-Interaktion dar, die fir die
Dimerisierung und die damit verbundene kooperative DNA-Bindung bendtigt wird.
Die Tetramerisierung bzw. Oligomerisierung bewirkt eine Stabilisierung der DNA-
Bindungsaktivitat an schwachen Promotoren (John et al., 1999). Anhand der Kristall-
struktur und durch Mutationsexperimente konnte ein konservierter Phenylalaninrest
in Position 77 von STAT1 (Position 81 von STAT5) identifiziert werden, der essentiell
fur die Oligomerisierung und Tyrosindephosphorylierung von STAT-Molekulen ist
(Meyer et al., 2004a). Mutiert man diesen Rest nach Alanin ist es STAT1 nicht mehr
maoglich zu tetramerisieren, dadurch ist die Fahigkeit zur kooperativen DNA-Bindung
gehemmt und die transkriptionelle Aktivitat ist vermindert. Es wurde vermutet, dass
diese Mutanten nicht fahig sind, den Konformationsshift zwischen parallel und anti-
parallel durchzufiihren. Dieser ist jedoch zur Rekrutierung der TC45-Phosphatase
notwendig. Aufgrund der fehlenden Dephosphorylierung dieser Mutante konnte
gezeigt werden, dass die aminoterminale Domé&ne mal3geblich am Konformations-
shift beteiligt ist (Meyer et al., 2004a; Mao et al.,, 2005; Mertens et al., 2006).
Zusatzlich dient die aminoterminale Doméne von STATL1 als Interaktionsflache mit
den Zytokinrezeptoren, zur Kofaktor-Bindung wie mit dem CREB-bindenden Protein
(CBP/p300) und sie ist an der Bindung von PIAS1 beteiligt, welches die DNA-
Bindung von phosphoryliertem STAT1 blockiert (Leung et al., 1996; Darnell, 1997;
Horvath, 2000; Shuai, 2000). Des Weiteren wurde behauptet, dass die Bindung von
PIAS1 an STAT1 durch die Methylierung von Arg31 in der aminoterminalen Doméne
reguliert wird (Mowen et al., 2001), dieses konnte jedoch widerlegt werden (Meissner
et al., 2004). Im Ubergangsbereich zwischen Aminoterminus und Vier-Helix-Bundel
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befindet sich ein flexibler Bereich (AS 116-142), der fur die Umlagerung in die unter-
schiedlichen Konformationen verantwortlich ist. Dabei ist nicht nur die Amino-
sauresequenz, sondern auch die Lange dieses Bereichs von Bedeutung (Mertens et
al., 2006).

Coiled-coil Doméane (CCD)
Die Coiled-coil-Domane wird aufgrund ihrer Struktur auch als Vier-Helix-Buindel

bezeichnet und besteht aus 181 Aminosauren (136-317); sie dient ebenfalls als
Protein-Protein-Interaktionsdomane. In ihr befindet sich die zweite Interaktionsflache,
die eine Bindung des einen Monomers mit der DBD des zweiten Monomers herstellt,
welches zur Stabilisierung der antiparallelen Konformation beitragt. Mutiert man die
daran beteiligten Reste (Q340, L383, G384, T385, H406, Q408 in der DBD und
besonders F172 in der CCD), erfolgt, wie bei F77A, eine Destabilisierung der anti-
parallelen Konformation und das Molekul bleibt hyperphosphoryliert (Mao et al.,
2005; Mertens et al., 2006). Des Weiteren enthalt die CCD ein nukle&res Export-
signal und stellt eine potentielle Kontaktstelle fur andere Transkriptionsfaktoren dar
(Beqitt et al., 2000). So fuhrt z.B. die Mutation von K161A zum Verlust der Bindung
an p48, welche wichtig fur die Bildung des ISGF-3-Transkriptionskomplexes ist
(Shuai, 2000; Bromberg und Darnell, 2000).

DNA-Bindedoméne (DBD)

Die DBD besteht aus mehreren B-Faltblattern und Schleifen und weist eine
Immunglobulin-ahnliche Struktur, vergleichbar mit der DBD der Transkriptions-
faktoren NF-xB und p53, auf (Chen et al., 1998). Die wichtigste Funktion dieser
Domane stellt die Interaktion mit palindromischen DNA-Sequenzen dar. Uber
Protein-DNA-Wechselwirkungen tritt die DBD mit der DNA in Kontakt, und zwar so,
dass jedes phosphorylierte Monomer eine halbe palindromische DNA-Stelle bindet
(Chen et al., 1998). Wie anhand der Kristallstruktur gezeigt werden konnte, findet die
Bindung mit der DNA Uber die grof3e und kleine Furche der Doppelhelix statt. Dabei
wurde gezeigt, dass die Aminosaurereste N460 und K336 mit der groRen und E421
mit der kleinen Furche in Kontakt stehen (Chen et al., 1998).
Die Funktionen der DBD konnten durch Mutationsexperimente gezeigt werden. Dabei
fuhren Mutationen in diesem Bereich zum Verlust der spezifischen DNA-Bindung
(Darnell, 1997; Yang et al., 2002). Des Weiteren wurden DNA-Bindemutanten
11
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generiert, die fur diese Arbeit von Interesse sind. Durch Mutation der Reste T327R,
V426H und T427H (DNAP"), die durch Wasserstoffbriickenbindung maRgeblich an
der DNA-Bindung beteiligt sind, erhalt man eine Mutante, die sich im Gegensatz zu
STAT1-Wildtyp nach IFNy-Stimulation durch unspezifische und verlangerte
Bindungen an Nicht-GAS-Bindestellen auszeichnet (Meyer et al., 2003). Dadurch
zeigt sie eine verlangerte Tyrosin-Phosphorylierung und eine verlangerte Dauer der
Zytokin-induzierten Kernakkumulation. Dennoch ist diese Mutante nicht in der Lage,
STAT1-spezifische Zielgene zu aktivieren. Die DNA™"S-Mutante (V426D und T427D)
stellt beziiglich der DNA-Bindung gewissermaBen das Gegenteil von DNAP“S dar.
Durch die Mutation verliert sie jegliche Affinitat zur DNA-Bindung und akkumuliert
dadurch auch nicht in die Kerne Zytokin-stimulierter Zellen (Meyer et al., 2003).
AulRerdem konnte in der DBD ein NLS (Nukleéres Lokalisationssignal) nachgewiesen
werden, das fur den Import von STAT1 durch Bindung an Importin o5 verantwortlich
ist (Meyer et al., 2002; Fagerlund et al., 2002; McBride et al., 2002).

Linker-Doméne (LD)
Die Linker-Doméne von STAT1 umfasst die Aminosauren 489 bis 576 und verbindet
die DBD mit der SH2-Domane (Chen et al.,, 1998). Die Funktion der LD ist noch

weitestgehend unbekannt, jedoch bewirken spezifische Mutationen in dieser Domane
eine veranderte transkriptionelle Aktivitat von STAT1-Homodimeren. Des Weiteren
resultieren Mutationen in der LD in einer veradnderten Dissoziationsrate von DNA
(Yang et al.,, 1999; Yang et al., 2002). Zusatzlich scheint die LD fur die STAT1-
Bindung an den Kernporen-Komplex und damit fir die Regulation der

nukleocytoplasmatischen Translokation notwendig zu sein (Marg et al., 2004).

SH2-Doméane

Die am starksten konservierte Domane der STAT-Proteine ist die SH2-Domane. Sie

ist fur die Signalweiterleitung in zweierlei Hinsicht von Bedeutung. Zum einen
vermittelt sie die Rekrutierung von STAT1-Monomeren an die phosphorylierten
Abschnitte von membranstandigen Rezeptoren oder intrazellularen Tyrosinkinasen
(Shuai et al., 1994; Becker et al., 1998). Zum anderen ist die SH2-Domane fir die
Homo- und Heterodimerisierung verantwortlich. Wie man anhand der Kristallstruktur
von STAT1 feststellen konnte, erfolgt die Dimerisierung durch die reziproke

Interaktion der SH2-Doméane des einen Monomers mit einem invarianten

12



Einleitung

phosphorylierten Tyrosinrest des zweiten Monomers (Chen et al., 1998; Shuai et al.,
1993b). Dabei erkennt ein konservierter Arginin-Rest in Position 602 von STAT1 den
Phosphotyrosinrest in Position 701 des kontralateralen Monomers. Die Wechsel-
wirkung wird durch die Aminosauren in der Nahe des Phosphotyrosins an den
Positionen zwischen 701 und 708 und einem Lysinrest in der SH2-Doméne an der
Position 584 von STAT1 vermittelt. Durch die wechselseitige Interaktion des Tyrosin-
phosphats und den SH2-Domé&nen beider Monomere werden sehr stabile Homo-
dimere in paralleler Konfiguration gebildet (Wenta et al., 2008). Mutiert man den
Arginin-Rest in Position 602 verliert STAT1 seine Fahigkeit zur Dimerisierung (Shuai
et al., 1994; Chen et al., 1998).

Transaktivierungsdoméne (TAD)

Die TAD ist die am wenigsten konservierte Domane der STAT-Proteine und ihre
Lange variiert zwischen 40-200 Aminosauren (Paulson et al., 1999). Wahrscheinlich
tragt diese Tatsache zur Zielgenspezifitat von STAT-Proteinen bei. Bei STAT1 besitzt
die TAD eine Lange von 67 Aminosauren und in ihr befindet sich der kritische
Tyrosinrest 701, der von den Rezeptorkinasen phosphoryliert wird und fur die trans-
kriptionelle Aktivitdt bedeutsam ist (Schindler et al., 1992a; Shuai et al., 1992). Des
Weiteren beinhaltet die TAD von STAT1 einen konservierten Serinrest in Position
727, der fur die maximale transkriptionelle Aktivitdt wichtig ist. In der natirlich
vorkommenden Splei3variante von STAT1 (STAT1p) fehlt dieser Rest (Darnell et al.,
1994; Darnell, 1997). STATI1p ist zwar zur Dimerisierung und zur DNA-Bindung
befahigt, jedoch ist es transkriptionell nicht aktiv und wirkt daher als negativer
Regulator (Wen et al., 1995; Zhang et al., 1995; Decker und Kovarik, 2000). Dartber
hinaus vermittelt die TAD Protein-Protein-Interaktionen mit CBP/p300 (Zhang et al.,
1996), MCM5 (Zhang et al., 1998), BRCA1 (Ouchi et al., 2000) und NCoALl (Litterst
und Pfitzner, 2001).

15 Nukleocytoplasmatischer Transport von phosphoryliertem und

unphosphoryliertem STAT1

STAT-Proteine wurden initial als latent im Cytoplasma lokalisierte Transkriptions-

faktoren beschrieben, denen nachgesagt wurde, dass sie erst nach ihrer Aktivierung
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in den Zellkern gelangen, um dort transkriptionell zu wirken. Spatere Unter-
suchungen konnten dieses nicht bestatigen und gaben Hinweise auf einen nukleo-
cytoplasmatischen  Transport des unphosphorylierten  STAT-Molekiles in
Abwesenheit einer Zytokin-Stimulation (Meyer et al., 2004b). Allen nukleo-
cytoplasmatischen Translokationsprozessen gemeinsam ist, dass sie die Kern-
membran Uberwinden mussen. In der Kernmembran befinden sich nukleare Poren-
komplexe (NPC), die als Filter fur den Transport hohermolekularer Proteine dienen
(Mattaj und Englmeier, 1998; Weis, 1998). Kleine Molekile passieren die Membran
durch Diffusion tber die Kernporen, wahrend Molekile mit einem Molekulargewicht
Uber = 50 kDa einen aktiven Transportprozess durch den NPC benétigen (Weis,
1998; Conti und lzaurralde, 2001). Dabei interagieren Proteine, die aktiv durch den
NPC transportiert werden, Uber Rezeptoren, sogenannte Importine (Import-
rezeptoren) und Exportine (Exportrezeptoren) mit dem Porenkomplex. Fir diese
Interaktionen sind spezielle Sequenzen notwendig. Im Falle der Importine bendétigen
Interaktionsproteine (Cargo-Proteine) einen Cluster aus basischen Aminoséuren, das
sogenannte nukledre Lokalisationssignal (NLS) (Weis, 1998; Kdrner et al., 2003).
In den letzten Jahren konnte in der DNA-Bindedoméane von STAT1, STAT2 und
STAT3 ein konserviertes NLS identifiziert werden (Melen et al., 2001; Fagerlund et
al., 2002; McBride et al., 2002; Meyer et al., 2002). Allerdings entspricht dies nicht
einem klassischen NLS und ist nur im Dimer (dimerspezifisches NLS) funktionell.
Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass der Aminoterminus essentiell fur die
Kernakkumulation ist, denn aminoterminale Deletionsmutanten sind nicht in der Lage
nach Zytokin-Stimulation im Zellkern zu akkumulieren (Strehlow und Schindler, 1998;
Meyer und Vinkemeier, 2004b). Durch Lésen der Kristallstruktur von
phosphoryliertem und unphosphoryliertem STAT1 liel3en sich diese Beobachtungen
erklaren (Chen et al.,, 1998; Mao et al.,, 2005). Es konnte gezeigt werden, dass
STAT1 im Cytoplasma als Monomer und als antiparalleles Dimer vorliegt. In dieser
Konformation ist das NLS maskiert, erst durch Tyrosin-Phosphorylierung und
reziproke SH2-Wechselwirkung der beiden STAT1-Monomere findet eine
Konformations&nderung unter Beteiligung des Aminoterminus statt und das dimer-
spezifische NLS ist nun frei zugénglich (Zhong et al., 2005).
Mit Hilfe des NLS kdnnen STAT1-Dimere an Importin o5 binden (Sekimoto et al.,
1997; Nardozzi et al., 2010). Importin a bindet an Importin 3, welches den Cargo-
Importin o/B-Komplex in die Nahe der cytoplasmatischen Seite des NPCs bringt.
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Importin B interagiert mit RanGTPase und wird in den Zellkern transportiert (Mattaj
und Englmeier, 1998; Weis, 1998; Gorlich und Kutay, 1999). Da es sich hierbei um
einen aktiven Transport handelt, ist die Interaktion mit der GTPase Ran notwendig,
da sie die notige Energie fur den Transportprozess liefert. Die Funktionalitat wird
dabei durch den Ran-GDP-/RanGTP-Gradienten getrieben. Ran liegt im Cytoplasma
in der Ran-GDP-Form vor; im Zellkern dominiert die Ran-GTP-Form. Im Cytoplasma
wird Ran-GTP durch RanBP-1 (Ran binding protein) und RanGAP (Ran-GTPase
activating protein) hydrolysiert. Die Konzentration von Ran-GTP ist deshalb im
Cytosol sehr gering. Ran-GDP bindet im Cytosol an NTF-2 (Nuclear transport factor)
und dieser dimere Komplex wird in den Kern transportiert. Im Kern bindet Ran-GDP
an RanGEF (Guanine nucleotide exchange factor), der die Synthese des Ran-GTP
katalysiert und zu der hohen Ran-GTP Konzentration im Zellkern beitragt (Goérlich
und Kutay, 1999; Kalab et al., 2002). Ran-GTP ist flr zwei Prozesse im Zellkern
verantwortlich: zum einen fur die Trennung des Importin-Cargo-Komplexes, und zum
anderen fir die Bindung des Cargo-Proteins an Exportin (Weis, 1998).

Die Dauer der Kernakkumulationsphase der STAT-Proteine hangt dabei nach DNA-
Dissoziation maRRgeblich von der Beteiligung nuklearer Phosphatasen ab, da nur
dephosphorylierte STAT-Monomere aus dem Zellkern transportiert werden kénnen
(Haspel et al., 1996; Haspel und Darnell, 1999; Meyer et al., 2003). In der Coiled-coil-
Domane von STAT1 wurde ebenfalls ein nukledres Exportsignal identifiziert, das an
CRM-1 (Chromosome region maintenance) binden kann. Dieses wiederum tritt mit
dem NPC in Verbindung und leitet den Export aus dem Zellkern ein. Der Export ist
auch hierbei wieder von der GTPase Ran abhédngig, wie Experimente mit LMB
(Leptomycin B), einem Inhibitor von CRM-1, zeigten (Fornerod et al., 1997; Wolff et
al., 1997; Kudo et al., 1999).

Die Annahme, dass es sich bei STAT-Proteinen um latent im Cytoplasma lokalisierte
Transkriptionsfaktoren handelt, konnte mittlerweile durch mehrere Untersuchungen
widerlegt werden (Braunstein et al., 2003; Meyer et al., 2004b; Lddige et al., 2005;
Yang und Stark, 2008). Im unphosphorylierten Zustand liegt STAT1 als Monomer
oder antiparalleles Dimer vor. Da selbst das STAT1-Monomer eine Gréf3e von
86 kDa besitzt, kann es den NPC durch freie Diffusion kaum passieren. Trotzdem
findet man STAT1-Proteine im Zellkern. Das bedeutet, dass es noch einen weiteren
Transportmechanismus von STAT1 geben muss, der unabhéngig von Transport-

faktoren und metabolischer Energie ist. Der genaue Vorgang des Transport-
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mechanismus ist nicht bekannt, aber man konnte nachweisen, dass STAT1 mit den
FG-Motiven (Phenylalanin/Glycin-reiche Wiederholungen) der Nucleoporine Nup153
und Nup214 interagiert (Marg et al., 2004). Nup153 ist dabei auf der nuklearen Seite
der NPCs und Nup214 auf der cytoplasmatischen Seite verankert (Paulillo et al.,
2005). Fur den nuklearen Export von unphosphoryliertem STAT1 konnten zwei un-
abhangige Mechanismen nachgewiesen werden. Zum einen der energieabhangige
Export mit einem NES tUber CRM1 und einer ohne metabolische Energie (Marg et al.,
2004).

1.6 Zielsetzung

Die Funktion der Linker-Doméne ist weitgehend unbekannt. Bisher konnte durch
einzelne Mutationsexperimente gezeigt werden, dass die Stabilitat der DNA-Bindung
durch eine erhohte Off-Rate von DNA beeinflusst ist (Yang et al.,, 2002). Des
Weiteren fihrt der Stabilitdtsverlust zu einer verminderten Zielgenaktivierung nach
IFNy-Stimulation. Die IFNa-Antwort ist jedoch nicht betroffen (Yang et al., 1999). In
dieser Arbeit soll durch Mutation von konservierten Aminosaureresten der Linker-
Domane von STAT1 Uberprift werden, welchen Einfluss diese Mutationen auf die
DNA-Bindung und die transkriptionelle Aktivitat haben. Zusétzlich soll durch neu zu
generierende Punktmutanten ein besserer Einblick in die Rolle der Linker-Domane im
Zusammenhang von DNA-Bindung und Zielgenerkennung gewonnen werden.

In einem zweiten Versuchsteil soll die Funktion eines Phenylalaninrestes der DNA-
Bindedomane untersucht werden. Anhand eines Sequenzvergleichs der STAT-
Proteine konnte festgestellt werden, dass alle STAT-Proteine an dieser Stelle im
Molekdl ein Isoleucin besitzen, mit Ausnahme von STAT1. Aus diesem Grund soll in
dieser Arbeit untersucht werden, ob die Mutation dieses Phenylalanins einen Einfluss

auf die DNA-Bindung besitzt oder eine andere Funktion ermittelt werden kann.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

211 Zelllinien und Zellkulturmedien

humane Zelllinien

HelLa-S3 Humane Zervix-Adenokarzinom-Zelllinie
(von Prof. Dr. U. Vinkemeier zur Verfiigung gestellt)
U3R STAT1-defiziente Zelllinie entstanden aus 2fTGH mit
rekombinantem IFNy-Rezeptor

(von Prof. Dr. U. Vinkemeier zur Verfiigung gestellt)
Alle Zellkulturreagenzien wurden, wenn nicht anders angegeben, von den Firmen

Gibco (Karlsruhe) oder PAA Laboratories (Pasching, Osterreich) bezogen.

2.1.2 Chemikalien
2.1.2.1 Laborchemikalien

Adenosintriphosphat (ATP) Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen

Agar Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Agarose Biozym Scientific GmbH, Hessisch
Oldendorf

Ammoniumperoxodisulfat (APS) Carl Roth GmbH

Ampicillin Sigma-Aldrich GmbH

Borsaure AmershamPharmacia Biotech,
Freiburg

Bromphenol-Blau Sigma-Aldrich GmbH

BSA Carl Roth GmbH

Digitonin Sigma-Aldrich GmbH

Dikaliumhydrogenphosphat Merck, Darmstadt

Dinatriumhydrogenphosphat Merck
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Dithiothreitol (DTT) AppliChem GmbH, Darmstadt
Ethanol Carl Roth GmbH
Ethidiumbromid Carl Roth GmbH
Ethylendiamin-N,N,N",N"-tetraessigsaure Acros Organics
(EDTA)
Ethylenglycol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N',N'-tetraessigsaure
(EGTA) Carl Roth GmbH
Ficoll-Paque™ Plus Amersham Bioscience, Freiburg
Formaldehyd Carl Roth GmbH
Glycin Carl Roth GmbH
Glycerin Carl Roth GmbH
Glycylglycin Sigma-Aldrich GmbH
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich GmbH
N-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinoethansulfonsaure

(HEPES) Carl Roth GmbH
Hefeextrakt Carl Roth GmbH
IGEPAL-CA-360 Sigma-Aldrich GmbH
Kaliumchlorid Carl Roth GmbH
Kaliumdihydrogenphosphat Merck
Kaliumhydroxid Carl Roth GmbH
Kanamycin Sigma-Aldrich GmbH
Leptomycin B LC Laboratories, Woburn, USA
Lipopolysaccharid aus E. coli O111:B4 (LPS) Sigma-Aldrich GmbH
-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich GmbH
Magnesiumchlorid-6-hydrat Sigma-Aldrich GmbH
Magnesiumsulfat Carl Roth GmbH
Mangan(Il)-chlorid Carl Roth GmbH
Methanol Sigma-Aldrich GmbH
Natriumacetat Carl Roth GmbH
Natriumcarbonat Carl Roth GmbH
Natriumchlorid Sigma-Aldrich GmbH
Natriumdihydrogenphosphat Merck
Natriumhydroxid Carl Roth GmbH
Natriumdodecylsulfat (SDS) Carl Roth GmbH
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Natrium-orthovanadat Sigma-Aldrich GmbH
Ortho-Nitrophenyl-B-b-Galactopyranosid Sigma-Aldrich GmbH
Pefabloc Roche, Grenzach
2-Propanol Carl Roth GmbH
Polyethylenglycol 8000 Carl Roth GmbH
Roti®-Block Carl Roth GmbH
Rotiphorese® Gel Carl Roth GmbH
Puromycin Sigma-Aldrich GmbH
Salzsaure Carl Roth GmbH
Staurosporin Sigma-Aldrich GmbH
N,N,N",N"-Tetramethylethylendiamin (TEMED) Carl Roth GmbH
Tris-Hydrochlorid (Tris-HCI) Carl Roth GmbH
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris-Base) Carl Roth GmbH
Triton X-100 Sigma-Aldrich GmbH
Trypton Carl Roth GmbH
Tween 20 Sigma-Aldrich GmbH
Wasserstoffperoxid Carl Roth GmbH

2.1.2.2 Radiochemikalien

a-[*?P]-dATP (3000 Ci/mmol) Perkin Elmer, Rodgau
a-[*3P]-dCTP (3000 Ci/mmol) Perkin Elmer
a-[*3P]-dGTP (3000 Ci/mmol) Perkin Elmer
a-[*?P]-dTTP (3000 Ci/mmol) Perkin Elmer

2.1.3 Puffer, Losungen und Medien

Alle Puffer, Losungen und Medien wurden mit entionisiertem Wasser der Millipore-
Anlage Milli-Q (Millipore, Schwalbach) hergestellt. Die Anlage filtert Wasser uber
einen Molekdlfilter mit einer PorengrofRe von 0,22 pum. Der pH-Wert einzelner
Losungen wurde mit Hilfe des pH-Meters Seven Easy (Mettler Toledo, Giessen)

eingestellt. Bei Bedarf wurden einzelne Losungen uber 0,2 um-Filter steril filtriert.
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2.1.4

Enzyme

Enzyme, Zytokine und Reaktions-Kits

AmpliTag® Gold DNA Polymerase

Applied Biosystems, Darmstadt

Complete™-Mini Protease Inhibitoren

Roche, Grenzach

DNA-Polymerase | (Klenow-Fragment)

New England Biolabs, Schwalbach

Dpnl-Endonuklease

Stratagene, La Jolla, USA

Epidermaler Wachstumsfaktor

(human, rekombinant, mit N-terminalem

US Biological, Swampscott, USA

GST-Tag, exprimiert in Baculovirus-
infizierten Sf9-Zellen)
Jak2

(human, rekombinant, mit N-terminalem

His-Tag, exprimiert in Baculovirus-

infizierten Sf9-Zellen)

Enzo Life Sciences Inc., Farmingdale,
USA

PfuUltra-HF-DNA-Polymerase

Stratagene, La Jolla, USA

peqGold DNase |

PEQLAB
Erlangen

Biotechnologie GmbH,

Tsp509I-Restriktionsenzym

New England Biolabs, Schwalbach

T-Zell-Protein-Tyrosin-Phosphatase
(human, C-terminale
11 kDa-Deletion (TCAC1l1l Reste 1-

317), exprimiert in E. coli)

rekombinant,

Biomol International, Plymouth, USA

Trypsin/EDTA

PAA, Pasching, Osterreich

Zytokine

humaner Epidermaler Wachstumsfaktor (EGF) Biomol GmbH, Hamburg

humanes Interferon o (IFNa)

humanes Interferon y (IFNy)

Biomol GmbH
Biomol GmbH
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Reaktions-Kits

Die nachfolgend aufgelisteten Reaktionskits wurden, wenn nicht anders angegeben,

nach Herstellerangaben verwendet.

Absolute ™-Blue-QPCR-SYBR®-Green
Mix

Thermo Scientific, Dreieich

AmpliTag® Gold DNA Polymerase,

Puffer 1, MgCl,-L6sung

Applied Biosystems, Darmstadt

IQ SYBR Green Supermix

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Luciferase-Assay-System

Promega, Mannheim

peqgGold Plasmid Miniprep Kit

PEQLAB

Erlangen

Biotechnologie GmbH,

peqGOLD Tissue DNA Mini Kit

PEQLAB Biotechnologie GmbH

peqGold Total RNA Kit Safety Line

PEQLAB Biotechnologie GmbH

QIAGEN Plasmid Purification Kit

Qiagen, Hilden

QIAGEN Plasmid Plus Purification Kit

Qiagen

QuikChange® Il Site-Directed

Mutagenesis Kit

Stratagene, La Jolla, USA

Verso™ cDNA Kit

Thermo Scientific

Western Lightning Chemiluminescence
Reaction Plus

Perkin Elmer Life Science, Boston

Plasmide

Alle in dieser Arbeit verwendeten Plasmide und Expressionsvektoren sind nach-

folgend aufgelistet.

Plasmid Beschreibung

Quelle (Referenz)

pEGFP-N1

Vektor zur Expression
N-terminaler GFP-Fusions-

Clonetech, Mountain View,
USA
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plasmide in Saugetierzellen

pSTAT1a-GFP?

humane STAT1a-cDNA (AS 1-
746) kloniert in pEGFP-N1

Beqitt et al., 2000

PSTAT10(F364A)- | Derivat von *, eingefiihrt durch diese Arbeit
GFP Sequenz-spezifische
Mutagenese mit dem Primerpaar
F364AF/F364AR
PSTAT10(E500A)- | Derivat von ! eingefiihrt durch diese Arbeit
GFP Sequenz-spezifische
Mutagenese mit dem Primerpaar
ES500AF/E500AR
PSTAT1a(K525A)- | Derivat von *, eingefiihrt durch diese Arbeit
GFP Sequenz-spezifische
Mutagenese mit dem Primerpaar
K525AF/K525AR
PSTAT1a(R602L)- | Derivat von *, eingefiihrt durch diese Arbeit
GFP Sequenz-spezifische Shuai et al., 1994

Mutagenese mit dem Primerpaar
R602LF/R602LR

Chen et al., 1998

PSTAT1o-DNAMMS

humane STAT1a-cDNA kloniert
in pPEGFP-N1 mit Mutation
V426D/T427D

Meyer et al., 2003

PSTAT1(T385A)- | Derivat von *, eingefiihrt durch diese Arbeit

GFP Sequenz-spezifische Mao et al., 2005
Mutagenese mit dem Primerpaar
T385AF/T385AR

pSTAT1la-NES- Vektor zur Expression eines | Dr. U. Vinkemeier,

GFP?

Fusionsproteins aus STATL,
dem transferierbaren NES von

STATL (AS 367-427) und GFP

Nottingham, UK
Ldodige et al., 2005

PSTAT1o(F364A)-
NES-GFP

Derivat von ?, eingefiihrt durch
Sequenz-spezifische

Mutagenese mit dem Primerpaar

diese Arbeit
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F364AF/F364AR
pcDNA3.1 Saugetierzell-Expressions- Invitrogen

plasmid
pcDNA3.1- humane STAT1a-cDNA kloniert | Dr. James E. Darnell,
STAT1a® in pcDNA3.1 New York, USA
PcDNA3.1- Derivat von °, eingefiihrt durch diese Arbeit
STAT1a(F364A) Sequenz-spezifische

Mutagenese mit dem Primerpaar

F364AF/F364AR
pcDNA3.1- Derivat von *, eingefiihrt durch diese Arbeit
STAT1a(E500A) Sequenz-spezifische

Mutagenese mit dem Primerpaar

E500AF/E500AR
pcDNA3.1- Derivat von *, eingefiihrt durch diese Arbeit
STAT1a(K525A) Sequenz-spezifische

Mutagenese mit dem Primerpaar

K525AF/K525AR
PSTAT1o(Y701A)- | humane STAT1a-cDNA mit Flag- | Meyer et al., 2002
Flag® Sequenz gefolgt von einem

Stop-Codon kloniert in BamHI-
Schnittstelle von pEGFP-N1 mit
Y701A

pSTAT1o-Flag® Derivat von “, eingefiihrt durch diese Arbeit
Sequenz-spezifische
Mutagenese mit dem Primerpaar
A701YF/A701YR
PSTAT1a(K525A)- | Derivat von >, eingefiihrt durch diese Arbeit
Flag Sequenz-spezifische
Mutagenese mit dem Primerpaar
K525AF/K525AR
PSTAT1a(R602L)- | Derivat von >, eingefiihrt durch diese Arbeit
Flag Sequenz-spezifische

Mutagenese mit dem Primerpaar
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R602LF/R602LR

ppGal B-Galaktosidase-Expressions- Stratagene
vektor

PGAS3XLY6E IFNy-abh&ngiger Reportergen- Wen et al., 1995
vektor

plC-339 Reportergenvektor mit dem Prof. Dr. P.T. van der
trunkierten Promoter des Saag, Utrecht,
humanen ICAM-1-Gens Niederlande

plC-1352 Reportergenvektor mit dem Prof. Dr. P.T. van der

Promoter des humanen ICAM-1-

Gens

Saag

In dieser Arbeit wurden nur Plasmide verwendet, die fir STAT1la kodieren. Aus

diesem Grund wird zur weiteren Bezeichnung dieser Plasmide pSTAT1 verwendet.

Der Zusatz —GFP zeigt die Verwendung von pSTATloa-GFP-Plasmiden an. Ohne

diesen Zusatz wurde das pcDNA3.1-STAT1la-Plasmid unter dem Akronym pSTAT1

verwendet.

2.1.5 Primer und Oligonukleotide

Alle in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurden entweder bei der Firma

Invitrogen (Darmstadt) oder bei Tib MolBiol (Berlin) bestellt.

Primer fur die Sequenz-spezifische Mutagenese

Name Sequenz

F364A F | 5"-gaaagtcaaagtcttagctgataaagatgtgaatgag-3”

F364A R | 5 -ctcattcacatctttatcagctaagactttgactttc-3°

E500A F | 5"-cgatgggctcagctttcagcagtgctgagttggcag-3”

E500A R | 5°-ctgccaactcagcactgctgaaagctgagceccatcg-3°

K525A F | 5”-ctgaacatgttgggagaggcgcttcttggtcctaacgec-3°

K525A R | 5"-ggcgttaggaccaagaagcgcctctcccaacatgttcag-3°
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R602L F | 5"-ccggggaccttcctgetgetgttcagtgagagcetee-3°
R602L R | 5"-ggagctctcactgaacagcagcaggaaggtccecgg-3°
A701Y F | 5°-ggccctaaaggaactggatatatcaagactgagttg-3”
A701Y R | 5-caactcagtcttgatatatccagttcctttagggcc-3°

T385A F | 5"-gaagttcaacattttgggcgcgcacacaaaagtgatgaac-3°
T385A R | 5"-gttcatcacttttgtgtgcgcgcccaaaatgttgaacttc-3°

Sequenzierprimer

Name Sequenz

171r 5’-tctgcaaggttttgcatttg-3°

312f 5’-ttcagagctcgtttgtggtg-3”
335r 5’-tgaactggacccctgtcttc-3”
484f 5’-ccttcttcctgactccacca-3”
580f 5’-catcagcaaggagcgagag-3”
611r 5’-ctccacccatgtgaatgtga-3°
680f 5’-tactccaggccaaaggaagca-3’

Primer fur real-time-PCR

Name Sequenz

hIRF1 F 5’-agctcagctgtgcgagtgta-3°
hIRF1 R 5’-tagctgctgtggtcatcagg-3°
hMIG F 5’-ccaccgagatccttatcgaa-3°
hMIG R 5’-ctaaccgacttggctgcttc-3”
hGBP1 F 5’-ggtccagttgctgaaagagc-3°
hGBP1 R 5’-tgacaggaaggctctggtct-3°
hGAPDH F | 5"-gaaggtgaaggtcggagtc-3°
hGAPDH R | 5"-gaagatggtgatgggatttc-3”
hSTAT1 F 5"-ccgttttcatgacctcctgt-3°
hSTAT1 R 5’-tgaatattccccgactgagc-3°
hCpp32 F 5’-tggaacaaatggacctgttgacc-3”
hCpp32 R 5’-aggactcaaattctgttgccacc-3”
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hICH F 5’-tccagctccaagaggtttttcag-3”
hiICH R 5’-gtccctttgaggcaggceatag-3°
hICE F 5’-ttgctccctagaagaagctcaaag-3°
hiICE R 5’-gccttcccgaataccatgagac-3°

Oligonukleotide als Sonden fur Gelretardations-Experimente

Name Sequenz
M67 F 5’-acgtcgacatttcccgtaaatctg-3°
M67 R 5’-cagtcagatttacgggaaatgtcg-3”

GAS-nonGAS F | 5"-acggcgtttccccgaaattgacggatttaccccaac-3°

GAS-nonGAS R | 5"-cagggttggggtaaatccgtcaatttcggggaaacg-3°

2XGAS F 5’-aagtcgtttccccgaaattgacggatttccccgaaac-3°
2XxGAS R 5"-aagtcgtttcggggaaatccgtcaatttcggggaaac-3”
2xnonGAS F 5"-acggcgtttaccccaaattgacggatttaccccaac-3”

2xnonGAS R 5’-cagggttggggtaaatccgtcaatttggggtaaacg-3”

Als GrolRenstandard fir Western-Blot-Experimente dienten die Precision-Plus-
Protein™-Standards von Bio-Rad. Fir Agarosegele wurde ein 100 bp DNA-Marker

(Roche, Grenzach) verwendet.

2.1.6 Gerate und Verbrauchsmaterialien

Samtliche in dieser Arbeit verwendeten Gerate und Verbrauchsmaterialien sind bei
der Beschreibung der einzelnen Methoden angegeben. Falls keine Angabe gemacht
wurde, stammen die Verbrauchsmaterialien von den Firmen B. Braun AG
(Melsungen), Biometra (Gottingen), Carl Roth GmbH (Karlsruhe), Eppendorf
(Wesseling-Berzdorf), Greiner (Frickenhausen), Nunc (Roskilde, Danemark), Peqglab
(Erlangen), Sarstedt (Numbrecht), Schleicher & Schuell (Dassel) und VWR
(Darmstadt).
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2.1.7 Bakterienstamme und Medien

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

E. coli XL1blue (Stratagene)
Genotyp: recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F'proAB laclZAM15
Tn10 (Tet")]

Bakterienkulturen wurden entweder in LB- oder in SOC-Medium (Bioline,
Luckenwalde) mit den entsprechenden Zusatzen wachsen gelassen. LB-Medium
hatte die folgende Zusammensetzung: 10 g/L Bacto-Trypton, 10 g/L NaCl, 5 g/L
Hefe. Der pH-Wert wurde mit NaOH auf 7,0 eingestellt. AnschlieRend wurde das
Medium fir 30 min bei 121 °C und 1,5 bar autoklaviert. Fir LB-Agarplatten wurde
dem LB-Medium vor dem Autoklavieren noch 15 g/L Agar zugesetzt. Als Selektions-
marker wurde dem LB-Medium und dem LB-Agar-Medium nach dem Autoklavieren
und Abkihlen auf ~55 °C Kanamycin bzw. Ampicillin in einer Endkonzentration von

50 ug/mL zugesetzt.

2.1.8 Antikorper

Der polyklonale STAT1a p91 (C-24) Antikorper (Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, CA, USA) wurde fur Western-Blot-Experimente 1:2000 in Roti-Block verdinnt.
Fur Immunfluoreszenzversuche wurde dieser Antikdrper 1:1000 in 25 % FBS (fetales
Kalberserum) in PBS verdinnt. Der Phospho-STAT1 (Tyr701) Antikorper (Cell
Signaling, Danvers, MA, USA) wurde fir Western-Blot-Experimente in einer
Verdinnung von 1:1000 in Roti-Block eingesetzt. Als Zweitantikérper fir Western-
Blot-Analysen diente das polyklonale Meerrettich-Peroxidase-konjugierte Anti-
Kanninchen-Immunglobulin aus Ziege (Dako, Glastrup, Danemark) in einer
Verdinnung von 1:1000 in Roti-Block. Fur die Detektion nach der Flag-Immun-
prézipitation wurde unter anderem der monoklonale ANTI-FLAG® M2 Antikérper
(Sigma-Aldrich) in einer Verdinnung von 1:1000 in Roti-Block verwendet. Als Zweit-

27



Material und Methoden

antikorper diente in diesem Fall das polyklonale Meerettich-Peroxidase-konjugierte
Anti-Maus-Immunglobulin aus Ziege (Invitrogen, Darmstadt) in einer Verdiinnung von
1:5000 in Roti-Block.

Als Sekundarantikorper fur Immunfluoreszenz-Versuche wurde Cy3-gekoppeltes
Anti-Kaninchen-1gG aus Ziege (Jackson ImmunoResearch, Suffolk, UK) eingesetzt.
Dieses wurde 1:500 in 25 % FBS in PBS verdinnt. Die polyklonalen Anti-STAT3 (H-
190) und STAT1la p91 (C-24) Antikérper wurden fir Super-Shift-Reaktionen in
EMSA-Experimenten (electrophoretic mobility shift assays) 1:9 in PBS verdinnt.

2.2 Methoden

221 Zellkulturmethoden

2.2.1.1 Kultivierung von Saugerzellen

Die in dieser Arbeit verwendeten Zellen (siehe 2.1.1) wurden im jeweiligen Medium
bei 37 °C in einer mit Wasserdampf gesattigten 5 %igen CO,-Atmosphare kultiviert.
Das Vollmedium der HeLa-S3-Zellen bestand aus Quantum 101 HelLa-Medium mit
1 % Penicillin/Streptomycin, das der U3R-Zellen aus Dulbeccos-modifiziertem
Eagles-Medium (DMEM) (Biochrom) mit 10 % fetalem Kalberserum (FBS)
(Biochrom), 1 % Penicillin/Streptomycin und 0,04 pug/mL Puromycin (Sigma-Aldrich
GmbH).

Zellpassage

Das Passagieren der Zellen erfolgte alle 2-3 Tage. Dazu wurden die adharenten
Zellen mit PBS (ohne Ca?* und Mg?) gewaschen und anschlieRend mit
Trypsin/EDTA (0,05 % Trypsin, 0,2 g/L EDTA) inkubiert. Durch Zugabe von serum-
haltigem Medium wurde das Trypsin inaktiviert und die Zellen 1:4 bis 1:6 verdinnt

ausplattiert.

Einfrieren von Zellen

Die Zellen wurden bei einer Konfluenz von ~70 % trypsiniert, in PBS aufgenommen

und durch Zentrifugation fur 10 min bei 1000 rpm und 20 °C pelletiert (Biofuge fresco,

Hereaus, Hanau). Das Pellet einer 75 cm?-Zellkulturflasche wurde in 1 mL Einfrier-
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medium (DMEM mit 20 % FBS und 10 % DMSO) resuspendiert und tber Nacht in
GefriergefaRen in einem mit Isopropanol gefillten Gefrierkontainer (Nalgene,
Rochester, NY, USA) auf -80 °C gekuhlt. Die Zellen wurden bei -80 °C oder in

flissigem Stickstoff gelagert.

Auftauen von Zellen
Eingefrorene Zellen wurden schnell im 37 °C warmen Wasserbad aufgetaut, in Voll-
medium aufgenommen und fir 5 min bei 1000 rpm und 20 °C zentrifugiert. Das

Pellet wurde in Vollmedium resuspendiert und die Zellen in Kultur genommen.

2.2.1.2 Transfektion von Saugerzellen

Der Transfer von Plasmid-DNA in die humanen Zelllinien erfolgte in dieser Arbeit mit
Hilfe des Transfektionsreagenzes MegaTran 1.0 (Origene, Rockville, USA). Die
Transfektion wurde dabei nach Herstellerangaben durchgefuhrt. Fir die
verschiedenen Versuche wurden die Zellen in unterschiedlichen Zellkulturschalen
ausplattiert, so dass eine unterschiedliche Menge an Plasmid-DNA fir die einzelnen
Transfektionen verwendet wurde. Fir die Transfektion in 6-Loch-Platten wurde pro
Loch 1,6 pug Plasmid-DNA, fir eine 10cm-Platte 9,8 ug DNA, flr ein Loch einer 48-
Loch-Platte 0,25 ug DNA und pro Kammer eines 8-Kammer-Objekttragers 0,1 pg
DNA eingesetzt.

2.2.1.3 Behandlung von Zellen mit Zytokinen und Inhibitoren

Bei allen Versuchen wurden die Zellen, wenn nicht anders angegeben, mit 5 ng/mL
humanem rekombinanten IFNa, IFNy oder 100 ng/mL EGF stimuliert. Alle
verwendeten Zytokine und Inhibitoren wurden direkt in Zellkulturmedium verdinnt.
Die Staurosporin-Behandlung fand mit einer Konzentration von 1 pM und die
Leptomycin-B-Behandlung (LMB) mit einer Konzentration von 10 pg/mL statt. Zur
Phosphatase-Inhibition wurden die Zellen mit 0,8 mM Vanadat und 0,2 mM H,0O,
behandelt. Die Herstellung einer wassrigen NazVO4-Stammlosung (200 mM, pH 10)
erfolgte wie von Kypta et al. (1988) beschrieben.
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2.2.2 Molekularbiologische Methoden
2.2.2.1 Mutagenese

Die Einfihrung von Punktmutationen in STAT1-kodierende Plasmide erfolgte mit
Hilfe des QuikChange® Il Site-Directed Mutagenesis Kit. Der Reaktionsansatz der
PCR-Reaktion betrug 50 pL. Fur einen PCR-Ansatz ausgehend von 25 ng Matrizen-
DNA wurden je 125 ng des komplementaren Primerpaars, 5 pL 10x Reaktionspuffer,
1 pL dNTP-Mix und 2,5 Einheiten PfuUltra-HF-DNA-Polymerase eingesetzt. Das
Protokoll der PCR bestand aus einem 30 sec Denaturierungsschritt bei 95 °C gefolgt
von 16 repetitiven Zyklen einer 30 sec Denaturierung bei 95 °C, dem Annealing-
Schritt bei 55 °C fur 1 min und dem Elongations-Schritt fir 14 min bei 68 °C. Die
amplifizierten Plasmide wurden 1 h bei 37 °C unter Zugabe von 10 Einheiten Dpnl-
Endonuklease zur Entfernung der methylierten parentalen-DNA inkubiert. 1 uL der
unmethylierten Doppelstrang-DNA wurde in XL1-blue superkompetente E. coli-Zellen

transformiert.

2.2.2.2 Herstellung chemisch kompetenter Bakterien

Zur Herstellung chemisch kompetenter Bakterien wurden 50 mL LB-Medium mit
500 pL einer E. coli DH5a-Ubernachtkultur angeimpft und bei 37 °C und 225 rpm bis
zu einer ODggp von 0,2- 0,5 kultiviert. Die fur 10 min auf Eis gekiuhlte Bakterienkultur
wurde fir 10 min bei 3000 rpm und 4 °C zentrifugiert und das Pellet anschliel3end in
5 mL eiskaltem TSS-Puffer (10 % PEG 8000, 5 % DMSO, 30 mM MgCl,, 1x LB) re-
suspendiert. Die Bakterien wurden in 100 pL Aliquots bei -80 °C gelagert.

2.2.2.3 Transformation von Plasmid-DNA in kompetente Bakterien

Die Einfuhrung von Plasmid-DNA in kompetente Bakterien erfolgte nach der Hitze-
schock-Methode (Cohen et al.,, 1972). Dazu wurden 100 pL kompetente E. coli
DH5a-Bakterienzellen bzw. 50 pL superkompetente XL1-blue E. coli-Zellen langsam
auf Eis aufgetaut und mit 10 ng Plasmid-DNA bzw. 1 pL des Mutageneseproduktes
fur 30 min auf Eis inkubiert. AnschlieRend erfolgte der Hitzeschock bei 42 °C bei den
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DH5a-Zellen fiur 30 sec und bei den XL1-blue-Zellen fir 45 sec. Nach 2-minutiger
Inkubation auf Eis wurden die Bakterien in 1 mL bzw. 500 pL auf 42 °C vor-
gewarmtem SOC-Medium aufgenommen und fur 1 h bei 37 °C und 225 rpm
inkubiert. 250 pL der Zellsuspension wurden im Anschluss auf eine mit Selektions-

marker versetzte LB-Agar-Platte aufgetragen und Uber Nacht bei 37 °C inkubiert.

2.2.2.4 Isolation von Plasmid-DNA aus Bakterien

Analytische Préparation von Plasmid-DNA

5 mL LB-Medium mit entsprechendem Selektionsantibiotikum wurden mit einer
Bakterienkolonie inokuliert und tber Nacht bei 37 °C und 225 rpm inkubiert. 2 mL der
Ubernachtkultur wurden bei 13.000 rpm fiir 5 min pelletiert. Die Plasmid-DNA wurde
nach Herstellerangaben aus dem Bakterienzentrifugat mit Hilfe des pegGold Plasmid

Miniprep Kits isoliert und zur Sequenzierung verwendet.

Praparation von Plasmid-DNA flur praparative Zwecke

Fur praparative Ansatze wurden 150 mL LB-Medium mit entsprechendem Selektions-
antibiotikum mit einer Bakterienkolonie oder mit 1 mL einer 2 mL Ubertagkultur
inokuliert und Uber Nacht bei 37 °C und 225 rpm inkubiert. Die Zellsuspension wurde
bei 6000 g fur 15 min zentrifugiert und die Plasmid-DNA aus dem Bakterien-
zentrifugat mit Hilfe des QIAGEN Plasmid Purification Kit oder des QIAGEN Plasmid
Plus Purification Kits isoliert. Nach Elution der Plasmid-DNA mit Wasser wurde die
Konzentration bestimmt und die DNA falls n6tig auf 1 pg/pL verdinnt. Die Lagerung
erfolgte bei -20 °C.

2.2.2.5 Sequenzierung
Zur Bestatigung der EinfUhrung von Punktmutationen wurden alle Proben
sequenziert. Dazu wurden 700 ng Plasmid-DNA mit 20 pmol des entsprechenden

Sequenzierprimers gemischt und mit Wasser auf 7 uL aufgefullt. Die Proben wurden

zur Sequenzierung an Seglab Sequence Laboratories (Goéttingen) geschickt.
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2.2.2.6 Konzentrationsbestimmungen von DNA

Die Konzentrationsbestimmung von DNA erfolgte photometrisch mit Quarzkivetten
bei einer Wellenlange von A = 260 nm. Eine ODago entspricht dabei 50 pg/mL DNA.
Die Messung der Proben erfolgte mit dem Photometer GeneQuant Il (Pharmacia
Biotech, Uppsala, Schweden). Die Konzentration berechnet sich nach folgender

Formel:

DNA-Konzentration [ug/mL] = Azso X 50 x Verdiinnungsfaktor

Durch Messung der Absorption bei A = 280 nm und Bildung des Quotienten Azgo/Azso
lassen sich Verunreinigungen bestimmen. Bei nicht kontaminierten DNA-Proben hat

dieser Quotient einen Wert von 1,8.

2.2.2.7 Herstellung von Zellextrakten

Fur Western-Blot-Analysen, EMSA-Experimente, Immunprazipitationsexperimente,
In-vitro-Phosphorylierungs- und  In-vitro-Dephosphorylierungsversuche  wurden
Gesamtzellextrakte benétigt. Daflr wurden die zuvor behandelten Zellen einmal mit
PBS gewaschen und danach mit eiskaltem cytosolischen Extraktionspuffer (20 mM
Hepes, pH 7,4, 10 mM KCI, 10 % (v/v) Glycerin, 1 mM EDTA, 0,1 mM NazVQ,) fur
5 min auf Eis lysiert. Dem Puffer wurden unmittelbar vor der Extraktion 0,1 %
IGEPAL-CA-360, 3 mM DTT, 0,4 mM Pefabloc und Complete-Mini-Protease-
Inhibitoren zugegeben. Die benotigte Puffermenge richtete sich dabei nach der
GroRRe der Zellkulturschale. Fur eine 100-mm-Schale wurden in der Regel 500 pL
Extraktionspuffer und pro Loch einer 6-Loch-Platte 35 uL Puffer verwendet.

Nach der Inkubation wurden die Zellen mit einem Zellschaber gelést und in 1,5 mL
ReaktionsgefalRe Uberfuhrt. Die Lysate wurden fir 15 sec bei 13.000 rpm und 4 °C
zur Sedimentierung der Zellkerne zentrifugiert. Die Uberstande wurden in ein neues
Gefal3 tberfuhrt und erneut fir 5 min bei 13.000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Die
cytosolischen Extrakte wurden entweder mit der gleichen Menge an nuklearen
Extrakten gemischt oder, falls sie nicht direkt verwendet wurden, fur weitere

Versuche bei -80 °C eingefroren.
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Die pelletierten Zellkerne wurden in der dem cytosolischen Extraktionspuffer
entsprechenden Menge an nukledrem Extraktionspuffer (20 mM Hepes, pH 7,4,
420 mM KCI, 20 % (v/v) Glycerin, 1 mM EDTA, 0,1 mM Na3VO,) resuspendiert und
fur 30 min auf Eis inkubiert. Dem nukleéren Extraktionspuffer wurden unmittelbar vor
Gebrauch 3 mM DTT, 0,4 mM Pefabloc und Complete-Mini-Protease-Inhibitoren
zugesetzt. Nach 15-mindtiger Zentrifugation bei 13.000 rpm und 4 °C wurden die
nuklearen Extrakte entweder mit der gleichen Menge an cytosolischen Extrakten
gemischt oder, falls sie nicht direkt verwendet wurden, fir weitere Versuche bei
-80 °C gelagert. Fur Western-Blot-Versuche wurden die Extrakte mit 6x SDS-Proben-
puffer (350 mM Tris-HCI, pH 6,8, 8 % SDS, 30 % Glycerin, 10 % p-Mercaptoethanol,
0,04 % Bromphenolblau) gemischt, fir 3 min bei 95°C denaturiert und bei -20 °C
gelagert.

2.2.2.8 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

In dieser Arbeit wurden STAT-Proteine gemafR ihrer Grol3e in einem
diskontinuierlichen Polyacrylamid-Gel  elektrophoretisch  aufgetrennt  und
anschlieBend fur Immunoblotting-Experimente verwandt. Fiur die SDS-PAGE kam
das vertikale Gelelektrophoresesystem Minigel-Twin (Biometra, Gottingen) zum
Einsatz. SDS-PAGE-Trenngele wurden mit 10 % (v/v) Rotiphorese® Gel 30
(Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1)-Losung) und 0,03 % Ammoniumperoxodisulfat
(APS) und 0,16 % TEMED in 4x Trenngelpuffer (1,5 M Tris-HCI, 0,4 % SDS, pH 8,8)
angesetzt. Das Sammelgel bestand aus 5 % Rotiphorese® Gel 30, 0,06 % APS,
0,2 % TEMED in 4x Sammelgelpuffer (0,5 M Tris-HCI, 0,4 % SDS, pH 6,8).

Die mit SDS-Probenpuffer versetzten und bei -20 °C gelagerten Proteinproben
wurden unmittelbar vor dem Auftragen erneut flr 3 min bei 95 °C erhitzt und danach
10-18 pL in die Geltaschen aufgetragen. Die Elektrophorese wurde bei einer
konstanten Stromstarke von 11 mA pro Gel in SDS-Laufpuffer (25 mM Tris-Base,
192 mM Gilycin, 0,1 % SDS, pH 8,6) durchgeflhrt.
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2.2.2.9 Western-Blot und immunchemische Proteindetektion

Die durch SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden fur einen immunologischen
Nachweis auf eine PVDF-Membran (Millipore) transferiert. Der Elektrotransfer
erfolgte nach der Semidry-Methode fir 90 min bei 80 mA pro Gel in der
PerfectBlue™ Semi-Dry Sedec™ M Blotapparatur (Peglab). Zuvor wurde die
Membran 5 min in Methanol hydrophilisiert und anschlieend fir mind. 30 min mit
Transfer-Puffer (25 mM Tris-Base, 150 mM Glycin, 10 % Methanol, pH 8,0)
gewaschen. Nach dem Transfer wurden die freien Bindestellen der Membran durch
einstiindige Inkubation unter Schiitteln mit 1x Roti®-Block abgeséttigt. Die Inkubation
mit dem Primarantikorper erfolgte unter Schutteln bei 4 °C Gber Nacht.

Nach funfmaligem Waschen fur je 5 min mit PBS-T-Puffer (1,5 M NaCl, 100 mM
Na;HPO,4, 15 mM K,;HPO4, 30 mM KCI, pH 7,4 mit 0,1 % Tween-20) wurde die
Membran mit dem Peroxidase-gekoppelten Sekundarantikérper fir 1 h bei RT unter
Schatteln inkubiert und im Anschluss erneut finfmalig fur jeweils 5 min mit PBS-T
und einmal mit H,O gewaschen. Die Detektion der Proteine auf der Membran erfolgte
mit dem Western Lightning™ Chemiluminescence Reaction Plus Kit (Perkin Elmer)
nach Angaben des Herstellers. Zur Detektion der Chemilumineszenz wurden Auto-
radiographiefiime (GE Healthcare, Uppsala, Schweden) auf den Membranen
exponiert und mit Hilfe des Optimax Typ TR (MS Laborgerate, Heidelberg)
entwickelt.

Um die an die Membran gebundenen Proteine erneut mit einem weiteren Antikdrper
analysieren zu kénnen, wurde die Membran fur 60 min bei 60 °C in Ablosepuffer
(2% SDS, 0,7 % p-Mercaptoethanol, 62,5 mM Tris-HCI, pH 6,8) inkubiert und die
gebundenen Antikorper entfernt. Anschlie@end wurde die Membran viermal fir
15 min mit PBS-T gewaschen und danach erneut mit Roti®-Block und den

entsprechenden Antikérpern inkubiert.

2.2.2.10 Immunzytochemie und Fluoreszenzmikroskopie

Fur fluoreszenzmikroskopische Analysen wurden Zellen auf 8-Kammer LabTek-
Chamber-Slides kultiviert und mit dem Vektor pEGFP-N1-STAT1 bzw. einem seiner

Derivate transfiziert. Zellen, die GFP-markiertes STAT1 exprimierten, wurden 16-24 h

34



Material und Methoden

nach Transfektion, wie jeweils angegeben, stimuliert und im Anschluss mit 4 % Roti-
Histofix fur 15 min bei RT fixiert. Es folgten zwei Waschschritte mit PBS und einer mit
dest. H,O, bevor die Kerne mit Hoechst 33258 (5 pg/mL in PBS, Sigma-Aldrich
GmbH) fir 10 min bei RT unter Schitteln gefarbt wurden. Nach erneutem Waschen
mit PBS und H,O wurden die Zellen mit Fluoromount-G-Eindeckmedium (Southern
Biotech, Birmingham, USA) eingedeckt.

Fur die immunzytochemische Detektion von unmarkierten STAT1-Proteinen wurden
die Zellen zunéachst fur 10 min bei -20 °C mit Methanol fixiert, bevor sie fir 20 min mit
1 % Triton-X 100 in PBS permeabilisiert wurden. Zur Absattigung unspezifischer
Bindestellen erfolgte eine 45-minitige Behandlung der Zellen mit 25 % FBS in PBS.
Danach erfolgte eine 45-minutige Inkubation bei RT unter Schitteln mit dem Erst-
antikorper (1:1000 in 25 % FBS in PBS), anschlieRend wurden die Praparate dreimal
mit PBS gewaschen. Nach erneuter 45-mindtiger Inkubation bei RT mit Cy3-
gekoppeltem Anti-Kaninchen-lgG aus Ziege in 500-facher Verdinnung (25% FBS in
PBS) unter Schitteln wurden die Praparate dreimal mit PBS gewaschen, die Kerne
mit Hoechst 33258 gefarbt und anschlieRend mit Fluoromount-G-Eindeckmedium
eingedeckt.

Die immunzytochemisch angefarbten Zellprparate bzw. GFP-Fusionsproteine
exprimierende Zellen wurden fluoreszenzmikroskopisch mit dem Mikroskop
DM5000B (Leica, Wetzlar) analysiert. Mit einer CCD-Kamera wurden von den
Proben fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen angefertigt und mittels der QWin-
Software (Leica) bearbeitet. GFP-gekoppelte Fusionsproteine wurden bei einer
Anregungswellenlange von 480 nm, Cy3-gekoppelte Antikdrper bei 550 nm und
Hoechst-gefarbte Zellkerne bei 280 nm aufgenommen. Die weitere Bearbeitung der

digital gespeicherten Daten erfolgte mit dem Grafikprogramm CorelDraw (Corel).

2.2.2.11 Reportergen-Assay

Zur Analyse der Promotoraktivitdten von STAT1-WT und STAT1-Mutanten wurden
unter anderem Luciferase-Reportergen-Assays mit unterschiedlichen Expressions-
vektoren durchgefiihrt. Dazu wurde zum einen ein Luciferase-kodierendes Reporter-
genkonstrukt des Ly6E-Gens eingesetzt, welches in seinem Promotor drei IFNy-

sensitive GAS-Bindestellen besitzt (Wen et al., 1995). Zum anderen kamen
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Luciferase-kodierende Reportergenkonstrukte (plC-339 und plC-1352) des ICAM-1-
Gens, welche nur eine GAS-Bindestelle besitzen, zum Einsatz. Zur Normierung
wurde zusatzlich ein konstitutiv exprimierter p-Galactosidase-Reporter kotransfiziert
und die p-Galactosidaseaktivitat aus den gleichen Extrakten bestimmit.

U3R-Zellen wurden in 48-Loch-Kulturschalen kultiviert und pro Loch mit je 250 ng
des STAT1-Expressionsplasmides, 200 ng des p-Galactosidase-Reportergens und
70 ng des 3xLy6E-Plasmids, des plC-339-Plasmids oder des pIC-1352-Plasmids
transfiziert. 16-24 h nach der Transfektion wurden die Zellen entweder unbehandelt
belassen oder fir 6 h mit IFNy stimuliert. Nach der Stimulation wurde das Medium
abgesaugt und die Zellen einmal mit PBS gewaschen. Die Zelllyse erfolgte fir 15 min
bei RT mit 100 uL Triton-Glycylglycin-Lysepuffer (25 mM Glycylglycin, pH 7,8, 1 %
Triton X-100, 15 mM MgSO4, 4 mM EGTA) pro Loch. Unmittelbar vor der Lyse
wurden dem Puffer noch 3 mM DTT, 0,4 mM Pefabloc und Complete-Mini-Protease-
Inhibitoren zugegeben. Im Anschluss wurden die Lysate in 1,5 mL Reaktionsgefal3e
tberfuhrt und fur 15 min bei 13.000 rpm und 4 °C zentrifugiert. 20 pL der Uberstande
wurden in eine weiRe 96-Loch Immuno-Platte (Nunc"™, Roskilde,DK) pipettiert und die
Luciferase-Aktivitat durch Zugabe von 50 pL Substratldsung des Luciferase-Assay-
Systems (Promega, Mannheim) mit Hilfe des Luminometers Centro-LB-960 (Berthold
Technologies, Bad Wildbad) gemessen.

Zur Quantifizierung der Transfektionseffizienz wurden 20 pL Lysat mit 280 L einer
Substratlosung, bestehend aus 211 pL Natriumphosphat-Puffer (10 mM, pH 7,2),
66 UL  o-Nitrophenyl-p-D-Galactopyranosid (ONPG, 4 mg/mL in 100 mM
Natriumphosphat-Puffer) und 3 pL einer 100x Magnesium-Lésung (100 mM MgCly,
4,5 mM B-Mercaptoethanol), versetzt. Die enzymatische Farbreaktion wurde nach ca.
20 min mit 500 pL einer 0,5 M Na,COs-L6sung gestoppt und die B-Galactosidase-
aktivitat photometrisch bei 420 nm mit dem Nicolet-Evolution-100-Photometer
(Thermo, Dreieich) bestimmt. Es wurden jeweils sechs Messungen pro STAT1-
Konstrukt durchgefuhrt und zur Normierung wurde der Quotient aus Luciferase-

Aktivitat und B-Galactosidaseexpression gebildet.
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2.2.2.12 Dephosphorylierungs-Assay

Fur die In-vitro-Dephosphorylierung wurden 10 pL Gesamtzellextrakt mit 10 pL
Dephosphorylierungspuffer (25 mM Tris-HCI, pH 7,5, 0,5 mg/mL BSA, 50 mM KClI,
5 mM EDTA) gemischt. Unmittelbar vor Pufferzugabe wurde dieser zuséatzlich noch
mit 20 mM DTT, Complete-Mini-Protease-Inhibitoren und zwei Einheiten T-Zell-
Protein-Tyrosin-Phosphatase (TC-PTP) (Biomol International, Plymouth, USA)
versetzt. Die Proben wurden unterschiedlich lange bei 30 °C inkubiert. Durch Zugabe
von 6x SDS-Probenpuffer und Inkubation fir 3 min bei 95 °C wurde die Reaktion
gestoppt. Mittels Polyacrylamid-Gelelektrophorese mit anschlieRendem Western-Blot
und immunchemischer Proteindetektion wurden die Proben analysiert.

Fur die In-vivo-Dephosphorylierung wurden HelLa-S3- oder U3R-Zellen in 6-Loch-
Platten mit STAT1-kodierenden Plasmiden transfiziert und 16-24 h danach mit IFNy
stimuliert. Im Anschluss wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen und fur unter-
schiedlich lange Zeitraume mit Staurosporin inkubiert. Nach Herstellung von
cytosolischen und nuklearen bzw. Gesamtzellextrakten wurde das Ausmald der
Dephosphorylierung mittels Western-Blot analysiert.

2.2.2.13 In-vitro-Phosphorylierungs-Assay

Fur die In-vitro-Phosphorylierung wurden 10 pL Gesamtzellextrakt mit 10 pL Kinase-
Puffer (50 mM Hepes, pH 7,4, 3 mM MgCl,, 3 mM MnCl,, 3 uM NazVO,, 0,1 mM
ATP) gemischt. Unmittelbar vor dem Versuch wurden dem Kinase-Puffer 10 mM DTT
und 4 pg/mL Janus-Kinase 2 (Jak2) bzw. 2 pg/mL Epidermaler Wachstumsfaktor-
Rezeptor (EGFR) zugegeben. Die Proben wurden fur unterschiedliche Zeitraume bei
30 °C inkubiert und danach mit 6x SDS-Probenpuffer versetzt und fir 3 min bei 95 °C
erhitzt. Die Analyse erfolgte Uber SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese und

anschlieRendem Western-Blot mit immunchemischer Proteindetektion.
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2.2.2.14 Gelretardationsexperimente (Electrophoretic Mobility Shift Assay,
EMSA)

Mittels EMSA konnen Protein-DNA-Wechselwirkungen nachgewiesen werden.
Hierzu wurden radioaktiv markierte Sonden, die hochaffine STAT1-Bindestellen
besitzen, mit Gesamtzellextrakten aus [IFNy-stimulierten, transient mit den
entsprechenden STAT1-Derivaten transfizierten U3R-Zellen, inkubiert. Die gebildeten
Protein-DNA-Komplexe wurden mittels Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgrund
ihrer geringeren Mobilitat von ungebundener DNA abgetrennt und durch Auto-

radiographie sichtbar gemacht.

Hybridisierungsreaktion

In dieser Arbeit wurden vier verschiedene Sonden fir EMSA-Versuche benutzt. Dazu
wurden die Uberhange komplementarer Oligonukleotide mit singularer (M67),
zweifacher (2xGAS), einer singuldaren gefolgt von einer degenerierten GAS-Binde-
stelle (GAS-nonGAS) oder zwei aufeinander folgenden degenerierten GAS-Binde-
stellen (2xnonGAS) radioaktiv markiert. Zur Herstellung der Sonden wurden je 50
pmol/mL komplementare Oligonukleotide durch 5-minitige Inkubation bei 95 °C in
Oligo-Puffer (10 mM MgCl,, 50 mM KCI, 20 mM Tris-HCI, pH 7,5) und
anschlieBender langsamer Abkuhlung auf RT hybridisiert. Die hybridisierten Oligo-
nukleotide wurden bei -20 °C gelagert.

Radioaktive Markierung doppelstrangiger DNA

Die radioaktive Markierung erfolgte durch Auffillen der nicht komplementaren 5'-
Uberhangenden Enden des hybridisierten Oligonukleotides mit radioaktiven
Nukleotiden. Dazu wurden 5 Einheiten des Klenow-Fragments der E.coli DNA-
Polymerase |, das uber 5’-3’-Polymerase- und 3’-5-Exonukleaseaktivtat, nicht aber
Uber 5’-3’-Exonukleaseaktivitat verfugt, in 5 pL 10x Eco-Pol-Puffer (New England
Biolabs) mit 0,1 ng doppelstrangigen Oligonukleotiden und je 8 pL der vier [*P]-
markierten Desoxynukleotiden (dNTP) gemischt und fur 25 min bei RT inkubiert.
AnschlieBend wurde ein Uberschuss von nicht-radioaktiven dNTPs (6,5 mM je dNTP)
fur weitere 5 min zugegeben und die Reaktion durch Zugabe von 1 pL 0,5 M EDTA-
LAsung gestoppt. Freie Nukleotide wurden durch 3-minutige Zentrifugation bei 700 g
und RT mit Hilfe von lllustra-MicroSpin-G-25-Saulen (GE Healthcare) abgetrennt.
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Gelretardation

FUr die Bindungsreaktion wurden 0,2 pL radioaktiv-markierte DNA-Sonde, 1 puL Poly-
dldC (2 mg/mL), 1,3 yL DTT (100 mM), 3,5 pL H,0 in 2,5 pL 5x Gelshift-Puffer (100
mM Hepes, pH 7,9, 200 mM KCI, 5 mM MgCl,, 2,5 mM EDTA, 0,5 mM EGTA, 20 %
Ficoll), mit 4,5 pyL Zellextrakt fur 15 min bei RT inkubiert. Bei geringeren Extrakt-
mengen wurden die Proben mit 1x PBS oder Zellextrakten von untransfizierten U3R-
Zellen auf ein Gesamtvolumen von 13 pL aufgefillt. Um zu zeigen, dass es sich bei
dem resultierenden Signal um den STAT1-DNA-Komplex handelt, wurde ein
Reaktionsansatz mit 1,3 uL des polyklonalen STAT1-Antikdrpers C-24 (Santa Cruz)
versetzt. Bei Verwendung von unmarkierten Oligonukleotiden als Kompetitor wurde
2 ul M67-Oligonukleotid (750-facher Uberschuss) zu dem Reaktionsansatz hinzu-
gegeben und fur 30 min bei RT inkubiert.

Unmittelbar nach der Reaktion wurden die gebildeten Protein-DNA-Komplexe in
einem nativem, praequilibriertem 4,8 %-igen TBE-Polyacrylamidgel bei 400 V und
4 °C mit 0,25x TBE-Laufpuffer fur etwa 2,5 h aufgetrennt. Zum Giel3en von zwei
Gelen wurden 12 ml Rotiphorese® Gel 40 (Acrylamid/Bisacrylamid (29:1)-Lésung) mit
2,4 ml 10x TBE und 84 ml H,O gemischt. Die Polymerisation wurde durch Zugabe
von 2 ml 10 % APS und 100 ul TEMED gestartet.

Nach Beendigung der Elektrophorese wurde das Gel bei 80 °C auf Whatman-Papier
(Albet LabScience, Dassel) vakuumgetrocknet und mindestens tUber Nacht bei RT
auf Phospho-Imager-Folie exponiert. Die Folien wurden mit Hilfe des Fuji-BAS-1000
(Fuji, Dusseldorf) eingescannt und mit den Softwareprogrammen Adobe Photoshop
oder Corel Draw ausgewertet.

2.2.2.15 RNA-Isolation

Zur Isolation von RNA wurden U3R-Zellen in 6-Loch-Multischalen kultiviert und mit
den entsprechenden STAT1-Expressionsplasmiden im pcDNAS3.1-Vektor transfiziert.
24 h nach der Transfektion wurden die Zellen Uber Nacht in einem 1 % FBS
enthaltendem Medium Kkultiviert und am néachsten Tag entweder unbehandelt
belassen oder fir 6 h mit 5 ng/mL IFNy bzw. IFNa stimuliert. Die RNA-Isolation
erfolgte nach Absaugen des Mediums mit Hilfe des peqGold Total RNA Kits nach
Herstellerangaben. Zur Elution der RNA wurde 50 pL RNase-freies-Wasser
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verwendet und die erhaltene RNA entweder direkt flr die cDNA-Synthese verwendet

oder bei -80 °C gelagert.

2.2.2.16 cDNA-Synthese

Zur Herstellung der komplementaren DNA (cDNA) aus RNA wurde die reverse
Transkription mit Hilfe des Verso-cDNA-Kits durchgefuhrt. Pro 20 uL Ansatz wurden
8 UL RNA eingesetzt. Die Lagerung der cDNA erfolgte bei -20 °C.

2.2.2.17 Real-time-PCR

Zur Untersuchung der Genexpression der unterschiedlichen Punktmutanten im
Vergleich zu STAT1-WT wurde eine real-time-RT-PCR durchgefihrt. Diese erfolgte
nach Herstellerangaben mit Hilfe des Absolute™-Blue-QPCR-SYBR®-Green Mixes
oder des iQ-SYBR-Green Supermixes. Fur eine 25 pL Reaktion wurden 1 uL cDNA
eingesetzt und jeweils Doppelbestimmungen durchgefihrt. Die komplementaren
Primer wurden von der Firma Tib MolBiol bezogen. Dazu wurden aus der Literatur

bekannte Zielgene von STAT1 verwendet.

2.2.2.18 Immunprazipitation

HelLa-S3-Zellen einer 10cm-Platte wurden mit STAT1-Flag-kodierenden und STAT1-
GFP-kodierenden Plasmiden kotransfiziert. Nach 16-24 h wurden die Zellen fur
45 min mit IFNy stimuliert und danach fur weitere 15 min mit 0,8 mM Vanadat und
0,2 mM H,0O; stimuliert. Anschlie3end wurden die Zellen mit PBS gewaschen und fur
30 min auf Eis in Puffer A ( 50 mM Tris-HCI, pH 8, 5 mM EDTA, 2 mM EGTA, 10 %
Glycerin, 50 mM NaF, 10 mM Glycerolphosphat, 0,1 mM NazVO,, 400 mM NacCl)
lysiert. Dem Puffer wurden unmittelbar vor der Extraktion 1 % IGEPAL-CA-360, 3 mM
DTT, 0,4 mM Pefabloc und Complete-Mini-Protease-Inhibitoren zugegeben. Zur
Abtrennung von unléslichem Material wurden die Proben fir 5 min bei 4 °C und

13.000 rpm zentrifugiert. 50 pL des Uberstandes wurden abgenommen, mit 9 pL 6 X
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SDS-Probenpuffer gemischt und fur 3 min bei 95 °C denaturiert (Input). Der Rest des
Uberstandes wurde mit Puffer A auf 2 mL aufgefullt und mit 20 pL M2-Affinitats-Gel
(Sigma-Aldrich GmbH) fur 3 h bei 4 °C unter standiger Bewegung inkubiert. Die
Prazipitate wurden viermal mit Puffer A gewaschen, in 2x SDS-Probenpuffer
aufgenommen, fur 3 min bei 95 °C denaturiert und mittels SDS-PAGE mit

anschlieRendem Western-Blot analysiert.

2.2.3 Statistik

Genexpressionsanalysen  wurden  mindestens dreimal in  unabh&ngigen
Transfektionen durchgefuhrt. Bei den Reportergen-Assays erfolgte jeweils eine
sechsfache Bestimmung, fur real-time-PCR eine Doppelbestimmung. Von den
Ergebnissen wurden die Mittelwerte und die Standardabweichungen mit Hilfe von
Microsoft Office Exel und SigmaStat ermittelt. Nach Prifung auf Normalverteilung der
unverbundenen Stichproben und Gleichheit der Varianzen schloss sich eine
Berechnung der Signifikanz mit Hilfe des t-Tests bzw. des Mann-Whitney-Rank-

summentestes an. In allen Tests wurde ein p-Wert < 0,05 als signifikant angesehen.
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3. Ergebnisse

3.1 Identifizierung von konservierten Aminoséaureresten in der Linker-
Doméane von STAT1

Wie in der Einleitung erwahnt, ist die Funktion der Linker-Doméane von STAT1
weitestgehend unbekannt. In dieser Arbeit wurden Punktmutanten der Linker-
Domane generiert und phanotypisch charakterisiert, um einen besseren Einblick in
die biologische Rolle dieser Domane zu erhalten. Es wird vermutet, dass die Linker-
Domane an der DNA-Bindung beteiligt ist, da bisher charakterisierte Mutanten eine
veranderte Dissoziationsrate von DNA und eine veranderte transkriptionelle Aktivitat

von STAT1-Homodimeren aufweisen (Yang et al., 1999; Yang et al., 2002).

3.2 Charakterisierung von STAT1-K525A

Mit Hilfe der Kiristallstruktur (Abb. 3.1) und durch Sequenzvergleich aller humaner
STAT-Proteine wurde in Position 525 in der Linker-Domane von STAT1 ein hoch-
konservierter Lysinrest identifiziert. Anhand des Sequenzvergleiches mit STAT92E
aus D. melanogaster und des STAT-Proteins aus Dictyostelium erkennt man, dass

dieser Lysinrest in allen bisher bekannten STAT-Proteinen konserviert ist (Tab. 3.1).

STAT1 |517|D|Q|L |[N|M|L |G |E L|L|G|P|N
STAT2 |515|D |Q|L M|L |R|N LIF|G|Q|N
STAT3 [523|E [Q|L [T [T |L |AE LIL|c|P |G
STAT4 |514|(D[Q|L [H|[M|L[A|E LIT|Vv]|Q]s
STAT5a |529 |[E [N |L |V |F|L [A]|Q LI{F|[N|IN|S
STAT5b 529 |[E [N|[L |[V|F[L [A]Q LIF|IN[N]S
STAT6 |[472|E|H|[F[L|[F[L[A]Q Il [EIN|D|N
92E 540 [ D|N|L[D|F|L]|Y]|E Q|RI|E|E
Dicty 533 |R|[P|L[S|[s|Y|[D]L Y[I [Q|T[H

Tab. 3.1: Sequenzhomologie von STAT1-K525A. Der Lysinrest in Position 525 von STATL1 ist in

allen bisher bekannten STAT-Proteinen konserviert.
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Abb. 3.1: Kristallstruktur von STAT1 mit K525. Das DNA-gebundene Monomer von STATL1 ist in

grun dargestellt, die LD in lachs und der Lysinrest in Position 525 in rot.

3.21 Das Phosphorylierungsniveau von STAT1-K525A ist vermindert

Die Stimulation von Zellen mit Interferon fuhrt zu einer Phosphorylierung von STAT1
am Tyrosinrest 701 und bewirkt eine Kernakkumulation von STAT1 (Darnell, 1997;
Levy und Darnell, 2002). Um die Phosphorylierung und die damit verbundene Kinetik
der Kernakkumulation von STAT1-K525A zu uberprifen, wurden STAT1-GFP-
kodierende Plasmide entsprechend mutiert und das rekombinante Protein nach
Transfektion in humanen Zellen exprimiert. Mit Hilfe dieser Plasmide l&asst sich die
Phosphorylierung unter Verwendung eines Phospho-STAT1-spezifischen Antikorpers
in Western-Blot-Experimenten direkt untersuchen. HelLa-S3-Zellen wurden transient
mit pSTAT1-WT-GFP bzw. pSTAT1-K525A-GFP transfiziert und fur unterschiedliche
Zeiten mit IFNy stimuliert. Es wurden Gesamtzellextrakte gewonnen und durch
Immunoblotting analysiert. Um sicher zu gehen, dass gleiche Mengen an STAT1 in
den Extrakten enthalten sind, wurde nach stringentem Abwaschen des Phospho-
STAT1-Antikorpers die gleiche Western-Blot-Membran mit einem STAT1-Antikdrper

reinkubiert.
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Abb. 3.2: Vermindertes Phosphorylierungsniveau von STAT1-K525A. HeLa-S3-Zellen wurden mit
PSTAT1-WT-GFP bzw. pSTAT1-K525A-GFP transfiziert. Nach der Transfektion wurden die Zellen fir
die angegebenen Zeiten mit 5 ng/mL IFNy stimuliert und Gesamtzellextrakte gewonnen. Die Analyse
erfolgte mittels Western-Blot. Die obere Reihe zeigt das Ergebnis eines Western-Blots mit Phospho-
STAT1-Antikorper. Im unteren Feld ist die gleiche Blot-Membran nach Entfernen des Antikorpers und

erneuter Inkubation mit einem STAT1-spezifischem Antikdrper gezeigt.

STAT1-K525A zeigte bereits nach zehnminitiger Stimulation mit [IFNy ein
vermindertes Phosphorylierungsniveau im Vergleich zu STAT1-WT. Auch nach
30 min IFNy-Stimulation nahm die Phosphorylierung von STAT1-K525A nicht
merklich zu (Abb. 3.2).

Mit Hilfe von STAT1-GFP-kodierenden Plasmiden kann man zusétzlich die Kinetik
der Kernakkumulation nach IFNy-Stimulation direkt fluoreszenzmikroskopisch unter-
suchen. Dazu wurden STAT1-WT-GFP- bzw. STAT1-K525A-GFP- exprimierende
HelLa-S3-Zellen fur unterschiedliche Zeitpunkte mit IFNy stimuliert, fixiert und nach
Hoechst-Farbung der Kerne fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Wie man Abb. 3.3
entnehmen kann, weisen STAT1-WT-GFP und STAT1-K525A-GFP im unstimulierten
Zustand eine panzellulare Verteilung auf. Die IFNy-Stimulation fuhrt zu einer Kern-
akkumulation von STAT1-WT. Nach 30 min Stimulation mit IFNy ist STAT1-WT
Uberwiegend im Zellkern lokalisiert, wohingegen STAT1-K525A immer noch eine
vorwiegend panzelluléare Verteilung aufweist.
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Abb. 3.3: STAT1-K525A besitzt eine verminderte Kinetik der Kernakkumulation. STAT1-WT-GFP
bzw. STAT1-K525A-GFP exprimierende HelLa-S3-Zellen wurden fir unterschiedliche Zeiten mit

5 ng/mL IFNy stimuliert und im Anschluss mit 4 % Formalin fixiert, bevor die Kerne mit Hoechst-

Farbstoff angefarbt wurden.

Die verminderte Kinetik der Kernakkumulation kann auf einen defekten Import von
STAT1-K525A hinweisen oder aber auf ein vermindertes Phosphorylierungsniveau.
STAT-Proteine werden durch Rezeptor-assoziierte Kinasen phosphoryliert, hemmt
man diese mit Staurosporin, ist eine Abnahme des Phosphorylierungsniveaus und
ein damit verbundener vorzeitiger Zusammenbruch der Kernakkumulation zu
beobachten. Um die Staurosporinsensitivitdt von STAT1-K525A zu Uberprifen,
wurden STAT1-WT-GFP und STAT1-K525A-GFP exprimierende Zellen fir 45 min
mit IFNy stimuliert und im Anschluss fiir unterschiedliche Zeitpunkte mit Staurosporin
behandelt. Nach 45-minutiger IFNy-Stimulation ist STAT1-WT komplett im Zellkern
lokalisiert. Bei STAT1-K525A befindet sich noch ein geringer Teil des GFP-Fusions-
proteins im Cytoplasma (Abb. 3.4 1. Reihe). Durch die Staurosporin-Behandlung und
die dadurch verminderte Rephosphorylierungsrate wird Phospho-STAT1 bevorzugt
dephosphoryliert und aus dem Zellkern hinaus transportiert. STAT1-K525A weist
dabei eine erhohte Staurosporinsensitivitat im Gegensatz zu STAT1-WT auf. Nach
einstundiger Behandlung mit Staurosporin ist STAT1-K525A wieder panzellular
verteilt, bei STAT1-WT ist dies erst nach drei Stunden der Staurosporin-Behandlung
der Fall.
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Abb. 3.4: Erhdhte Staurosporinsensitivitdt von STAT1-K525A. Transient mit pSTAT1-WT-GFP
und pSTAT1-K525A-GFP transfizierte HeLa-S3-Zellen wurden fiir 45 min mit 5 ng/mL IFNy stimuliert
und fir die angegebenen Zeiten mit Staurosporin behandelt. Danach wurden die Zellen mit 4 %

Formalin fixiert und die Zellkerne mit Hoechst-Farbstoff gefarbt.

Ein anderer Nachweis fir die verminderte Phosphorylierung von STAT1-K525A
erfolgte mittels Gelretardations-Assays (EMSA). Diese erlauben tber den Nachweis
einer spezifischen DNA-Bindung die indirekte und hochsensitive Bestimmung der
Tyrosin-Phosphorylierung. Dazu wurden unterschiedliche [*’P]-markierte-DNA-
Sonden eingesetzt: eine Sonde mit einer Einfach-GAS-Stelle (M67 oder GAS), eine
Sonde mit einer GAS-Stelle gefolgt von einer nonGAS-Stelle (GAS-nonGAS), eine
Sonde mit einer zweifachen GAS-Stelle (2xGAS) und einer zweifachen Nicht-GAS-
Sonde (2xnonGAS). In allen EMSA-Experimenten wurden vergleichbare Extrakt-
mengen aufgetragen. Mit Hilfe eines STAT1-spezifischen Antikérpers konnte man die
erhaltene Bande als STAT1-DNA-Komplex (aS1) identifizieren, da die Zugabe des
Antikorpers zu einer Verdnderung im Laufverhalten und dadurch zu einer
Verschiebung der Bande fuhrt. Als Negativkontrolle wurde zu einer gleichen Lysat-
menge ein STAT3-spezifischer Antikdrper gegeben (aS3), bei dem diese Super-
shiftreaktion, anders als bei der Zugabe von STAT1-spezifischem Antikorper, zu

keiner Anderung im Laufverhalten der STAT1-DNA-Komplexe fiihrte.
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Abb. 3.5: Verminderte Affinitdt der DNA-Bindung von STAT1-K525A. Nach 45-mindtiger
Stimulation mit 5 ng/mL IFNy wurden Gesamtzellextrakte von STAT1-WT-GFP- bzw. STAT1-K525A-
GFP-exprimierenden U3R-Zellen hergestellt und diese fir 15 min mit den angegebenen Sonden
inkubiert. Dabei handelt es sich um eine einfache GAS-Stelle (GAS), eine GAS-Stelle mit einer
mutierten GAS-Stelle in Tandem-Anordnung (GAS-nonGAS) und einer zweifachen Nicht-GAS-Stelle
(2xnonGAS). Die Proben wurden mit Hilfe eines nicht-denaturierenden Polyacrylamidgels aufgetrennt.
aS1 bezeichnet einen Supershift mit STAT1-spezifischem Antikdrper; oS3 bezeichnet einen Kontroll-
Supershift mit STAT3-spezifischem-Antikorper. Der Pfeil markiert die Laufhdhe der STAT1-DNA-

Komplexe. Der Stern markiert eine unspezifische Bande.

Fur Gel-Shift-Assays wurden STAT1-WT-GFP- bzw. STAT1-K525A-GFP-
exprimierende U3R-Zellen fur 45 min mit 5 ng/mL IFNy stimuliert und anschliel3end
Gesamtzellextrakte daraus gewonnen. Diese wurden fir 15 min mit der jeweils
angegebenen Sonde inkubiert und mittels Polyacrylamid-Gelelektrophorese und
nachfolgender Autoradiographie untersucht. Wie man in Abb. 3.5 sieht, ist die DNA-
Bindeaffinitat von STAT1-K525A gegeniiber STAT1-WT reduziert.

Zur Bestéatigung der reduzierten DNA-Bindeaffinitat wurde ein weiteres EMSA-
Experiment durchgefuhrt. Dazu wurden STAT1-WT-GFP und STAT1-K525A-GFP
exprimierende U3R-Zellen fur 45 min mit 5 ng/mL IFNy stimuliert und im Anschluss
fur unterschiedliche Zeiten mit Staurosporin behandelt. Es wurden wieder Gesamt-
zellextrakte hergestellt und fir 15 min mit M67-Sonde, die eine singuldre GAS-Binde-
stelle enthélt, inkubiert. Nach gelelektrophoretischer Analyse waren bei STAT1-
K525A nach 15 min Staurosporininkubation im Vergleich zu STAT1-WT deutlich
weniger mit DNA komplexierte STAT1-Komplexe nachweisbar (Abb. 3.6).
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Abb. 3.6: Nachweis der verminderten GAS-Bindung von STAT1-K525A. STAT1-WT-GFP- bzw.
STAT1-K525A-GFP-exprimierende U3R-Zellen wurden entweder unbehandelt belassen oder fir 45
min mit 5 ng/mL IFNy stimuliert und anschlieend fir die angegebenen Zeiten mit Staurosporin
behandelt. Die gewonnenen Gesamtzellextrakte wurden fur 15 min mit M67-Sonde inkubiert und
anschlieBend gelelektrophoretisch aufgetrennt. aS1 bezeichnet einen Supershift mit einem STAT1-
spezifischem Antikorper. Der Pfeil markiert die STAT1-DNA-Komplexe; der Stern eine unspezifische
Bande.

Um auszuschlieBen, dass die verminderte DNA-Bindung auf eine erhdhte Off-Rate
von DNA zurtckzufihren ist, wurde ein Kompetitions-Gel-Shift unter Zugabe von
einem Uberschuss an nicht-radioaktiv markierter M67-Sonde durchgefiihrt. Dazu
wurden erneut Gesamtzellextrakte von STAT1-WT-GFP- und STAT1-K525A-GFP-
exprimierenden und mit IFNy stimulierten U3R-Zellen fiir 15 min mit [*2P]-markierter
M67-Sonde inkubiert und anschlieend fir die angegebenen Zeiten mit 750-fachem
Uberschuss an unmarkierter M67-DNA behandelt. Zum Zwecke der Normalisierung
wurde fur STAT1-K525A aufgrund des verminderten Tyrosin-Phosphorylierungs-
niveaus eine doppelte so groRe Extraktmenge wie fir STAT1-WT aufgetragen. Die
Auftrennung erfolgte in gleicher Weise mittels Polyacrylamid-Gelelektrophorese.
Dabei wiesen STAT1-WT und STAT1-K525A die gleiche Dissoziationskinetik auf
(Abb. 3.7). Die verminderte DNA-Bindung beruht folglich nicht auf einer erhdhten
Dissoziation von DNA, sondern kommt aufgrund einer verminderten

Phosphorylierungsrate der Substitutionsmutante zustande.
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Abb. 3.7: STAT1-WT und STAT1-K525A besitzen eine ahnliche Dissoziationsrate von DNA.
STAT1-WT-GFP- und STAT1-K525A-GFP-exprimierende U3R-Zellen wurden fir 45 min mit 5 ng/mL
IFNy stimuliert und Gesamtzellextrakte gewonnen. Diese wurden fur 15 min mit M67-Sonde inkubiert,
bevor ein 750-facher Uberschuss an unmarkierter M67-Sonde zugegeben wurde. aS1 bezeichnet
einen Supershift mit STAT1-spezifischem Antikérper, aS3 einen Kontroll-Supershift mit STAT3-
spezifischem-Antikdrper. Der Pfeil markiert die STAT1-DNA-Komplexe. Der Stern verweist auf eine

unspezifische Bande.

In diesem Zusammenhang wurde auch Uberpruft, ob STAT1-K525A zur kooperativen
DNA-Bindung fahig ist. Dazu wurden stimulierte USR-Gesamtzellextrakte fir 15 min
mit der 2xGAS-Sonde inkubiert. Wie man in Abb. 3.8 erkennt, binden beide Proteine
sowohl in dimerer Form an eine singulare GAS-Stelle wie auch in tetramerer Form an
zwei Tandem-GAS-Stellen. Allerdings ist die DNA-Bindung von STAT1-K525A,
anders als beim unmutierten Protein, an doppelten GAS-Bindestellen gegeniber der
Bindung als Dimer nicht favorisiert. Nach Zugabe eines 750-fachen Uberschusses an
unmarkierter M67-Sonde bleibt der durch kooperative DNA-Bindung stabilisierte
tetramere Komplex ebenso wie beim Wildtyp-Protein bestehen, wahrend nicht-
stabilisierte Dimere verschwinden. Dieses wird als Hinweis auf eine erhaltene

Tetramer-Stabilisierung durch kooperative Effekte gewertet.
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Abb. 3.8: STAT1-K525A ist zur kooperativen DNA-Bindung befahigt. STAT1-WT-GFP- und
STAT1-K525A-GFP-exprimierende U3R-Zellen wurden fir 45 min mit 5 ng/mL IFNy stimuliert,
anschlieBend Gesamtzellextrakte hergestellt und fir 15 min mit [SZP]-markierter 2XGAS-Sonde
inkubiert. Nach der In-vitro-Inkubation wurde den Reaktionsanséatzen ein 750-facher Uberschuss an
kalter M67-Sonde zugegeben und fir die angegebenen Zeiten inkubiert. Gezeigt ist das Auto-
radiogramm nach gelelektrophoretischer Auftrennung der Proben. In der ersten Bahn bezeichnet aS1
einen Supershift nach Zugabe eines STAT1-spezifischen Antikérpers. Bei der oberen Bande handelt
es sich um DNA-stabilisierte, tetramere STAT1-Komplexe, bei der unteren um die STAT1-Dimere. Der

Stern verweist auf eine unspezifische Bande.

3.2.2 STAT1-K525A besitzt eine inhibierte Genaktivierung aufgrund der
verminderten Phosphorylierung

Aus der Literatur ist bekannt, dass mit einer fehlenden Tyrosin-Phosphorylierung,
etwa durch Mutation des essentiellen Tyrosinrestes in Position 701, ein vollstandiger
Verlust der transkriptionellen Aktivierbarkeit von IFN-abh&ngigen STAT1-Zielgenen
einhergeht (Lim und Cao, 2006). Nach unserer Beobachtung eines geringeren
Phosphorylierungsniveaus und einer kompromittierten DNA-Bindung stellt sich die
Frage, wie sich diese Eigenschaften von STAT1-K525A auf deren Genaktivierung
auswirken. Um dies zu Uberprifen, wurden Reportergen-Assays durchgefuhrt. Dazu
wurde zum einen ein synthetischer Luciferase-Promotor mit drei, in Tandem-
Anordnung lokalisierten GAS-Bindestellen und zum anderen zwei native Promotoren
fur das humane Intrazellulare-Adhasionsmolekil-1 (ICAM-1) verwendet, wobei die

Letzteren jeweils nur eine singulare, kanonische GAS-Stelle besitzen. pIC-339 ist ein
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Luciferase-Reporter, welcher eine trunkierte Form des Promotors des ICAM-1-Gens
enthéalt, pIC-1352 enthalt den Volle-LAnge-Promotor (Hou et al., 1994; Van de Stolpe
et al., 1994).

35000 - ) * ,
*
30000 | —
25000 |
ST
=2
= 2 20000 |
<
98
]
& 5 15000 -
$3
o N
10000 A *
—
- l
0
- + - + IFNy
WT K525A

Abb. 3.9: Die IFN-abhéngige Genaktivierung von STAT1-K525A ist durch die Mutation
kompromittiert. U3R-Zellen wurden mit den Vektoren pSTAT1-WT und pSTAT1-K525A sowie den
Reportergen-Konstrukten p3xLy6E und ppGal transfiziert. 16-24 h nach der Transfektion wurden die
Zellen entweder unbehandelt belassen (graue Balken) oder fir 6 h mit 5 ng/mL IFNy stimuliert
(schwarze Balken). Zellextrakte wurden hergestellt und die Luciferase-Aktivitat in Proben von gleich
groBer Zellzahl bestimmt. Die Luciferase-Aktivitdt wurde auf die spektrometrisch gemessene j-
Galactosidase-Aktivitat der jeweiligen Probe normiert. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standard-
abweichungen von sechs unabhéangigen Transfektionen. Statistisch signifikante Abweichungen sind
durch das Symbol (*) gekennzeichnet.

Transient mit den pSTAT1-WT-, pSTAT1-K525A-Plasmiden, sowie den Plasmiden
pPGAS3xLY6E und ppGal transfizierte U3R-Zellen wurden unbehandelt belassen oder
fir 6 h mit IFNy stimuliert. Mit den Extrakten wurde die Luciferase-Aktivitat bestimmt
und auf die B-Galactosidase-Aktivitat normiert.

Wie man Abb. 3.9 entnehmen kann, fiihrt das verminderte Phosphorylierungsniveau
zu einer signifikanten Abnahme der transkriptionellen Aktivitat von STAT1-K525A
(p = 0,002). Auch die Reportergen-Assays mit den nativen Promotoren bestéatigen
dieses Ergebnis. Die Genaktivierung von STAT1-K525A ist auch hier inhibiert (Abb.
3.10).
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Abb. 3.10: Die Mutation K525A fuhrt zum Verlust der Aktivierbarkeit von IFNy-responsiven
Reportergenen mit nativen Promotorelementen. U3R-Zellen wurden mit den Reporterkonstrukten
pIC-339 (A) bzw. pIC-1352 (B) und zusétzlich entweder mit pSTAT1-WT oder pSTAT1-K525A
transfiziert. Zur Normierung wurde die Expression der kotransfizierten p-Galactosidase bestimmt. Am
Folgetag wurden die Zellen entweder unbehandelt belassen (graue Balken) oder fir 6 h mit 5 ng/mL
IFNy stimuliert (schwarze Balken). Aus den Zellextrakten wurde die Luciferase-Aktivitat bestimmt und
auf die B-Galactosidase-Aktivitat der entsprechenden Probe bezogen. Dargestellt sind die Mittelwerte
und Standardabweichungen von sechs unabhangigen Transfektionen. Statistisch signifikante
Abweichungen sind durch das Symbol (*) gekennzeichnet.

Zur Uberpriifung der Genaktivierung von nativen Zielgenen in vivo wurden real-time-
Experimente durchgefiihrt, bei denen die entsprechenden pcDNA3.1-Konstrukte zum
Einsatz kamen, die cDNA-Sequenzen fur die Expression von STAT1-K525A- bzw. -
WT-Protein enthielten. Hierbei wurde die Genexpression von vier unterschiedlichen
durch IFNy induzierbaren, endogenen STAT1-Zielgenen analysiert und auf das
jeweilige Expressionsniveau des Haushaltsgens gapdh normiert. Im Einzelnen
wurden STAT1-negative U3R-Zellen mit den beiden pcDNA3.1-Konstrukten in
getrennten Ansétzen transfiziert und 24 h danach das Vollmedium gegen 1 % FBS-
haltiges Medium, ansonsten gleicher Zusammensetzung, ausgetauscht. Am
nachsten Tag blieben die Zellen entweder unbehandelt oder wurden wie Ublich fir 6
h mit IFNy stimuliert. Als Positivkontrolle konnte anhand der stat1l-mRNA sicher nach-
gewiesen werden, dass die STAT1l-negativen Zellen infolge der Transfektion
rekombinantes STAT1 exprimierten. Wie man in Abb. 3.11 (A) sehen kann, ist die
Genaktivierung aller hier untersuchter nativer, IFNy-responsiver Zielgene durch die
Mutation K525A in vivo inhibiert. Die Zielgene irfl und gbpl wurden von den STAT1-
K525A exprimierenden U3R-Zellen im Vergleich zu STAT1-WT signifikant geringer
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aktiviert (p = 0,029). Eine migl-Expression wurde anders als beim unmutierten

Protein erst gar nicht beobachtet.
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Abb. 3.11: STAT1-K525A besitzt in vivo eine reduzierte transkriptionelle Aktivitdt an nativen
Zielgenen. 24 h nach der Transfektion wurde bei pSTAT1-WT- und pSTAT1-K525A-exprimierenden

U3R-Zellen die FBS-Konzentration des Kulturmediums auf 1 % reduziert und die Zellen tiber Nacht im

serumarmen Medium inkubiert. Danach wurden die Zellen fir weitere 6 h entweder unbehandelt

belassen oder mit 5 ng/mL IFNy (A) bzw. 5 ng/mL IFNa (B) stimuliert. Nach RNA-Isolation und cDNA-

Synthese wurde die Expression der oben genannten Gene mittels real-time-PCR Uberprift. Die Gen-

aktivierung wurde auf die jeweiligen Werte der gapdh-Messung normiert. Statistisch signifikante

Abweichungen sind durch das Symbol (*) gekennzeichnet.
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Die Zielgenaktivierung nach Stimulation mit IFNa wurde ebenfalls in vivo Uberprift
(Abb. 3.11 (B)). Dabei wurde die Genaktivierung von drei verschiedenen endogenen
IFNo-induzierbaren STAT1-Zielgenen untersucht. Zur Kontrolle der Transfektions-
effizienz wurde die exprimierte mRNA-Menge von statl mittels RT-PCR gemessen.
Trotz der hohen Expressionsraten des mutierten Transkriptionsfaktors, die auch nach
IFNy-Stimulation beobachtet werden konnten, blieb die Zielgenaktivierung in den
IFNo-stimulierten Proben von STAT1-K525A-exprimierenden Zellen signifikant
inhibiert (p < 0,001). Dies bestéatigt, dass durch die Substitution des Lysins in Position
525 die transkriptionelle Aktivitat von STAT1 sowohl im IFNa- wie auch im IFNy-Weg

erheblich negativ beeintrachtigt ist.

3.2.3 Die verminderte Phosphorylierung von STAT1-K525A betrifft alle
untersuchten STAT1-vermittelten Zytokine

Die Freisetzung von Interferon und die damit verbundene Rezeptoraktivierung
induziert unter physiologischen Bedingungen eine Tyrosin-Phosphorylierung von
STAT1 (Darnell, 1997). Fur die bisherigen Experimente wurde STAT1-K525A durch
Stimulation humaner Zellen mit IFNy phosphoryliert. Um zu Uberprifen, ob die
Phosphorylierung vom verwendeten Zytokin abhangt, wurden in vivo Stimulations-
versuche mit unterschiedlichen Zytokinen durchgefihrt. Dazu wurden HelLa-S3-
Zellen mit pSTAT1-WT-GFP und pSTAT1-K525A-GFP transfiziert und fur die
angegebenen Zeitpunkte entweder mit IFNa, IFNy oder EGF stimuliert. Es wurden
Gesamtzellextrakte gewonnen und diese mittels Western-Blot analysiert. Um sicher
zu gehen, dass gleiche Mengen an STAT1 in den Extrakten enthalten waren, wurde
nach stringentem Abwaschen des Phospho-STAT1-Antikérpers die gleiche Western-

Blot-Membran mit einem Pan-STAT 1-Antikorper inkubiert.
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Abb. 3.12: Zytokin-unabhangiger Phosphorylierungsdefekt von STAT1-K525A. HelLa-S3-Zellen
wurden mit pSTAT1-WT-GFP und pSTAT1-K525A-GFP transfiziert. (A) Nach der Transfektion wurden
die Zellen fur die angegebenen Zeiten mit 5 ng/mL IFNa oder IFNy stimuliert und Gesamtzellextrakte
gewonnen. Die Analyse erfolgte mittels Western-Blot. (B) Nach der Transfektion wurden die Zellen fir
die angegebenen Zeiten mit 100 ng/mL EGF stimuliert und Gesamtzellextrakte mittels Western-Blot
analysiert. Die obere Reihe zeigt jeweils das Ergebnis eines Western-Blots mit Phospho-STAT1-
Antikdrper. Im unteren Feld sind die gleichen Blot-Membranen nach Entfernen des Antikdrpers und

erneuter Inkubation mit einem STAT1-spezifischen Antikrper gezeigt.

Die Stimulation mit IFNa fuohrt bei STAT1-WT zu einer deutlich detektierbaren
Phospho-STAT1-Bande, bei STAT1-K525A ist nach 20 min jedoch nur eine
schwache Phosphorylierungsbande detektierbar. Nach 45 min IFNo-Stimulation ist
diese fast nicht mehr detektierbar (Abb. 3.12 (A)). Ein &hnliches Bild ist nach EGF-
Stimulation beobachtbar. Abb. 3.12 (B) demonstriert, dass auch in EGF-stimulierten,
STAT1-K525A-exprimierenden deutlich

schwacher ausfallt als im Falle von unmutiertem STAT1. Der Reblot verweist auch

Zellen das Phosphorylierungssignal
hier auf eine gleiche Beladung der einzelnen Bahnen mit STAT1-enthaltenen Zell-
extrakten.

Um zu untersuchen, an welchem Reaktionsschritt der JAK-STAT1-vermittelten
Signalkaskade der vom mutierten Lysin 525 ausgehende Defekt urséchlich lokalisiert
ist, wurden die im folgenden beschriebenen Versuche durchgefiihrt. Als erstes wurde
Uberpruft, ob durch die Substitutionsmutation die Befahigung der Mutante, durch
aktivierte Jak2-Kinase phosphoryliert zu werden, kompromittiert ist. Dazu wurden
Zelllysate fur die angegebenen Zeiten bei 30 °C mit Jak2 inkubiert und im Anschluss
daran das Phosphorylierungsniveau mittels Western-Blot untersucht. Auch hier
wurde mittels eines Pan-STAT1-spezifischen Antikdrpers die aufgetragene STAT1-

Menge kontrolliert.
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Abb. 3.13: In-vitro-Phosphorylierung mit Jak2. Nach der Transfektion von U3R-Zellen mit pSTAT1-
WT-GFP und pSTAT1-K525A-GFP wurden die Zellen unbehandelt belassen und Gesamtzellextrakte
gewonnen. Diese wurden fir die angegebenen Zeitpunkte bei 30 °C mit 4 pg/mL Jak2 inkubiert und
die Phosphorylierung mittels Western-Blot Uberprift. Die obere Reihe zeigt den Western-Blot mit
Phospho-STAT1-Antikdrper. Im unteren Feld ist die gleiche Blot-Membran nach Entfernen des Anti-

korpers und erneuter Inkubation mit STAT1-spezifischem Antikdrper gezeigt.

Wie man Abb. 3.13 entnehmen kann, ist STAT1-K525A zwar prinzipiell ein Substrat
fur die Jak2-Kinase, das Phosphorylierungsniveau ist aber im Gegensatz zu STAT1-
WT deutlich vermindert.

Eine weitere Mdglichkeit zur Aufklarung des Phanotyps der untersuchten Mutante, ist
die Uberprifung auf einen Rezeptorbindungsdefekt. Dazu wurde die Rezeptor-
bindung in vitro mittels eines aktiven Rezeptors untersucht. Verwendet wurde daftr
der EGF-Rezeptor (EGFR), da dieser uber intrinsische Kinaseaktivitat verfugt.
STAT1-WT- und STAT1-K525A-exprimierende U3R-Zellen wurden unbehandelt
belassen und daraus Gesamtzellextrakte gewonnen. Diese wurden fir die
angegebenen Zeiten bei 30 °C mit dem isolierten EGF-Rezeptor inkubiert und die
Phosphorylierung mittels Western-Blot untersucht. Wie man in Abb. 3.14 erkennt,
zeigt STAT1-K525A eine deutlich geringere Phosphorylierungsrate nach EGFR-
Behandlung als die Proben des in gleicher Weise behandelten Wildtyp-Molekls.
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Abb. 3.14: Reduzierte Phosphorylierung in vitro von STAT1-K525A durch EGF-Rezeptor-
Kinase. Von unstimulierten U3R-Zellen, die entweder STAT1-WT-GFP oder seine K525A-Mutante
exprimierten, wurden Gesamtzellextrakte gewonnen und diese fir die angegebenen Zeiten bei 30 °C
mit 2 pg/mL EGF-Rezeptor inkubiert. Die obere Reihe zeigt das Immunoblotting-Ergebnis mit einem
Phospho-STAT1-Antikdrper. Im unteren Feld ist die gleiche Blot-Membran nach Entfernen des Anti-

korpers und Re-Inkubation mit einem STAT1-spezifischen Antikdrper gezeigt.

Anhand dieser Ergebnisse konnte es sich bei STAT1-K525A moglicherweise um eine
Mutante mit defekter Rezeptorbindung oder Dimerisierung handeln. Um dieses naher
zu analysieren, wurden weitere Versuch zur Uberprifung der Rezeptorbindung
mittels Immunprazipitation durchgefiihrt (Abb. 3.15). Aus der Literatur ist bekannt,
dass STAT1-Mutanten, die nicht dimerisieren kdnnen, auch nicht an den Rezeptor
binden, da beide Reaktionen durch die SH2-Domane vermittelt werden. Aus diesem
Grund wurde die Dimerisierung von STAT1-WT und STAT1-K525A im Vergleich zu
einer dimerisierungsdefizienten Mutante untersucht (Shuai et al., 1993b und 1996;
Chen et al., 1998). Dazu wurden Expressionsplasmide, die fir STAT1-Addukte mit
Flag- oder GFP-Markern kodieren, hergestellt und diese in HelLa-S3-Zellen
kotransfiziert. Nach der Extraktion wurden Immunprazipitationen mit einem Flag-
spezifischem Antikérper durchgefihrt und die erhaltenen Immunprazipitate im
Western-Blot nach Inkubation mit einem o-STAT1-Antikdrper auf die Prasenz von
GFP-markierten STAT1-Proteinen untersucht.

Bei STAT1-R602L, einer aus der Literatur bekannten dimerisierungsinkompetenten
Mutante, konnte aufgrund des Dimerisierungsdefekts kein STAT1-GFP im Western-
Blot nachgewiesen werden. STAT1-K525A hingegen zeigte die gleiche STAT1-GFP-
Bande wie der WT. Das bedeutet, dass die Funktionalitdit der SH2-Doméane von
STAT1-K525A nicht beeintrachtigt ist und dass die Mutante zu einer normalen
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Dimerisierung befahigt ist. Mit Hilfe dieses Experiments konnte ein Rezeptor-

bindungsdefekt von STAT1-K525A ausgeschlossen werden.
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Abb. 3.15: STAT1-K525A besitzt die Fahigkeit zur Dimerisierung. HelLa-S3-Zellen wurden mit den
jeweiligen GFP- und Flag-exprimierenden Plasmiden der angegebenen STAT1-Mutanten
kotransfiziert. Danach wurden die Zellen unbehandelt belassen oder fur 45 min mit IFNy und
anschlieBend fir 15 min mit 0,8 mM Vanadat/ 0,2 mM H,O, stimuliert. Aus Zellextrakten wurden
Immunpréazipitate mit einem Anti-Flag-Antikdrper hergestellt und Aliquots davon entweder mit einem
spezifischen Antikdrpern gegen STAT1 (oben) oder Flag (unten) in Western-Blot-Technik markiert.

3.24 Das verminderte Phosphorylierungsniveau von STAT1-K525A lasst

sich durch Vanadat-Zugabe kompensieren

Im néachsten Versuch wurde Uberprift, ob sich die verminderte Tyrosin-
Phosphorylierung durch Vanadat-Zugabe kompensieren lasst. Vanadat hemmt die
fur die Dephosphorylierung von STAT1 verantwortlichen Phosphatasen und lasst die
Phospho-STAT1-Menge im Falle des STAT1-Wildtyp-Molekiils ansteigen. Durch die
fehlende Inaktivierung lasst sich eine Vanadat-induzierte Hyperphosphorylierung
detektieren (Haspel et al., 1996).

58



Ergebnisse

Van/H,0,
(min)
ap-STAT1
0 10 20 30 0 10 20 30 Van/h,0,
(min)
—— . — —-

aSTAT1
T —— —_— T ——

Abb. 3.16: Vanadat-Zugabe kompensiert die verminderte Phosphorylierung von STAT1-K525A.
STAT1-WT-GFP- und STAT1-K525A-GFP-exprimierende HelLa-S3-Zellen wurden fur 15 min mit
5 ng/mL IFNy stimuliert und im Anschluss fir die angegebenen Zeiten mit 0,8 mM Vanadat/ 0,2 mM
H,O, behandelt. Gesamtzellextrakte wurden gewonnen und die induzierte Hyperphosphorylierung
mittels Western-Blot Uberprift. Die obere Reihe zeigt den Western-Blot mit Phospho-STAT1-
Antikorper. Im unteren Feld ist die gleiche Blot-Membran nach Entfernen des Antikorpers und erneuter
Inkubation mit STAT1-spezifischem Antikorper gezeigt.

Transient mit den jeweiligen Plasmiden transfizierte HeLa-S3-Zellen wurden mit IFNy
stimuliert und im Anschluss fir die angegebenen Zeitpunkte mit Vanadat/H,0,
behandelt. Gesamtzellextrakte wurden gewonnen und mittels Western-Blot
analysiert. In Abb. 3.16 sieht man, dass STAT1-K525A zum Zeitpunkt O (15 min
IFNy, 0 min Vanadat/H,0,), also bei Abwesenheit einer Vanadatinkubation, erneut
geringer phosphoryliert ist als STAT1-WT. Durch Vanadat-Zugabe lasst sich die
verminderte Phosphorylierung jedoch vollstandig kompensieren, so dass man nach
10 min Vanadat-Behandlung ein vergleichbares Phosphorylierungsniveau von
STAT1-WT und STAT1-K525A erhélt.

Des Weiteren wurde der Einfluss von Vanadat auf die gehemmte Kernakkumulation
von STAT1-K525A untersucht. Dazu wurden HelLa-S3-Zellen mit den Expressions-
plasmiden pSTAT1-WT-GFP und pSTAT1-K525A-GFP transfiziert und fir 15 min mit
IFNy stimuliert. Danach wurden die Zellen fiir die angegebenen Zeiten mit
Vanadat/H,O, behandelt, bevor sie mit 4 % Formalin fixiert und die Kerne mit
Hoechst angefarbt wurden. Das Ausmal3 der Kernakkumulation wurde mit Hilfe eines
Fluoreszenzmikroskops beurteilt.

Minus
A

Zum besseren Vergleich wurde bei diesem Versuch STAT1-DN als Kontrolle

Minus
A

mit untersucht. DN weist auch nach Vanadat-Behandlung nur eine geringe

Konzentration in den Nuklei auf (Meyer et al., 2003). Der Vergleich von STAT1-
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K525A mit DNAM™S und STAT1-WT zeigte aber deutlich, dass eine Vanadat-
Behandlung die inhibierte Kernakkumulation von STAT1-K525A wiederherstellt (Abb.

3.17).
WT K525A DNA"™*

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

15 min
IFNy

15 min IFNy,
10 min Van/H,0,

15 min IFNy,
20 min Van/H,0,

15 min IFNy,
30 min Van/H,0,

Abb. 3.17: Vanadat induziert ein normales Kernakkumulationsverhalten von STAT1-K525A.
STAT1-WT-GFP-, STAT1-K525A-GFP- und STAT1-DNA"™S-GFP-exprimierende Hela-S3-Zellen
wurden fur jeweils 15 min mit 5 ng/mL IFNy behandelt und danach fir die angegebenen Zeiten mit
0,8 mM Vanadat/0,2 mM H,0, inkubiert. Die Zellen wurden mit 4 % Formalin fixiert, die Zellkerne

mittels Hoechst-Farbstoff gefarbt und die Kernakkumulation fluoreszenzmikroskopisch untersucht.

Ein weiterer Hinweis darauf, dass es sich bei dem K525A-Protein nicht um eine
Mutante mit einem prinzipiellen Phosphorylierungsdefekt handelt, konnte in EMSA-
Experimenten erbracht werden. STAT1-WT-GFP- und STAT1-K525A-GFP-
exprimierende U3R-Zellen wurden fur 15 min mit IFNy stimuliert und danach fur die
angegebenen Zeitpunkte mit Vanadat/H,O, behandelt. Gesamtzellextrakte aus
diesen Zellen wurden fir 15 min mit [*P]-markierter M67-Sonde inkubiert und nach
gelelektrophoretischer Auftrennung autoradiographisch untersucht. Das Ergebnis
dieses Gelshiftexperimentes bestétigte, dass eine Vanadat-Behandlung die DNA-
gebundene Menge von STAT1-K525A erhéht (Abb. 3.18).
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Abb. 3.18: Vanadat-Behandlung erhéht die Menge von DNA-gebundenem STAT1-K525A.
STAT1-WT-GFP- und STAT1-K525A-GFP-exprimierende U3R-Zellen wurden fir 15 min mit 5 ng/mL
IFNy stimuliert und im Anschluss fur die angegebenen Zeiten mit 0,8 mM Vanadat/0,2 mM H,O,
behandelt. Gesamtzellextrakte dieser Zellen wurden fir 15 min mit [32P]-markierter M67-DNA
inkubiert. Die Auftrennung erfolgte mittels nativer Polyacrylamid-Gelelektrophorese. aS1 bezeichnet
einen Supershift mit STAT1-spezifischem Antikérper; aS3 einen Kontroll-Supershift mit STATS3-
spezifischem Antikorper. Der Pfeil markiert die STAT1-DNA-Komplexe. Der Stern markiert eine

unspezifische Bande.

3.25 Experimente in vivo und in vitro beweisen, dass es sich bei STAT1-

K525A um eine Dephosphorylierungsmutante handelt

Der bislang beschriebene Phanotyp von STAT1-K525A ergibt sich zweifelslos aus
der verminderten Phosphorylierungsrate der Mutante. Uberdies konnte gezeigt
werden, dass bei STAT1-K525A unter Vanadatexposition Phosphatgruppen in den
Tyrosinrest 701 inkorporiert werden. Es handelt sich also nicht um eine Mutante mit
einem prinzipiellen Phosphorylierungsdefekt, denn die Vanadat-Zugabe filihrte zu
einer uneingeschrankten Hyperphosphorylierung. Deshalb wurde zuletzt getestet, ob
diese Mutante in vivo und in vitro einer verstarkten Dephosphorylierungsrate
unterliegt.

Fur die Untersuchung in vivo wurden HelLa-S3-Zellen transient mit pSTAT1-WT-GFP
und pSTAT1-K525A-GFP Expressionsplasmiden transfiziert und fir 45 min mit IFNy
behandelt. Im Anschluss an die IFNy-Stimulation wurden die Zellen fur die
angegebenen Zeitpunkte mit Staurosporin, einem Kinaseinhibitor inkubiert. Nach

Western-Blot-Analyse der Gesamtzellextrakte sieht man in Abb. 3.19 (A), dass das
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Phosphorylierungssignal bei STAT1-K525A schneller abnimmt als beim WT-Protein.
In-vitro-Dephosphorylierungsassays mit der aufgereinigten T-cell Protein
Phosphatase (TC-PTP) bestatigten eindrucksvoll dieses Ergebnis. Dazu wurden
Gesamtzellextrakte von IFNy-stimulierten STAT1-WT- bzw. STAT1-K525A-
exprimierenden U3R-Zellen in vitro fur unterschiedliche Zeiten bei 30 °C mit TC-PTP
inkubiert. Fir STAT1-K525A wurde die doppelte Extraktmenge als beim WT
eingesetzt, um eine Normierung auf gleiche Phospho-STAT1-Konzentrationen in den

Reaktionsansatzen zu gewahrleisten.
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Abb. 3.19: In-vivo- und In-vitro-Dephosphorylierung von STAT1-K525A. (A) HelLa-S3-Zellen
wurden mit pSTAT1-WT-GFP und pSTAT1-K525A-GFP transfiziert und fur 45 min mit 5 ng/mL IFNy

stimuliert. Vor der Extraktion von Gesamtzellextrakten wurden die Zellen noch fir die angegebenen

Zeiten mit Staurosporin behandelt. Die Dephosphorylierungskinetik wurde mittels Western-Blot
analysiert. Die obere Reihe zeigt den Western-Blot mit Phospho-STAT1-Antikoérper. Im unteren Feld
ist die gleiche Blot-Membran nach Entfernen des Antikérpers und erneuter Inkubation mit STAT1-
spezifischem Antikorper gezeigt. (B) STAT1-WT- und STAT1-K525A-exprimierende U3R-Zellen
wurden fur 45 min mit 5 ng/mL IFNy stimuliert, Gesamtzellextrakte gewonnen und fur die
angegebenen Zeiten bei 30 °C mit 2 U TC-PTP inkubiert. Die obere Reihe zeigt den Western-Blot mit
Phospho-STAT1-Antikdrper. Im unteren Feld ist die gleiche Blot-Membran nach Entfernen des Anti-
korpers und erneuter Inkubation mit STAT1-spezifischem Antikdrper gezeigt.

Mittels dieser Western-Blot-Experimente konnte der Nachweis erbracht werden, dass
es sich bei STAT1-K525A um eine Dephosphorylierungsmutante handelt (Abb.
3.19). Die Linker-Domane ist also nicht nur, wie bekannt an der DNA-Bindung,
sondern auch an der Rekrutierung der Phosphatase beteiligt.
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3.3 Charakterisierung von STAT1-E500A

Mit Hilfe der Kristallstruktur (Abb. 3.20) konnte ein Glutamatrest an der Oberflache
von STAT1 identifiziert werden. Dieser Glutamatrest befindet sich in der Linker-
Domane und ist in der Familie der STAT-Proteine hoch konserviert (Tab. 3.2).
Lediglich STAT2 besitzt an dieser Position einen Prolinrest. Der Glutamatrest in
Position 500 von STAT1 wurde in dieser Arbeit nach Alanin mutiert und der Phanotyp

dieser Mutante untersucht.

STAT1493ARWAQLSVLSWQFSS
STAT2491APWSLLGALSWQFSS
STAT34996TWDQVAVLSWQFSS
STAT4490ATLSQLLVMSWQFSS
STAT5a503VLWPQLCALNMKFKA
STAT5b503VLWPQLCALNMKFKA
STAT6446VPWEKMCTLNLKFMA

Tab. 3.2: Sequenzhomologie von STAT1-E500A. Der Glutamatrest in Position 500 ist bei allen
Mitgliedern der STAT1-Familie konserviert. Lediglich STAT2 besitzt an dieser Position einen Prolin-

rest.

Abb. 3.20: Kristallstruktur von STAT1 mit Darstellung des Glutamatrestes in Position 500. Das
DNA-gebundene Dimer ist in griin dargestellt, die LD in lachs und der Aminosaurerest E500 der

jeweiligen Monomere in rot.
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3.3.1 Die Einfihrung eines Alaninrests an Position 500 von STATL1 fihrt zu

einer verbesserten transkriptionellen Aktivitat nach IFNy-Stimulation

Nach Zytokinstimulation und Aktivierung gelangen STAT-Molekule als Dimere in den
Zellkern, wo sie die Expressionsrate von Zielgenen modulieren. Die transkriptionelle
Aktivitat hangt dabei von der Phosphorylierung und der Affinitat zur DNA ab (Yang et
al., 2002; Meyer und Vinkemeier, 2004). Die Uberprufung der transkriptionellen
Aktivitdt von STAT1-E500A fand in einem ersten Versuch unter Verwendung von
Luciferase-Reportergen-Konstrukten statt. Dazu wurde einmal ein Luciferase-
Reporter benutzt, der durch einen synthetischen Promotor mit dreifacher GAS-Binde-
stelle im Abstand von 10 bp (3xLy6E) reguliert wird. Des Weiteren wurden
Reportergen-Assays unter Verwendung eines nativen Promotors durchgefuhrt. Ein
Reportergen (pIC-339) besteht aus einer trunkierten Form des Promotors fur das
humane Intrazellulare-Adhasionsmolekiil-1 (ICAM-1) und besitzt eine kanonische
GAS-Stelle. Ein anderes Konstrukt (plC-1352) besitzt den Volle-Lange-Promotor des
ICAM-1-Gens (Hou et al., 1994; Van de Stolpe et al., 1994). Fur alle Versuche
wurden U3R-Zellen mit den pcDNAS3.1-Plasmiden pSTAT1-WT, pSTAT1-E500A,
sowie mit den Reportern pGAS3xLy6E bzw. pIC-339 oder plC-1352 und ppGal
transfiziert. Die Zellen wurden entweder unbehandelt belassen oder fir 6 h mit IFNy
stimuliert. Mit Hilfe spektrometrischer Verfahren wurde die Luciferase-Aktivitat der
Zellextrakte bestimmt und die Normierung auf die p-Galactosidase-Aktivitat

durchgefuhrt.
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Abb. 3.21: Die transkriptionelle Aktivitdt von STAT1-E500A ist im Reportergen-Assay
differentiell reguliert. U3R-Zellen wurden mit pSTAT1-WT bzw. pSTAT1-E500A sowie mit den
Reportern pGAS3xLY6E (A) bzw. plC-339 (B) oder plC-1352 (C) und ppGal transfiziert und 16 -24 h
danach unbehandelt belassen oder in parallelen Ansétzen fur 6 h mit 5 ng/mL IFNy stimuliert. Zell-
extrakte wurden hergestellt und die Luciferase-Aktivitdt gemessen. Normiert wurde auf die B-
Galactosidase-Aktivitat. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von sechs
unabhangigen Transfektionen. Statistisch signifikante Abweichungen sind durch das Symbol (*)

gekennzeichnet.

Wie man in Abb. 3.21 sieht, ist die Expression des Luciferase-Gens fur STAT1-
E500A bei allen drei Reportergen-Konstrukten im Vergleich zu STAT1-WT erhoht; im
Falle des 3xLy6E-Promoters ist diese Erh6hung signifikant (p < 0,001).

Um zu Uberprifen, ob die verbesserte transkriptionelle Aktivitat von STAT1-E500A
auch bei anderen als der verwendeten Konzentration an IFNy beobachtet wird,
wurden STAT1-WT- und STAT1-E500A-exprimierende U3R-Zellen mit unter-
schiedlichen IFNy-Konzentrationen stimuliert und die Luciferase-Gen-Expression mit
Hilfe des 3xLy6E-Promotors udberprift. Bei alle untersuchten Interferon-
Konzentrationen war die Expression des Luciferase-Gens durch den STAT1-E500A-
Transkriptionsfaktor im Vergleich zum Wildtyp-Molekul erhoht (Abb. 3.22). Der
verbesserte transkriptionelle Effekt der Punktmutante an einer artifiziellen, starken
Promotorregion wird also tber einem breiten Spektrum der Zytokin-Konzentration

beobachtet.
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Abb. 3.22: Die verbesserte transkriptionelle Aktivitdt von STAT1-E500A im Reportergen-Assay
ist unabhangig von der IFNy-Konzentration. U3R-Zellen wurden mit pSTAT1-WT bzw. pSTAT1-
E500A sowie mit pGAS3xLy6E und ppGal transfiziert und 16 -24 h danach entweder unbehandelt
belassen oder fir 6 h mit unterschiedlichen IFNy-Konzentrationen stimuliert. Zellextrakte wurden
hergestellt und die Luciferase-Aktivitat in jeweils sechs unabhangigen Proben fir jede gewahlite
Konzentration gemessen. Normiert wurde auf die B-Galactosidase-Aktivitat. Dargestellt sind die Mittel-

werte und Standardabweichungen von sechs unabhangigen Transfektionen.

Zusatzlich zu den In-vitro-Versuchen wurde die Genaktivierung von STAT1-E500A in
vivo Uberprift. Dies wurde mittels real-time-PCR unter Verwendung der jeweiligen
pcDNA3.1-Konstrukte durchgefuhrt. Hierbei wurde die Genexpression von vier
unterschiedlichen endogenen, IFNy-induzierbaren STAT1-Zielgenen untersucht und
auf die jeweiligen gapdh-Werte normiert. Dazu wurden U3R-Zellen mit den
pcDNA3.1-Konstrukten transfiziert und 24 h danach das Vollmedium gegen ein 1 %
FBS-haltiges Medium ausgetauscht. Am néchsten Tag wurden die Zellen entweder
unbehandelt belassen oder fir 6 h mit IFNy stimuliert. Anhand der statl-mRNA

Expression wurde die Expression von rekombinantem STAT1 verifiziert.
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Abb. 3.23: Die differentielle Genaktivierung von STAT1-E500A ist abhangig von der Art des
U3R-Zellen wurden mit den entsprechenden pcDNA3.1-Plasmiden
transfiziert und 24 h danach das Vollmedium gegen 1 % FBS-haltiges Medium getauscht. Am
nachsten Tag wurden die Zellen entweder unbehandelt oder fur 6 h mit 5 ng/mL IFNy (A) bzw. mit 5
ng/mL IFNa (B) stimuliert. RNA wurde aus den Zellen isoliert, daraus cDNA hergestellt und die
Expression der oben genannten Gene mittels real-time-PCR Uberpruft. Die Genaktivierung wurde auf

die jeweiligen Werte der gapdh-Messung normiert. Statistisch signifikante Abweichungen sind durch
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Auch in vivo weist STAT1-E500A eine im Gegensatz zu STAT1-WT signifikant
verbesserte transkriptionelle Aktivitat nach Stimulation der Zellen mit IFNy auf
(p <0,02) (Abb. 3.23 (A)). Um zu Uberprifen, ob die verbesserte transkriptionelle
Aktivitat ein generelles Phanomen von STAT1-E500A ist oder vom verwendeten
Zytokin abhangt, wurde in weiteren Versuchen die transkriptionelle Aktivitat nach
Stimulation mit IFNa untersucht. Die Stimulation mit IFNy fuhrt bekanntermalR3en zur
Bildung von STAT1-Homodimeren, IFNa induziert als Ligand nach Rezeptorbindung
dagegen die Bildung von STAT1-STAT2-Heterodimeren.

Die Stimulation mit IFNo resultierte in keiner verbesserten Genaktivierung von
STAT1-E500A (Abb. 3.23 (B)), sondern fihrte zu einer unveranderten bis sogar
verminderten transkriptionellen Aktivitdt. Der Effekt der verbesserten trans-
kriptionellen Aktivitat durch Einfuhrung einer Mutation in Position 500 von STAT1
betrifft demnach nur den IFNy-vermittelten Weg und wird nicht nach IFNa-Stimulation
beobachtet.

Aufgrund dieser Ergebnisse wurde in einem weiteren Versuch die konstitutive Ziel-
genaktivierung Uberprift. Die Aktivierung von Apoptosegenen durch STATL1 ist
unabhéngig von der IFN-Stimulation (Kumar et al., 1997). U3R-Zellen wurden
transient mit pcDNA3.1-STAT1-WT- und -STAT1-E500A-Plasmiden transfiziert und
24 h nach der Transfektion wurde der Serumgehalt des Kulturmediums von 10 % auf
1 % reduziert. RNA wurde extrahiert, cDNA hergestellt und die Genexpression der
Apoptosegene ice, ich und cpp32 mittels real-time-PCR Uberprift. In Abb. 3.24 ist
das Ergebnis der real-time-PCR graphisch dargestellt. Wie man sieht, ist kein
signifikanter Unterschied in der konstitutiven Zielgenaktivierung von STAT1-E500A
und STAT1-WT zu beobachten (p = 0,05).

Die verbesserte transkriptionelle Aktivitat von STAT1-E500A ist demnach nur nach
IFNy-Stimulation zu beobachten, betrifft aber nicht Zellen, die mit IFNa stimuliert
wurden und konnte auch nicht fir die STAT1-regulierte, Zytokin-unabhangige

Induktion von Caspase-Genen gefunden werden.
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Abb. 3.24: IFN-unabhangige Zielgenaktivierung von STAT1-E500A. U3R-Zellen wurden mit den
angegebenen pcDNA3.1-Plasmiden transfiziert und 24 h danach der Serumgehalt des Kulturmediums
auf 1 % FBS vermindert. Am néchsten Tag wurde RNA aus den Zellen isoliert, cDNA hergestellt und
die Expression der oben genannten Gene mittels real-time-PCR Uberprift. Die Genaktivierung wurde
auf die jeweiligen Werte der gapdh-Messung normiert. Statistisch signifikante Abweichungen sind

durch das Symbol (*) gekennzeichnet.

3.3.2 Die verbesserte transkriptionelle Aktivitat von STAT1-E500A ist nicht
auf eine Veranderung des Phosphorylierungsniveaus oder der

Kernakkumulation zuriickzufiihren

Eine mdgliche Ursache fur die verbesserte transkriptionelle Aktivitdt konnte eine
Hyperphosphorylierung oder verlangerte Kinetik der Kernakkumulation sein. Deshalb
wurde die Phosphorylierung mittels Phospho-STAT1-spezifischem Western-Blot
Uberpruft. Dazu wurden HelLa-S3-Zellen mit STAT1-GFP-exprimierenden Plasmiden
transfiziert und im Intervall mit IFNy stimuliert. Im Anschluss an die Stimulation
wurden die Zellen fir unterschiedliche Zeiten mit Staurosporin behandelt. Die
Phosphorylierung der gewonnenen Proteinextrakte wurde mittels Western-Blot

Uberpraft.
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Abb. 3.25: Das Phosphorylierungsniveau von STAT1-E500A ist nicht verandert. STAT1-WT-
GFP- und STAT1-E500A-GFP-exprimierende HelLa-S3-Zellen wurden fur 45 min mit 5 ng/mL IFNy
stimuliert und anschlieRend fir die angegebenen Zeiten mit Staurosporin behandelt. Aus Gesamt-
zellextrakten wurde die Menge an Phospho-STAT1 mittels Western-Blot analysiert. Die obere Reihe
zeigt den Western-Blot mit Phospho-STAT1-Antikorper. Im unteren Feld ist die gleiche Blot-Membran

nach Entfernen des Antikérpers und erneuter Inkubation mit STAT1-spezifischem Antikorper gezeigt.

Anhand der Abb. 3.25 sieht man, dass die Dephosphorylierungskinetik von STAT1-
E500A-GFP unter Bedingungen der Staurosporin-Behandlung IFNy-prastimulierter
Zellen vergleichbar mit der von STAT1-WT-GFP ist. Grundsatzlich liegt also keine
Hyperphosphorylierung der Mutante vor. In Abb. 3.26 wird deutlich, dass auch die In-
vivo-Dephosphorylierungskinetik von STAT1-E500A nicht von der in vitro abweicht.
Durch Zugabe der isolierten TC-Protein-Tyrosin-Phosphatase zu Extrakten von IFNy-
prastimulierten Zellen kommt es zu einer Abnahme des Phospho-STAT1-Signals, die

sich nicht wesentlich zwischen beiden STAT1-Molekilen unterscheidet.
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Abb. 3.26: Die In-vitro-Dephosphorylierungsrate von STAT1-E500A entspricht der von STAT1-
WT. U3R-Zellen wurden mit pSTAT1-WT-GFP und pSTAT1-E500A-GFP transfiziert und fir 45 min mit
5 ng/mL IFNy stimuliert. Die gewonnenen Gesamtzellextrakte wurden fir die angegebenen Zeiten mit
2 U TC-PTP bei 30 °C inkubiert und mittels Western-Blot analysiert. Die obere Reihe zeigt den
Western-Blot mit Phospho-STAT1-Antikdrper. Im unteren Feld ist die gleiche Blot-Membran nach

Entfernen des Antikdrpers und erneuter Inkubation mit STAT1-spezifischem Antikérper gezeigt.

Die vorherige Beobachtung einer differentiellen, Zytokin-abhangigen Genexpression
von STAT1-E500A (siehe Abb. 3.23) lie3 mich die Phosphorylierung nach IFNa-
Stimulation Uberprifen. Zusatzlich wurde in weiteren Western-Blot-Experimenten die
Phosphorylierung nach EGF-Stimulation bestimmt (Abb. 3.27).
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Abb. 3.27: Die Stimulation mit IFNa (A) und EGF (B) zeigt keinen Unterschied bezliglich des
Phosphorylierungsniveaus von STAT1-E500A im Vergleich zu STAT1-WT. STAT1-WT-GFP- und

STAT1-E500A-GFP-exprimierende HelLa-S3-Zellen wurden fir die angegebenen Zeiten mit 5 ng/mL
IFNa oder 100 ng/mL EGF stimuliert. Gesamtzellextrakte wurden gewonnen und die Phosphorylierung
mittels Western-Blot untersucht. Die obere Reihe zeigt jeweils die Western-Blots mit Phospho-STAT1-
Antikdrper. Im unteren Feld sind die gleichen Blot-Membranen nach Entfernen des Antikdrpers und
erneuter Inkubation mit STAT1-spezifischem Antikdrper gezeigt.

71



Ergebnisse

Nach IFNa- und EGF-Stimulation von STAT1-E500A war verglichen mit STAT1-WT
kein Unterschied in der Phosphorylierungskinetik zu erkennen. Aus diesem Grund
erfolgte die Stimulation fur die weitere Klarung des Phanotyps von STAT1-E500A nur
noch mit dem Typ-ll-Interferon IFNy.

WT E500A

STAT1-GFP Hoechst STAT1-GFP Hoechst

45 min
IFNy

45 min IFNy,
1h Stauro

45 min IFNy,
2h Stauro

45 min IFNy,
3h Stauro

Abb. 3.28: STAT1-WT und STAT1-E500A weisen die gleiche Staurosporinsensitivitat beim
Zusammenbruch der IFNy-induzierten Kernakkumulation auf. Transient mit pSTAT1-WT-GFP und
pSTAT1-E500A-GFP transfizierte HeLa-S3-Zellen wurden fur 45 min mit 5 ng/mL IFNy stimuliert und
nachfolgend fiir die angegebenen Zeiten mit 1 uM Staurosporin behandelt. Danach wurden die Zellen
mit 4 % Formalin fixiert und die Zellkerne mit Hoechst-Farbstoff gefarbt.

Da eine Hyperphosphorylierung als Ursache fir die verbesserte transkriptionelle
Aktivitat in IFNy-stimulierten Zellen ausgeschlossen werden konnte, wurde die Kinetik
der Kernakkumulation Uberprift. Dazu wurden erneut STAT1-GFP-kodierende
Plasmide verwendet, da man mit ihrer Hilfe die intrazellulare Verteilung und die
Kinetik der Kernakkumulation fluoreszenzmikroskopisch untersuchen kann. STAT1-
WT-GFP- und STAT1-E500A-GFP-exprimierende Hela-S3-Zellen wurden nach
IFNy- und Staurosporin-Behandlung direkt fluoreszenzmikroskopisch untersucht.
Auch in diesem Versuch ist kein Unterschied zwischen STAT1-WT und STAT1-
E500A zu erkennen (Abb. 3.28). Beide wiesen nach IFNy-Stimulation eine

Lokalisation im Zellkern auf. Nach Staurosporingabe kam es zu einem raschen
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Zusammenbruch der Kernakkumulation von STAT1-WT-GFP und STAT1-E500A-
GFP, der sich in seiner Kinetik nicht unterschied. Nach 3 h Staurosporininkubation

wiesen beide STAT1-GFP-Konstrukte wieder eine panzellulare Verteilung auf.

GFP-Fusionsproteine besitzen im Vergleich zu endogenem STAT1 eine verringerte
Exportrate (Koster und Hauser, 1999; Begitt et al.,, 2000; Meyer et al., 2007). Um
auszuschlie3en, dass der GFP-Anteil des Fusionsproteins einen Einfluss auf die
subzellulare Verteilung von STAT1 besitzt, wurde die Kernakkumulation von
unmarkiertem, nativem STAT1 unter Einsatz von pcDNA3.1-STAT1-Plasmiden
Uberprift. Dazu wurden U3R-Zellen, die zuvor mit den pcDNA3.1-Expressions-
vektoren der jeweiligen STAT1-Molekile transfiziert wurden, mit IFNy stimuliert,
bevor die Zellen mit Staurosporin behandelt wurden. Nach Immunfarbung mit
STAT1-spezifischem Antikérper wurden die Praparate fluoreszenzmikroskopisch
untersucht.
WT ES500A

STAT1 Hoechst STAT1 Hoechst

45 min IFNy,
2h Stauro

Abb. 3.29: Die immunzytochemische Untersuchung weist keinen Unterschied in der Kinetik der
Kernakkumulation von STAT1-WT und STAT1-E500A auf. STAT1-WT- und STAT1-E500A-

45 min
IFNy

45 min IFNy,
1h Stauro

45 min IFNy,
3h Stauro

exprimierende U3R-Zellen wurden fir 45 min mit 5 ng/mL IFNy stimuliert und anschlieRend fur die
angegebenen Zeiten mit 1 pM Staurosporin behandelt. Im Anschluss wurden die Zellen mit Methanol
fixiert. Die STAT1-Lokalisation wurde immunzytochemisch mit einem STAT1-spezifischen Antikdrper
und Cy3-gekoppeltem Anti-Kaninchen-IgG aus Ziege detektiert. Das Anfarben der Zellkerne erfolgte
mit Hoechst-Farbstoff.
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Wie man in Abb. 3.29 sieht, akkumulieren STAT1-WT und STAT1-E500A nach IFNy-
Stimulation in den Kern. Bereits nach 1 h Staurosporin-Behandlung haben beide

Proteine eine panzellulare Verteilung eingenommen.

3.3.3 Die DNA-Bindung von STAT1-E500A ist vergleichbar mit der von
STAT1-WT

Da eine Hyperphosphorylierung und eine verlangerte Kinetik der Kernakkumulation
als Ursache fur die verbesserte transkriptionelle Aktivitat nach IFNy-Stimulation aus-
geschlossenen werden konnte, wurde im nachsten Schritt die DNA-Bindung unter-
sucht. Anhand einiger Mutanten von STAT1 konnte gezeigt werden, dass die Starke
der DNA-Bindung einen Einfluss auf die transkriptionelle Aktivitdt haben kann (Yang
et al., 2002).

Als erstes wurde Uberprift, ob STAT1-E500A Uberhaupt in der Lage ist an DNA zu
binden und wenn ja, ob STAT1-E500A die Affinitat zur Bindung an GAS-Stellen
behalt. Dazu wurden EMSA-Experimente unter Verwendung von drei unter-
schiedlichen Sonden durchgefuhrt. Eine Sonde bestand aus einer einfachen GAS-
Stelle (M67 oder GAS), die zweite aus einer GAS-nonGAS-Stelle. Zur Untersuchung
der kooperativen DNA-Bindung stand eine Sonde mit zweifacher GAS-Bindestelle
zur Verfigung. Die kooperative DNA-Bindung resultiert aus der Fahigkeit der
Proteine, stabile Tetramere an Tandem-GAS-Stellen zu bilden. Unspezifische DNA-
Bindungen wurden mit Hilfe einer Sonde, die zwei modifizierte GAS-Stellen besitzt
(2xnonGAS), untersucht.
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GAS GAS-nonGAS 2xnonGAS

WT E500A WT E500A WT E500A
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Abb. 3.30: Die Affinitat zu GAS-Stellen (A) und die Fahigkeit zur kooperativen DNA-Bindung (B)
sind durch die Mutation E500A nicht beeintréachtigt. Nach 45-minitiger Stimulation mit 5 ng/mL
IFNy wurden Gesamtzellextrakte von STAT1-WT-GFP- und STAT1-E500A-GFP-exprimierenden U3R-
Zellen gewonnen und diese fur 15 min mit den angegebenen Sonden inkubiert. (A) Dabei handelt es
sich um eine einfache GAS-Bindestelle (GAS), eine GAS-Stelle mit einer mutierten GAS-Stelle im
Tandem (GAS-nonGAS) und einer zweifachen Nicht-GAS-Bindestelle (2xnonGAS). (B) Fir die
Kompetition wurden die Proben anschlieRend noch fiir 30 min mit einem 750-fachen Uberschuss an
unmarkierter Sonde inkubiert. Die Proben wurden mittels nicht-denaturierenden Polyacrylamidgelen

aufgetrennt. Der Pfeil markiert dimere STAT1-DNA-Komplexe; Sterne unspezifische Banden.

Zur Uberprifung der DNA-Bindung von STAT1-E500A sowie der kooperativen DNA-
Bindung wurden STAT1-WT-GFP- und STAT1-E500A-GFP-exprimierende U3R-
Zellen fur 45 min mit 5 ng/mL IFNy stimuliert und die Zellextrakte fir Gelshift-
Experimente verwandt. Die Extrakte wurden flr 15 min mit den entsprechenden
Sonden inkubiert und gelelektrophoretisch aufgetrennt. Zur Uberpriifung der
kooperativen DNA-Bindung wurden zusatzlich Kompetitionsexperimente durch
Zugabe eines 750-fachen molaren Uberschusses an unmarkierter Sonde
durchgefihrt.

In Abb. 3.30 (A) ist zu sehen, dass STAT1-E500A eine erhaltene Affinitdt zu GAS-
Stellen besitzt. GAS-nonGAS-Bindestellen werden mit verminderter Affinitat und
2xnonGAS-Stellen gar nicht erkannt. Des Weiteren wird durch die Einfihrung einer
Mutation in Position 500 die Fahigkeit zur kooperativen DNA-Bindung nicht verandert
(Abb. 3.30 (B)).
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Yang et al. beschrieben 2002 eine Mutante der Linker-Doméane von STAT1, die
aufgrund einer schnelleren Dissoziations-Rate von DNA in ihrer transkriptionellen
Aktivitat erheblich eingeschrankt ist. Da STAT1-E500A eine verbesserte trans-
kriptionelle Aktivitat aufweist, wurde mittels eines weiteren EMSA-Experiments
Uberpruft, ob die Off-Rate von STAT1-E500A durch die Mutation beeinflusst ist. Dazu
wurden STAT1-WT-GFP- und STAT1-E500A-GFP-exprimierende U3R-Zellen flur 45
min mit IFNy stimuliert und die daraus gewonnenen Zellextrakte fir 15 min mit M67-
Sonde und im Anschluss fur die angegebenen Zeiten mit unmarkierter Sonde
inkubiert. Die Analyse erfolgte durch Autoradiographie in Vakuum-getrockneten Poly-

acrylamidgelen.

WT E500A
o N
£ £ o 5 10 o0 5 10 min
——
- — - —
- s - o - %

Abb. 3.31: Die Dissoziationsrate von GAS-Bindestellen unterscheidet sich nicht zwischen
STAT1-E500A und STAT1-WT. Gesamtzellextrakte von STAT1-WT- und STAT1-E500A-
exprimierenden U3R-Zellen, die mit 5 ng/mL IFNy préstimuliert wurden, wurden fur 15 min bei RT mit
M67-Sonde und im Anschluss fiir die angegebenen Zeiten mit 750-fachem Uberschuss einer
unmarkierten M67-Sonde inkubiert. Die Proben wurden mittels nicht-denaturierenden Polyacryl-
amidgels aufgetrennt. Der Pfeil markiert die STAT1-DNA-Komplexe. Der Stern verweist auf eine

unspezifische Bande.

STAT1-E500A weist, wie in Abb. 3.31 demonstriert, keine Veranderung der

Dissoziationsrate von DNA im Vergleich zum unmutierten Protein auf.
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3.4 Charakterisierung von STAT1-F364A

In einem zweiten Versuchsteil dieser Arbeit wurde anhand der Kristallstruktur von
STAT1 ein Phenylalaninrest in Position 364 an der Oberflache der DNA-Binde-
domaéne identifiziert (Abb. 3.32), der nicht direkt an der DNA-Bindung beteiligt ist,
aber eine hydrophobe Tasche aufspannt. Durch Sequenzvergleich der humanen
STAT-Familie (Tab. 3.3) konnte festgestellt werden, dass bei funf Mitgliedern der
STAT-Familie mit Isoleuzin ebenfalls ein hydrophober Rest an dieser Stelle
konserviert ist, wahrend sich bei STAT6 hier ein Methioninrest befindet. Der Einfluss
dieses Restes auf die DNA-Bindung wurde durch Mutagenese einer systematischen
Analyse unterzogen, deren Ergebnisse im Folgenden geschildert werden.

STAT1 |359 K V K|V |L D|K|D|V |[N|E
STAT2 358 |T V| E |V ]S DR |N

STAT3 [ 364 | K I |[K |V |C DIK|D|S|G|D
STAT4 | 359 K V| K|A|S D |K|N

STAT5a | 365 | N Q|V | K|A|T I |[S|E|Q QA
STAT5b | 365 | N Q|V | K|A|T I |[S|E|Q QA
STAT6 | 307 | K LIV|R|A|D V|T|E|K|QIA

Tab. 3.3: Sequenzhomologie einer Region in der DNA-Bindedoméane von STAT-Proteinen.
Ein hydrophober Aminosaurerest in Position 364 ist bei den Mitgliedern der STAT-Familie konserviert.
Bei STAT1 befindet sich hier ein Phenylalaninrest, bei STAT6 ein Methionin- und bei den funf anderen

STAT-Proteinen ein Isoleuzinrest.
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Abb. 3.32: Kristallstruktur von STAT1 mit Lokalisation des konservierten hydrophoben Amino-
saurerestes F364. Das DNA-gebundene Monomer ist in griin dargestellt, die DBD in Weil3 hervor-

gehoben. Der Phenylalaninrest in Position 364 ist rot dargestellt.

3.4.1 In-vivo- und In-vitro-Experimente der STAT1-Mutante F364A zeigen

eine normale Dephosphorylierungskinetik

Die Stimulation von Zellen mit Interferon fuhrt zur Tyrosin-Phosphorylierung von
STATL, gefolgt von dessen Dimerisierung, transienten Kernakkumulation und der
Expression von IFN-responsiven Genen (Darnell, 1997; Levy und Darnell, 2002). Da
die Phosphorylierung der initierende Schritt der Signaltransduktion ist, wurde
zunéchst das Phosphorylierungssignal von STAT1-F364A untersucht. Dazu wurde
durch Mutagenese ein Expressionsvektor generiert, der das GFP-Fusionsprotein
STAT1-F364A kodiert, und dieses Plasmid in HeLa-S3-Zellen transient transfiziert.
Nach 45-mindtiger Stimulation mit IFNy und nachfolgender Behandlung mit Stauro-
sporin wurde die Phosphorylierung von STAT1 mittels Western-Blot analysiert. Um
sicher zu gehen, dass gleiche Mengen an STAT1 in den Extrakten enthalten sind,
wurde nach stringentem Abwaschen des Phospho-STAT1-Antikdrpers die Western-
Blot-Membran erneut, dieses mal mit einem STAT1-Antikdrper inkubiert. Bei Stauro-
sporin handelt es sich um einen Breitbandkinaseinhibitor; durch die Behandlung mit
Staurosporin wird eine Rephosphorylierung verhindert und dadurch eine Bestimmung
der Dephosphorylierungskinetik ermoéglicht (Haspel et al., 1996). Als Kontrolle fur
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eine Hyperphosphorylierung wurde die Mutante T385A gewabhlt, die in der Literatur
allerdings bislang noch nicht charakterisiert wurde, sowie die DNA-Bindemutante
DNAMMS (Meyer et al., 2005; Mao et al., 2005).

A B
WT T385A st WT T385A
auro Stauro
0 15 30 45 0 15 30 45 (min) 0 15 30 45 0 15 30 45 (min)
—— I e g STATA -
ap- oy a—" G Y S G—
aSTAT1
YD O e o G — T S s S GRS S . .
F364A DNA""* F364A DNA""
Stauro Stauro
0 15 30 45 0 15 30 45  (min) 0 15 30 45 0 15 30 45 (min)
- _ TR ———— . —— — —
G - | ep-sTATY aSTAT
S I e, e — m—‘ e e ama

Abb. 3.33: In-vivo-Dephosphorylierungsassay von STAT1-T385A-GFP, STAT1-F364A-GFP und
STAT1-DNAY".GFP. Die das jeweilige STAT1-Protein exprimierenden HelLa-S3-Zellen wurden nach
45-minitiger Stimulation mit 5 ng/mL IFNy fir die angegebenen Zeiten mit 1 yM Staurosporin
inkubiert. Gesamtzellextrakte wurden isoliert und diese in Western-Blot-Analysen untersucht. (A) zeigt
den Westen-Blot mit Phospho-STAT1-Antikorper. (B) zeigt die gleichen Membranen nach Entfernen

des Antikdrpers und erneuter Inkubation mit STAT1-spezifischem Antikérper.

Wie man Abb. 3.33 entnehmen kann, zeigt STAT1-T385A-GFP auch bei langerer
Staurosporininkubation nur eine geringe  Abnahme der Starke des
Phosphorylierungssignals. Die Abnahme der Phosphorylierung von STAT1-F364A-
GFP hingegen gleicht der von STAT1-WT-GFP sowie jener der DNA-Bindemutante
STAT1-DNAV™S.GFP,

Des Weiteren wurden mit diesen Mutanten zusatzlich zu den Dephos-
phorylierungsassays in vivo noch solche in vitro durchgefiihrt. Dazu wurden Gesamt-
zellextrakte von STAT1-GFP transfizierten U3R-Zellen verwendet. Die U3R-Zellen
wurden daflr mit den jeweiligen STAT1-GFP-Plasmiden transfiziert, am Folgetag fur
45 min mit 5 ng/mL IFNy stimuliert und daraus Gesamtzellextrakte hergestellt. Die
Extrakte wurden dann fir die angegebenen Zeiten bei 30 °C mit TC-PTP fur die
angegebenen Zeitpunkte behandelt. Anschlieend erfolgte eine Western-Blot-

Analyse.
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Abb. 3.34: In-vitro-Dephosphorylierungsassay von STAT1-WT und STAT1-F364A . STAT1-WT-
GFP und STAT1-F364A-GFP-exprimierende U3R-Zellen wurden fir 45 min mit 5 ng/mL mit IFNy

behandelt und anschlieiend Gesamtzellextrakte gewonnen. Die Extrakte wurden fir die angegebenen

Zeiten bei 30 °C mit TC-PTP inkubiert und mittels Western-Blot analysiert. Das obere Feld zeigt den
Western-Blot mit Phospho-STAT1-Antikérper. Im unteren Feld ist dieselbe Blot-Membran nach

Entfernen des Antikdrpers und erneuter Inkubation mit STAT1-spezifischem Antikérper gezeigt.

In Abb. 3.34 ist die Dephosphorylierungskinetik von STAT1-F364A-GFP im Vergleich
zum STAT1-WT-GFP gezeigt. Wie man der Abbildung entnehmen kann, weist
STAT1-F364A-GFP die gleiche Dephosphorylierungskinetik wie STAT1-WT-GFP auf.

3.4.2 STAT1-F364A besitzt eine normale Kinetik der Kernakkumulation

Die Zytokin-Stimulation mit IFNy fuhrt in S&ugerzellen zu einer Tyrosin-
Phosphorylierung von STAT1 durch Jak2 und einer Homo-Dimerisierung von zwei
STAT1-Molekilen. STAT1-Homodimere werden dann als transkriptionell aktive
Komplexe in den Zellkern transportiert, wo sie IFNy-responsive Zielgene in ihrer
Expression modulieren (Darnell, 1997; Levy und Darnell, 2002). Fur die Unter-
suchung der IFNy-induzierbaren Kernakkumulation wurden Hela-S3-Zellen mit
STAT1-GFP-Expressionsplasmiden transfiziert und nach Interferon- und Stauro-
sporin-Behandlung direkt fluoreszenzmikroskopisch untersucht (Kdster und Hauser,
1999). Zu beachten ist, dass die GFP-Fusionsproteine von STAT1 eine gegenuber
nativen STAT1-Molekilen verringerte Exportrate besitzen (Begitt et al., 2000; Meyer
et al., 2007).
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WT F364A

STAT1-GFP Hoechst STAT1-GFP Hoechst

o &
B

Abb. 3.35: Die Kinetik der Kernakkumulation nach IFNy-Stimulation und Staurosporin-
Behandlung unterscheidet sich nicht zwischen STAT1-WT-GFP und STAT1-F364A-GFP. STAT1-
WT-GFP- und STAT1-F364A-GFP-exprimierende HelLa-S3-Zellen wurden unbehandelt belassen

unstim.

IFNy

IFNy/
Stauro.

(obere Reihe), fur 45 min mit 5 ng/mL IFNy stimuliert (mittlere Reihe) oder fur 45 min mit IFNy und
anschlieBend fur 2 h mit 1 uM Staurosporin behandelt. Im Anschluss wurden die Zellen mit 4 %

Formalin fixiert und die Zellkerne mit Hoechst-Farbstoff angeféarbt.

In Abb. 3.35 sieht man, dass STAT1-WT-GFP und STAT1-F364A-GFP im
unstimulierten Zustand panzellular verteilt sind. Eine Stimulation mit IFNy fuhrte bei
beiden STAT1-Derivaten zu einer deutlich sichtbaren nukleéren Lokalisation, bei der
die Nukleoli ausgespart blieben. Der Zusammenbruch der Kernakkumulation nach
Staurosporininkubation unterscheidet sich also nicht zwischen beiden GFP-
Addukten. Fluoreszenzmikoskopische Untersuchungen von STAT1-T385A-GFP
dagegen ergaben, dass das STAT1-T385A-GFP auch nach 3h Staurosporin-
inkubation noch im Zellkern persistiert (Abb. 3.36).
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WT T385A
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Abb. 3.36: STAT1-T385A-GFP weist nach Staurosporin-Behandlung gegeniiber STAT1-WT-GFP
eine deutlich verlangerte Phase der Kernakkumulation auf. STAT1-WT-GFP- und STAT1-T385A-

45 min IFNy,
1h Stauro

GFP-exprimierende HelLa-S3-Zellen wurden fir 45 min mit 5 ng/mL IFNy stimuliert (1. Reihe) oder fir
45 min mit IFNy und anschlieend fir 1 h (2. Reihe), 2 h (3. Reihe) oder fur 3 h (4. Reihe) mit 1 uM
Staurosporin behandelt. Im Anschluss wurden die Zellen mit 4 % Formalin fixiert und die Zellkerne mit
Hoechst-Farbstoff angeféarbt.

Um zu bestatigen, dass sich die F364A-Mutante in Bezug auf die Kinetik der
nuklearen Akkumulation nach IFNy-Gabe nicht vom Wildtyp-Protein unterscheidet,
wurde die intrazellulare Lokalisation von unmarkierten STAT1-Molekilen in U3R-
Zellen, die zuvor mit den entsprechenden pcDNA3.1-STAT1-Plasmiden transfiziert
worden waren und nachfolgend mit Interferon behandelt wurden, immun-

zytochemisch verfolgt.
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Abb. 3.37: Die immunzytochemische Untersuchung weist keinen Unterschied in der Kinetik der
Kernakkumulation von STAT1-WT und STAT1-F364A auf. STAT1-WT- und STAT1-F364A-
exprimierende U3R-Zellen wurden fur 45 min mit 5 ng/mL IFNy stimuliert (obere Reihe) oder fir
45 min mit IFNy und anschlieRend fir 30 min (mittlere Reihe) bzw. 60 min (untere Reihe) mit 1 uM
Staurosporin behandelt. Im Anschluss wurden die Zellen mit Methanol fixiert. Die STAT1-Lokalisation
wurde immunzytochemisch mit einem STAT1-spezifischen Antikdrper und Cy3-gekoppeltem Anti-
Kaninchen-1gG aus Ziege detektiert. Die Anfarbung der Zellkerne erfolgte mit Hoechst-Farbstoff.

WT T385A
STAT1 Hoechst STAT1 Hoechst

45 min
IFNy

45 min IFNy,
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Abb. 3.38: STAT1-T385A weist in der immunzytochemischen Untersuchung eine verlangerte
Phase der Kernakkumulation auf. STAT1-WT- und STAT1-T385A-exprimierende U3R-Zellen
wurden fir 45 min mit 5 ng/mL IFNy stimuliert (obere Reihe) oder fur 45 min mit IFNy und
anschlielBend fur 1 h (mittlere Reihe) bzw. 2 h (untere Reihe) mit 1 uM Staurosporin behandelt. Im
Anschluss wurden die Zellen mit Methanol fixiert und die STAT1-Lokalisation immunzytochemisch mit
einem STAT1-spezifischen Antikérper und Cy3-gekoppeltem Anti-Kaninchen-IgG aus Ziege detektiert.
Die Farbung der Zellkerne erfolgte mit Hoechst-Farbstoff.
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Die immunzytochemischen Ergebnisse bestatigen sowohl fur STAT1-F364A (Abb.
3.37) als auch fur STAT1-T385A (Abb. 3.38) die fluoreszenzmikroskopischen
Ergebnisse. Der GFP-Anteil der Fusionsproteine hat demnach keinen Einfluss auf die

nukleare Akkumulationsphase.

3.4.3 STAT1-F364A besitzt eine verminderte Affinitdt der DNA-Bindung bei
erhaltener GAS-Erkennung

STAT1-Dimere binden spezifisch an palindrome DNA-Sequenzen, so genannte GAS-
Stellen (gamma activated sites). Die kooperative DNA-Bindung resultiert aus der
Fahigkeit der Proteine, stabile Tetramere an Tandem-GAS-Stellen zu bilden. Die
Untersuchung der DNA-Bindung erfolgte in dieser Arbeit mit Hilfe von Gel-
retardations-Experimenten (EMSA). Dazu wurden unterschiedliche [*’P]-markierte
DNA-Sonden eingesetzt, wie sie bereits in den vorhergehenden Experimenten
beschrieben wurden. Eine Sonde bestand aus einer einfachen GAS-Stelle (M67), die
zweite aus einer GAS-nonGAS-Stelle. Zur Untersuchung der kooperativen DNA-
Bindung stand eine Sonde mit zweifacher GAS-Bindestelle zur Verfigung.
Unspezifische DNA-Bindungen konnten mit Hilfe einer Sonde, die zwei modifizierte
GAS-Stellen besitzt, untersucht werden.

Um zu untersuchen, wie sich die DNA-Bindung von STAT1-F364A verhélt, wurden
U3R-Zellen mit pSTAT1-WT-GFP oder pSTAT1-F364A-GFP transfiziert und fur
45 min mit IFNy stimuliert. Die Gesamtzellextrakte wurden mit der radioaktiv
markierten Sonde inkubiert und die Bindung mittels Polyacrylamid-Gelelektrophorese
autoradiographisch sichtbar gemacht. Zum besseren Vergleich wurden in allen
EMSA-Experimenten vergleichbare Extraktmengen aufgetragen.

In Abb. 3.39 kann man erkennen, dass STAT1-F364A eine verminderte Affinitat zur
DNA-Bindung besitzt (Banden 2 und 4). Im Gegensatz zu anderen DNA-Binde-
mutanten bleibt die Erkennung von GAS-Stellen aber erhalten (Bande 6).
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GAS GAS-nonGAS 2x nonGAS

WT F364A WT F364A WT F364A
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Abb. 3.39: Verminderte Affinitdt der DNA-Bindung von STAT1-F364A. Nach 45 minltiger
Stimulation mit 5 ng/mL IFNy wurden Gesamtzellextrakte von STAT1-WT-GFP- und STAT1-F364A-
GFP-exprimierenden U3R-Zellen hergestellt und diese fir 15 min mit den angegebenen Sonden
inkubiert. Dabei handelt es sich um eine einfache GAS-Bindestelle (GAS), eine GAS-Stelle mit einer
mutierten GAS-Stelle im Tandem (GAS-nonGAS) und einer zweifachen Nicht-GAS-Bindestelle
(2xnonGAS). Die Proben wurden mittels eines nicht-denaturierenden Polyacrylamidgels aufgetrennt.
Der Pfeil markiert die STAT1-DNA-Komplexe, der Stern eine unspezifische Bande.

WT F364A
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Abb. 3.40: Gleiche Dissoziationsrate von DNA von STAT1-WT und STAT1-F364A. Nach
45 minutiger Stimulation mit 5 ng/mL IFNy wurden Gesamtzellextrakte von STAT1-WT-GFP- und
STAT1-F364A-GFP-exprimierenden U3R-Zellen hergestellt und diese fir 15 min mit [32P]-markierter
M67-Sonde inkubiert. Danach wurde ein 750-facher molarer Uberschuss von unmarkierter M67-Sonde
zugegeben und fur die angegebenen Zeiten auf Eis inkubiert. Die Proben wurden gelelektrophoretisch
aufgetrennt. Der Pfeil markiert die Laufhohe der STAT1-DNA-Komplexe. aS1 bezeichnet einen Super-
shift mit STAT1-spezifischem Antikérper. aS3 bezeichnet einen Kontroll-Supershift mit STAT3-

spezifischem-Antikorper. Der Stern markiert eine unspezifische Bande.
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Um zu Uberprifen, ob die reduzierte DNA-Bindeaffinitdt von STAT1-F364A mit einer
erhohten Dissoziationsrate von DNA zusammenhéangt, wurde ein Kompetitions-Gel-
Shift-Experiment in Gegenwart eines 750-fachen molaren Uberschusses an nicht
radioaktiv markierter M67-DNA durchgefihrt.

Dieser Versuch zeigte, dass STAT1-WT und STAT1-F364A die gleiche
Dissoziationsrate von DNA besitzen (Abb. 3.40). Die reduzierte GAS-Bindung kommt
also durch eine verminderte Affinitdt an DNA zustande.

Mit Hilfe einer zweifachen GAS-Sonde konnte die kooperative DNA-Bindung unter-
sucht werden. Wie in Abb. 3.41 zu sehen ist, zeigt sich kein Unterschied in der DNA-
Bindung von STAT1-WT-GFP und STAT1-F364A-GFP. Beide Proteine binden in
dimerer Form an eine GAS-Stelle und als Tetramer an zwei GAS-Stellen in Tandem-
anordnung. Nach Zugabe eines 750-fachen molaren Uberschusses an unmarkierter
M67-Sonde bleibt der mittels kooperativer DNA-Bindung stabilisierte tetramere

Komplex bestehen.

WT F364A
) N iti
23 S Kompetition
& N 0 30 0 30 (min)
S A AR A TN e
' ‘ — ’ . Tetramer
- e - o

. o a A *
Abb. 3.41: Die Fahigkeit zur kooperativen DNA-Bindung bleibt bei der STAT1-Mutante F364A
erhalten. Von U3R-Zellen, die GFP-Addukte von entweder STAT1-F364A bzw. STAT1-WT

exprimieren, wurden nach 45-minltiger Stimulation mit 5 ng/mL IFNy Gesamtzellextrakte hergestellt
und diese fiir 15 min mit einer [**P]-markierten Sonde bestehend aus einer zweifachen GAS-Binde-
stelle (2xGAS) inkubiert. Danach wurde zur Kompetition ein molarer Uberschuss von unmarkierter
M67-DNA fur die angegebenen Zeiten zugegeben. Die Proben wurden gelelektrophoretisch
aufgetrennt und das Bindeverhalten der STAT1-Proteine autoradiographisch analysiert. aS1
bezeichnet einen Supershift mit STAT1-spezifischem Antikorper; oS3 einen Kontroll-Supershift mit
STAT3-spezifischem Antikdrper. Bei der oberen Bande handelt es sich um tetramere STAT1-

Komplexe, bei der unteren um STAT1-Dimere. Der Stern markiert eine unspezifische Bande.

86



Ergebnisse

Einen weiteren Beweis fir die verminderte DNA-Bindung von STAT1-F364A
erbrachten die Untersuchungen eines GFP-Fusionsproteins von STAT1-F364A-NES.
Diese NES-Fusionsproteine verfiigen tber ein hyperaktives nukleares Exportsignal
(NES), so dass diese STAT1-Exportmutanten unter der Stimulation mit IFNy nicht
akkumulieren. Es ist also keine Kernakkumulation mit IFNy beobachtbar (siehe Abb.
3.42 2. Reihe). Durch Zugabe von Leptomycin B (LMB) lasst sich der hyperaktive
Export inhibieren und fihrt zur Wiederherstellung eines Zytokin-induzierbaren,
normalen Akkumulationsverhaltens.

In Abb. 3.42 sieht man, dass aufgrund der Prasenz des NES weder STAT1-NES-WT
noch STAT1-NES-F364A vor oder nach IFNy-Behandlung im Zellkern lokalisiert sind.
Gibt man LMB hinzu und hemmt somit den Export, findet man samtliches STAT1-
NES-WT-GFP im Zellkern. Das GFP-Addukt von STAT1-NES-F364A hingegen ist
aufgrund der reduzierten DNA-Bindung nicht in der Lage trotz LMB-Behandlung im

Kern zu akkumulieren.

NES-WT NES-F364A

STAT1-GFP Hoechst STAT1-GFP Hoechst

unstim.

IFNy

LMB

Abb. 3.42: NES-F364A zeigt mit IFNy und LMB keine Kernakkumulation. STAT1-NES-WT-GFP-
und STAT1-NES-F364A-GFP-exprimierende HelLa-S3-Zellen wurden entweder unbehandelt belassen
(1. Reihe), fur 45 min mit 5 ng/mL IFNy stimuliert (2. Reihe), fur 45 min mit 10 pg/mL LMB behandelt
(3. Reihe) oder fur 45 min mit 5ng/mL IFNy und 10 pg/mL LMB behandelt (4. Reihe). Im Anschluss

daran wurden die Zellen mit 4 % Formalin fixiert und die Kerne mit Hoechst-Farbstoff gefarbt.
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3.44 STAT1-F364A besitzt eine verminderte transkriptionelle Aktivitat

Als néachster Schritt wurde mit Hilfe von Reportergen-Assays untersucht, welchen
Einfluss die verringerte Affinitat von STAT1-F364A zu DNA auf die transkriptionelle
Aktivitat besitzt. Dazu wurde ein Luciferase-Reporter benutzt, der durch einen
synthetischen Promotor mit dreifacher GAS-Bindestelle im Abstand von 10 bp
(3XLy6E) reguliert wird. Transient mit den Plasmiden pSTAT1-WT und pSTAT1-
F364A transfizierte U3R-Zellen, denen pGAS3xLY6E und ppGal kotransfiziert wurde,
blieben entweder unbehandelt oder wurden fur 6 h mit IFNy stimuliert. Nach Ablauf
der Stimulationsphase wurde aus den zellularen Extrakten die Luciferase-Aktivitat
bestimmt und auf die p-Galactosidase-Aktivitdt normiert. In Abb. 3.43 erkennt man,

dass aufgrund der reduzierten DNA-Bindung von STAT1-F364A die transkriptionelle
Aktivitat signifikant vermindert ist (p < 0,001).

de+5 . *

3e+5

Aktivitat

2e+5

(rel. Lichteinheiten)

Luciferase-

1e+5

N -

- + - + IFNy

WT ' F364A

Abb. 3.43: Die transkriptionelle Aktivitdt von STAT1-F364A ist im Reportergen-Assay mit
3xLy6E-Promotor aufgrund der geringeren Affinitdt zu DNA vermindert. U3R-Zellen wurden mit
pSTAT1-WT und pSTAT1-F364A sowie mit pGAS3XLY6E und ppGal transfiziert und 16 -24 h danach
unbehandelt belassen oder fir 6 h mit 5 ng/mL IFNy stimuliert. Aus Zellextrakten wurde die
Luciferase-Aktivitat gemessen und auf die p-Galactosidase-Aktivitat in der gleichen Probe normiert.
Dargestellt sind der Mittelwert und die Standardabweichung von jeweils sechs Messungen aus
unabhéangigen Transfektionen von entweder unbehandelten (graue Balken) oder IFNy-stimulierten
(schwarze Balken) Zellen. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von sechs
unabhéangigen Transfektionen. Statistisch signifikante Abweichungen sind durch das Symbol (*)
gekennzeichnet.
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Des Weiteren wurden Reportergen-Assays mit einem nativen Promotor durchgefihrt.
Dieses Reportergen besteht aus einer trunkierten Form des Promotors fur das
humane Intrazellulare-Adhasionsmolekil-1 (ICAM-1) und besitzt eine kanonische
GAS-Stelle (Hou et al., 1994; Van de Stolpe et al.,, 1994). Auch mit dem nativen
Reportergen zeigte STAT1-F364A eine signifikant verminderte transkriptionelle
Aktivitat (p = 0,002; Abb. 3.44).
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Abb. 3.44: Die transkriptionelle Aktivitat von STAT1-F364A ist im Reportergen-Assay mit einem
nativen Promotor aufgrund der geringeren Affinitdt zu DNA vermindert. U3R-Zellen wurden mit
STAT1-WT und STAT1-F364A sowie mit plC-339 und pPpGal transfiziert und 16 -24 h danach
unbehandelt belassen oder fir 6 h mit 5 ng/mL IFNy stimuliert. Zellextrakte wurden hergestellt und die
Luciferase-Aktivitat gemessen. Normiert wurde auf die B-Galactosidase-Aktivitat. Dargestellt sind die
Mittelwerte und Standardabweichungen von sechs unabhéngigen Transfektionen. Statistisch

signifikante Abweichungen sind durch das Symbol (*) gekennzeichnet.

Zur weiteren Uberprifung der transkriptionellen Aktivitat von STAT1-F364A wurden
mit Hilfe der real-time-PCR in vivo Experimente durchgefuhrt. Dabei wurden vier
endogene, IFNy-induzierbare Zielgene von STAT1 untersucht. U3R-Zellen, die zuvor
mit pcDNA3.1-STAT1-WT oder pcDNA3.1-STAT1-F364A transfiziert wurden, wurden
16-24 h nach Austausch des Volimediums gegen ein 1 % FBS-haltiges Medium fir
entweder O h oder 6 h mit 5 ng/mL IFNy stimuliert. Nach RNA-Isolierung, cDNA-
Synthese mittels reverser Transkriptase und Amplifikation von spezifischen Ziel-
genen mittels PCR wurden die gemessenen Werte auf die jeweilige gapdh-Messung
normiert. Dabei zeigte STAT1-F364A eine signifikant verminderte transkriptionelle
Aktivitat fur gbpl und migl, jedoch nicht in dem MaRRe wie bei den Reportergen-

Assays. Die irfl-Expression zeigte hingegen keinen signifikanten Unterschied.
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Anhand der statl-mRNA Expression konnte das Expressionsniveau von STAT1
Uberpruft werden. Wie in Abb. 3.45 demonstriert, konnte eine statl-mRNA-

Expression in allen Proben detektiert werden.
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Abb. 3.45: Aktivierung endogener Zielgene durch STAT1-F364A. U3R-Zellen wurden mit den
angegebenen pcDNA3.1-Plasmiden transfiziert und 24 h danach in 1 % FBS-haltigem Medium
kultiviert. Am néchsten Tag wurden die Zellen unbehandelt belassen oder fir 6 h mit 5 ng/mL IFNy
stimuliert. RNA wurde aus den Zellen isoliert, cDNA hergestellt und die Expression der oben
genannten Gene mittels real-time-PCR Uberprift. Die Genaktivierung wurde auf die jeweiligen Werte
der gapdh-Messung normiert. Statistisch signifikante Abweichungen sind durch das Symbol (*)
gekennzeichnet.

90



Diskussion

4. Diskussion

4.1 Die Linker-Doméane von STAT1 ist an der Transkription und der

Dephosphorylierung beteiligt

Alle STAT-Proteine sind aus sechs unterschiedlichen Domanen aufgebaut, deren
Funktionen zum Teil schon recht gut untersucht sind; am wenigsten verstanden ist
dabei wohl jedoch die Rolle der Linker-Domé&ne. Durch Sequenzvergleich lasst sich
feststellen, dass die Linker-Domane vergleichsweise gut zwischen den einzelnen
Mitgliedern der STAT-Familie konserviert ist. Vielfach wurde angenommen, dass
diese Doméne eine flexible Verbindung zwischen der aminoterminal lokalisierten
DNA-Bindedoméne und der carboxyterminal davon gelegenen SH2-Domane
darstellt. In dieser Arbeit wurde deshalb ein Mutageneseansatz gewahlt und einzelne
Substitutionsmutanten der Linker-Domane von STAT1 biochemisch charakterisiert,
um die Rolle dieser Domane im Kontext der Zytokin-vermittelten Signaltransduktion
besser zu verstehen. Durch diese Experimente ergaben sich neue, bislang nicht
bekannte Funktionen zur Bedeutung der Linker-Doméne.

Aus der Literatur sind lediglich zwei Arbeiten von Yang und Kollegen bekannt, die
sich mit mehreren Mutanten der Linker-Doméane beschéftigten. Der Grof3teil unseres
Verstandnisses zu dieser Domane entstammt der Charakterisierung des Phanotyps
der Doppelmutante KE544-545AA. Die Autoren beschreiben fur diese Doppel-
mutante eine normale Phosphorylierung, Kernakkumulation und DNA-Bindung. Die
Zielgenaktivierung nach IFNy-Stimulation ist jedoch vermindert, wahrend die IFNa-
Antwort nach Angaben von Yang und Mitarbeitern dagegen nicht beeintrachtigt ist. In
einer ersten Veroffentlichung wurde deshalb zun&chst angenommen, dass KE544-
545AA und damit auch die Linker-Doméane eine Kontaktflache fir Homodimere mit
dem basalen Transkriptionsapparat darstellt (Yang et al., 1999). Durch weitere
Versuche konnte zudem festgestellt werden, dass KE544-545AA eine erh6hte
Dissoziationsrate von DNA besitzt und die Linker-Domane somit an der DNA-
Bindung beteiligt ist (Yang et al., 2002). Im Zuge dieser Charakterisierung wurden
weitere Mutanten der Linker-Domé&ne untersucht, darunter auch drei Mutanten
(F506A, R512A, W555A), die nach IFNy-Stimulation im Reportergen-Assay eine
erhdhte transkriptionelle Aktivitat im Vergleich zu STAT1-WT aufwiesen.
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In der vorliegenden Arbeit wurden durch Sequenzvergleich zwei hoch konservierte
Reste der Linker-Doméne in den Positionen 500 und 525 identifiziert und nach Alanin
mutiert. In einer ersten Untersuchung der transkriptionellen Aktivitat mit Hilfe von
Reportergenkonstrukten zeigte sich, dass STAT1-E500A nach IFNy-Stimulation eine
erhohte transkriptionelle Aktivitat besitzt, unabhéngig davon, ob ein synthetischer
oder nativer Promotor verwendet wurde (Abb. 3.21). Interessanterweise zeigten
Genexpressionsuntersuchungen von endogenen Zielgenen in vivo ebenfalls eine
gegenuber dem Wildtyp-Molekil erhdhte transkriptionelle Aktivitat durch STATL1-
E500A nach Exposition der Zellen mit IFNy, insgesamt also eine starkere Antwort auf
IFNy als bei STAT1-WT (Abb. 3.23(A)).

In der Literatur sind bisher keine STAT1-Mutanten, aul3er die oben genannten,
beschrieben worden, die mit einer hyperphysiologischen Aktivierung von IFNy-
regulierten Genen assoziiert sind. Der Phanotyp von F506A, R512A und W555A
wurde jedoch von der Arbeitsgruppe um Darnell nicht weiter untersucht, so dass es
keine Erklarung fur die veranderte transkriptionelle Aktivitat dieser Mutanten gibt.
Eine STAT1-Mutante mit einer verbesserten transkriptionellen Leistung kann jedoch
von grof3em Interesse fur die Forschung sein, z.B. um Zytokine oder neue Wirkstoffe
zur Immunregulation und -suppression effektiv zu testen. Aus diesem Grund wurden
in der vorliegenden Studie weitere Untersuchungen zur Klarung des Phanotyps der
E500A-Mutante durchgefihrt.

Die verbesserte transkriptionelle Aktivitat von STAT1-E500A wurde ausschlief3lich
nach Stimulation mit IFNy beobachtet. Die Stimulation mit einem Typ-lI-Interferon
fuhrt bekanntlich zur Ausbildung von STAT1-Homodimeren. Stimuliert man hingegen
mit IFNo wird die Bildung eines trimeren Komplexes von STAT1-STAT2-Hetero-
dimeren mit koassoziiertem p48 induziert. Die Untersuchung der transkriptionellen
Aktivitdt von STAT1-E500A nach Stimulation mit einem Typ-I-Interferon, namlich
IFNa, ergab, dass die Expression von IFNa-Zielgenen nicht verbessert, sondern
stattdessen sogar etwas vermindert ist (Abb. 3.23(B)).

Zusatzlich wurde die konstitutive Genexpression von STAT1-E500A auf Zytokin-
unabhéngige Caspasegene untersucht (Chatterjee-Kishore et al., 2000). Caspase-
gene werden wahrend der Apoptose aktiviert und exekutieren den programmierten
Zelltod. STAT1-defiziente Zellen zeigen keine Apoptose nach Gabe von TNFa

(Tumornekrosefaktor a) und die basale Expression der Caspasen 1, 2 und 3 ist
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gering. Interessanterweise fuhrt die Transfektion von STAT1-defizienten U3A-Zellen
mit STAT1a zur Induktion von apoptoseinduzierenden Genen in diesen Zellen. Auch
die Einfuhrung von Punktmutationen in die SH2-Doméane und die Substitution des
essentiellen Tyrosinrests in Position 701 fuhren in STAT1-exprimierenden U3A-
Zellen zur Auslosung der Apoptose, wogegen die Abwesenheit von STAT1 oder eine
Mutation von Serin 727 die Apoptoseinduktion inhibiert (Kumar et al., 1997). Das
bedeutet, dass die Aktivierung von Caspasegenen von STAT1 unabhéngig von der
Tyrosin-Phosphorylierung und Homodimerisierung ist, was fur die vorgestellte Punkt-
mutante in der Linker-Doméne ebenfalls zutrifft. Dieses Modell einer Genregulation
durch unphosphorylierte, monomere STAT1-Molekille wurde eingehend anhand des
Promotors des LMP2-Gens (low molecular mass polypeptide 2) untersucht. Fur die
Transkription von LMP2 ist ein Komplex aus unphosphoryliertem STAT1 und IRF-1
verantwortlich, der an die teilweise Uberlappende Interferon-Konsensussequenz 2
(ICS-2) und eine GAS-Stelle im LMP2-Promotor bindet (Chatterjee-Kishore et al.,
2000).

Die Untersuchung der konstitutiven Genaktivierung von STAT1-E500A zeigte,
ebenso wie die der Genexpression nach IFNa-Stimulation, keine Verbesserung der
transkriptionellen Aktivitat (Abb. 3.24). Eine gegeniber dem unmutierten Protein
verbesserte Genaktivierung konnte demnach nur durch Homodimerisierung im
Gefolge einer Stimulation der Zellen mit IFNy beobachtet werden. Bei KE544-545AA
fuhrt die Stimulation mit IFNy zu einer verminderten transkriptionellen Aktivitat. Die
IFNa-Antwort ist hingegen nicht verandert. Allerdings besitzt KE544-545AA eine
erhohte Dissoziationsrate von DNA, durch den sich dieser Phanotyp erklaren l&sst.
Weitere Untersuchungen von STAT1-E500A hinsichtlich der Phosphorylierung,
Kinetik der Kernakkumulation, DNA-Bindung und Dissoziationsrate von DNA ergaben
keinen Unterschied im Vergleich zu STAT1-WT.

Im Jahr 1998 konnten die Kristallstrukturen von DNA-gebundenem STAT1 (Chen et
al., 1998) und STAT3 (Becker et al., 1998) geltst werden; seitdem weild man, dass
die Dimerisierung von STAT-Proteinen Uber ihre SH2-Domdanen vermittelt wird.
Verantwortlich dafur sind mehrere konservierte Aminosaurereste im STAT-Molekdil.
Wie man durch Mutationsexperimente feststellen konnte, ist der Aminosaurerest in
Position 602 essentiell fir die Dimerisierung von STAT1. Mutiert man den Argininrest
602 nach Lysin ist STAT1 nicht mehr in der Lage zu dimerisieren (Shuai et al., 1994;

Chen et al.,, 1998). Fur die Dimerisierung ist eine strukturelle Umorientierung der
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beiden SH2-Domoénen notwendig, damit der Argininrest in Position 602 des einen
Monomers den Tyrosinrest in Position 701 des anderen Monomers kontaktiert. An
der Stabilisierung dieses Ubergangs ist die a-Helix 10 der Linker-Domane beteiligt. In
dieser Helix sind auch die Reste W555 und W557 positioniert. Dabei bindet W555 an
Segment 4 der DNA-Bindedomane und W557 an die Phosphat-bindende Schleife
(Chen et al., 1998). Wie man Abb. 4.1 entnehmen kann, liegt der Glutamatrest in
Position 500 auf einer anderen Helix der Linker-Doméne als W555 und W557 und
hat demnach keinen Einfluss auf diese Stabilisierung und die Homodimerisierung.
Die begunstigte Bildung von STAT1-Homodimeren durch die Mutation in Position 500
kann somit als mogliche Erklarung fir die verbesserte transkriptionelle Aktivitat nach

IFNy-Stimulation ausgeschlossen werden.

Abb. 4.1: Kristallstruktur der Linker-Domane von STAT1 mit E500, W555 und W557. Ausschnitt
aus der Kristallstruktur von DNA-gebundenem STAT1. Die LD ist in lachs, E500 in rot, W555 und
W557 sind in blau dargestellt.

Eine andere Mdglichkeit fur die verbesserte transkriptionelle Aktivitat von STAT1-
E500A nach IFNy-Stimulation konnte die Rekrutierung von Koaktivatoren des
Transkriptionsapparates sein. Die Vermutung, dass die Linker-Doméane von STAT1
als Homodimer Interaktionsflachen mit Komponenten der basalen Transkriptions-

maschinerie liefert, wurde von Yang und Kollegen in einer ersten Veroffentlichung
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bereits 1999 postuliert, aber drei Jahre spater nach Klarung des Phanotyps von
KE544-545AA als DNA-Bindemutante wieder relativiert. In dieser ersten
Veroffentlichung von Yang et al. wurden zwei Mutanten von STAT1 prasentiert
(F506A und W512A), die im Reportergen-Assay eine verbesserte transkriptionelle
Aktivitat aufwiesen. Diese beiden Mutanten befinden sich genau wie E500 auf der
gleichen Helix der Linker-Domé&ne (Abb. 4.2). Diese Helix befindet sich an der Ober-
flache von STAT1 und kdnnte demnach als Interaktionsflache fur Koaktivatoren
fungieren. Da der kritische Aminosaurerest in Position 500 eine sauer reagierende,
endstandige Carboxylatgruppe enthalt, kann nicht ausgeschlossen werden, dass
durch eine Substitution mit Alanin eine auf elektrostatischen Wechselwirkungen
beruhende Abstol3ung mit einem Interaktionspartner minimiert wird, und damit

Einfluss auf die Genexpression nimmt.
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Abb. 4.2: Kristallstruktur der Linker-Domé&ne von STAT1 mit E500, F506 und W512. Ausschnitt
aus der Kristallstruktur von DNA-gebundenem STATL1. Die LD ist in lachs, E500 in rot, F506 und R512

sind in blau dargestellt.

In mehreren Arbeiten konnte gezeigt werden, dass STAT1 an transkriptionelle
Koaktivatoren wie CBP, p300, pCIP, MCM5, Nmi und BRCA1 bindet (Zhang et al.,
1996, 1998; Korzus et al., 1998; Zhu et al., 1999; Ouchi et al., 2000). Durch diese
Rekrutierung von Koaktivatoren und Proteinen findet eine positive Regulation der
transkriptionellen Aktivitdt von STAT1 statt (Ramana et al., 2000). So fuhrt z.B. die
Zugabe von CBP (cAMP-responsives-Element-bindendes Protein) zu einem Anstieg

der transkriptionellen Aktivitdt im Reportergen-Assay. Dabei besitzt STAT1 zwei
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Kontaktregionen mit CBP, die eine befindet sich in der aminoterminalen Domane, die
andere im carboxyterminalen Molekilbereich (Zhang et al., 1996). Fur die
Rekrutierung von MCM5 und BRCA1l ist ebenfalls die carboxyterminale
Transaktivierungsdomane verantwortlich (Zhang et al., 1998; Ouchi et al., 2000;
Shuai, 2000). Der N-Myc-Interaktor (Nmi) hingegen interagiert mit der Coiled-coil-
Domane (Zhu et al., 1999). Interaktionspartner mit der Linker-Doméane sind bisher
nicht beschrieben worden, jedoch konnte in einer Untersuchung gezeigt werden,
dass Mutationen in der Linker-Domane einen Einfluss auf die transkriptionelle
Aktivitat besitzen (Yang et al., 2002).
In humanen Zellen gibt es mehrere Signalwege, die unter strukturellen Aspekten dem
Jak-STAT-Signalweg ahneln. Einer dieser Signalwege nimmt seinen Ausgang von
Mitgliedern der Familie des transformierenden Wachstumsfaktors-p (TGF-B). Der
TGF-B-Signalweg ist an vielen zellularen Prozessen, wie Wachstum, Differenzierung,
Apoptose und Hamatopoese, beteiligt. Fehlregulationen dieses Signalwegs kénnen
zu Krebs und anderen schweren Krankheiten fihren (Attisano und Wrana, 2002). In
diesem Signalweg gibt es analog zum Jak-STAT-Weg Komponenten der Signal-
transduktion, die die externen Signale direkt von der Zytoplasmamembran bis in den
Zellkern weiterleiten, wo sie als Transkriptionsfaktoren wirken. Bezulglich der Design-
prinzipien des Signalweges bestehen damit gewisse strukturelle Ahnlichkeiten mit
dem Jak-STAT-Weg, denn auch hier verbinden Mitglieder einer Proteinfamilie, in
diesem Fall der Smad-Transkriptionsfaktoren, als Signaltransduktoren die beiden
Kompartimente von Cytosol und Nukleus Uber nukleozytoplasmatische Translokation
miteinander. Die Aktivierung des Signalweges erfolgt in diesem Fall durch Bindung
eines Liganden der TGF-B-Familie an seinen Typ-lI-Rezeptor, dieser rekrutiert den
zugehorigen Typ-1-Rezeptor und phosphoryliert ihn. Der Typ-I-Rezeptor wiederum
phosphoryliert Rezeptor-regulierte Smads (R-Smads). Nach der Phosphorylierung
kommt es zu einer Homo-Oligomerisierung von Smad2 und -3 oder zu einer Hetero-
Oligomerisierung der R-Smads mit Smad4 (coSmad). Der R-Smad/coSmad-Komplex
wird in den Zellkern transportiert, wo er an Kofaktoren und Promotoren bindet und die
Transkription startet (Shi und Massague, 2003).
Der Aufbau der Smads unterscheidet sich von dem der STAT-Proteine. Smads
bestehen lediglich aus zwei hochkonservierten Domanen, der MH1- (MAD
homology 1) und MH2-Domane. Diese beiden Doménen sind durch eine nicht
konservierte Linker-Domane verbunden. Lange Zeit wurde angenommen, dass die
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einzige Funktion der Linker-Domane in der flexiblen Bewegung von MH1 und MH2
besteht. Die Identifizierung von Phosphorylierungsstellen fir MAP-Kinasen, Cyclin-
abhéngigen Kinasen und Ca®*/Calmodulin-Kinase Il in der Linker-Region von R-
Smads zeigten, dass die Linker-Domane fir die Regulation der Smads durch
Wechselwirkung mit anderen Signalwegen wichtig ist (Massague, 2003; Shi und
Massague, 2003; Liu, 2006). Des Weiteren wurde am C-terminalen Ende der Linker-
Doméne von Smad3 und Smad4 eine Transaktivierungsdoméane identifiziert (Wang
et al., 2005).

Mutationsexperimente der Linker-Domane flhrten zur ldentifizierung eines nicht
konservierten Asparaginrests in Position 218 von Smad3, deren Substitution zu
Alanin, &hnlich wie bei STAT1-E500A, zu einer verbesserten transkriptionellen
Aktivitat fuhrt (Vasilaki et al., 2009). Die Phosphorylierung und Kernakkumulation von
Smad3-N218A unterscheiden sich jedoch nicht im Vergleich zu Smad3-WT.
Zusatzlich konnte durch weitere Mutationsexperimente gezeigt werden, dass die
Linker-Domane von Smad3 an der DNA-Bindung beteiligt ist (Vasilaki et al., 2009).
Die mdgliche Erklarung fur die verbesserte transkriptionelle Aktivitat von Smad3-
N218A ist, wie in dieser Arbeit fur STAT1-E500A diskutiert, eine bessere
Rekrutierung von Koaktivatoren im Nukleus (Vasilaki et al., 2009).

Die zweite Mutante der Linker-Domé&ne (STAT1-K525A), die in dieser Arbeit
eingehend untersucht wurde, zeigte nach Stimulation der Zellen mit IFNyein
vermindertes Phosphorylierungsniveau (Abb. 3.2). Eine Tyrosin-Phosphorylierung ist
bekanntlich Voraussetzung fur die induzierbare Kernakkumulation, eine Bindung an
GAS-Stellen sowie die beobachtbare Zytokin-responsive Zielgenaktivierung. Im
unstimulierten Zustand weist STAT1 eine weitgehend panzellulare Verteilung auf,
nach Zytokinstimulation befindet sich der grof3te Teil von STAT1 retiniert im Zellkern.
Dort kann es als paralleles Dimer an DNA binden und STAT1-regulierte Zielgene
aktivieren. Ist die Phosphorylierung vermindert, wie bei STAT1-K525A, fuhrt dies zu
einer verminderten nuklearen Retention (Abb. 3.3). Des Weiteren konnte in dieser
Arbeit demonstriert werden, dass das Ausmald der DNA-Bindung aufgrund des
verringerten Phosphorylierungslevels der Mutante vermindert ist, nicht aber aufgrund
eines strukturellen Effektes die Affinitat zu GAS-Bindestellen prinzipiell kompromittiert
ist (Abb. 3.5). Die reduzierte intrazellulare Konzentration von Phospho-STAT1 und
konsekutiv verminderte Bindung an GAS-Stellen fihrt wiederum zu einer verringerten

Zielgenaktivierung, wie im Reportergen-Assay und in vivo mittels real-time-PCR
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gezeigt werden konnte (Abb. 3.9, 3.10 und Abb. 3.11). Die verminderte Kern-
akkumulation und DNA-Bindung sowie die supprimierte Genexpression nach
Stimulation der Zellen mit IFNy werden bei STAT1-K525A demnach als notwendige
Folgen angesehen, die sich aus der verringerten Phosphorylierungsrate von STAT1-
K525A im Vergleich zu STAT1-WT ergeben.

Die Freisetzung von Interferonen und die damit verbundene Rezeptoraktivierung
induziert eine Tyrosin-Phosphorylierung von STAT1, wobei die Zytokine mit
spezifischen membranstandigen Rezeptoren wechselwirken missen (Darnell, 1997).
Eine Stimulation von Zellen mit IFNy fuhrt zur Bindung und Dimerisierung des IFNGR
(Interferon-gamma-Rezeptor), wahrend im Verlauf einer Stimulation mit IFNa zwei
Untereinheiten des IFNAR (Interferon-alpha-Rezeptor) dimerisieren. Beide
Rezeptoren besitzen keine intrinsische Kinaseaktivitat, anders als der EGF-Rezeptor,
und bedurfen deshalb nicht-kovalent assoziierter Proteine, die Uber Kinaseaktivitat
verfugen, wie die Janus-Kinasen (Bach et al.,, 1997). Demnach konnte die
verminderte Phosphorylierung der Linker-Domé&nenmutante selektiv nur nach
Stimulation der Zellen mit bestimmten Zytokinen auftreten. Fir STAT1-K525A konnte
jedoch in eigenen Versuchen gezeigt werden, dass die Stimulation mit IFNy (Abb.
3.2), IFNa (Abb. 3.12 (A)) und EGF (Abb. 3.12 (B)) gleichermalRen zu einem,
verglichen mit STAT1-WT, supprimierten Phosphorylierungsniveau fuhrt. Die
verminderte Phosphorylierung von STAT1-K525A ist somit unabhangig vom
Stimulationsmodus und betrifft alle hier untersuchten Signalwege unabhangig vom
eingesetzten Liganden von STAT1.

Eine andere Mdoglichkeit, die einen Einfluss auf die Phosphorylierung haben kann, ist
die Phosphorylierung durch Jak-Kinasen. Wie bereits erwahnt, besitzen IFNAR und
IFNGR keine intrinsische Kinaseaktivitdt. Der EGFR hat jedoch intrinsische Kinase-
aktivitat, allerdings kann die Aktivierung auch unter Beteiligung von Jak1/2 ablaufen.
Ist die Tyrosin-Phosphorylierung durch Jakl/2 gehemmt, fihrt dies zu einem
verminderten Phosphorylierungsniveau. Des Weiteren kdonnte auch die Rezeptor-
bindung von STAT1-K525A kompromittiert sein. FuUr die Phosphorylierung von
STATL1 ist eine Bindung an den Zytokinrezeptor Uber die STAT-eigene SH2-Doméne
notwendig, da nur dann der kritische Tyrosinrest in Position 701 in die Nahe der Jak-
Kinasen gelangt und eine Phosphatgruppe eingebaut werden kann. Die SH2-
Domane ist zusatzlich fur die Dimerisierung von STAT1 verantwortlich. Mutiert man

den fur die Dimerisierung wichtigen Argininrest in Position 602 kann STAT1 keine
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Dimere bilden und wird nicht phosphoryliert (Shuai et al., 1993b; Chen et al., 1998).
Eine funktionelle SH2-Domé&ne ist demnach essentiell fir die Rezeptorbindung und
die Phosphorylierung. Anhand von eigenen Versuchen konnte gezeigt werden, dass
STAT1-K525A funktionelle Dimere bilden kann (Abb. 3.15) und auch die
Phosphorylierung durch aktive Jak2-Kinasen mdglich ist (Abb. 3.13).

Eine interessante Beobachtung fur STAT1-K525A ist, dass sich die verminderte
Phosphorylierung durch Vanadat-Zugabe kompensieren lasst (Abb. 3.16). Auch die
kompromittierte DNA-Bindung ist nach Vanadat-Zugabe nicht mehr nachweisbar und
STAT1-K525A akkumuliert normal in den Nuklei stimulierter Zellen (Abb. 3.18 und
3.17). Bei Vanadat handelt es sich um einen Inhibitor der Tyrosin-Phosphatasen
(Huyer et al., 1997). Wird die Dephosphorylierung durch Phosphatasen pharma-
kologisch inhibiert, lasst sich eine Hyperphosphorylierung von STAT1 induzieren. Da
sich STAT1-K525A in der Gegenwart von Vanadat uneingeschrankt phosphorylieren
lasst, kann ein Phosphorylierungsdefekt als Ursache des beobachteten Phanotyps
dieser Mutante ausgeschlossen werden. Mittels in vitro und in vivo
Dephosphorylierungsexperimenten lie3 sich stattdessen zeigen, dass es sich bei
STAT1-K525A um eine Dephosphorylierungsmutante handelt. Behandelt man
STAT1-K525A-exprimierende, IFNy-prastimulierte Zellen in vivo mit Staurosporin,
einem Kinaseinhibitor, lasst sich eine deutliche Abnahme der Phosphorylierung im
Vergleich zu STAT1-WT beobachten (Abb. 3.19 (A)). Auch durch in vitro Inkubation
mit aktiver Phosphatase (TC-PTP) liel sich zeigen, dass STAT1-K525A im Vergleich
zu STAT1-WT viel schneller dephosphoryliert wird (Abb. 3.19 (B)). Bereits 15 min
nach Zugabe von TC-PTP sind nur noch geringe Mengen an Phospho-STAT1-K525A
in den Reaktionsansatzen detektierbar.

Wie durch Kristallisationsexperimente gezeigt werden konnte, gibt es fir STAT1 zwei
unterschiedliche Konformationen. Eine parallele Konformation, bei dieser zeigen die
SH2-Domanen in die gleiche Richtung, und eine antiparallele, bei der die SH2-
Doménen in unterschiedliche Richtungen orientiert sind (Chen et al., 1998; Mao et
al., 2005). Durch die Phosphorylierung des kritischen Tyrosinrests bildet sich die
parallele Dimerform von STAT1, die im Zellkern akkumuliert und an DNA binden
kann. Fir die Rekrutierung der Phosphatase muss STAT1 die antiparallele
Konformation einnehmen, ansonsten verbleibt STAT1 in der phosphorylierten Form
(Zhong et al., 2005; Mertens et al., 2006). Wie man durch Substitutions- und
Deletionsexperimente herausgefunden hat, sind fir die Umlagerung zwischen

99



Diskussion

paralleler und antiparalleler Konformation die N-Termini verantwortlich (Shuai et al,
1996; Mertens et al., 2006). Die Stabilisierung der antiparallelen Konformation erfolgt
Uber CCD-DBD-Interaktionen, daran sind die Aminosauren F172 der CCD sowie
Q340, L383, G384, T385, H406, L407, Q408 auf Seiten der DBD beteiligt (Mao et al.,
2005). Die Mutation nur einer dieser Aminosauren fuhrt zu einer Destabilisierung der
antiparallelen Konformation und dadurch bedingt zu einem Defekt der
Dephosphorylierung (Mertens et al.,, 2006). Die parallele Konformation wird durch
reziproke Phosphotyrosin-SH2-Interaktionen stabilisiert. Wie oben bereits erwahnt,
ist fur diesen Kontakt eine strukturelle Umorientierung der beiden SH2-Domanen
notwendig. An der Stabilisierung dieses Ubergangs ist die a-Helix 10 der Linker-
Domane beteiligt. Dabei findet eine Interaktion zwischen der DNA-Bindedomé&ne mit
W555 und der Phosphat-bindenden Schleife mit W557 statt, die beide auf der a-Helix
10 gelegen sind (Chen et al.,, 1998). Yang und Kollegen fiuihrten 2002 Mutations-
experimente mit STAT1-W557A durch und beobachteten dabei, dass die Mutation zu
Alanin mit einer inhibierten Phosphorylierung und DNA-Bindung einhergeht. Des
Weiteren ist die transkriptionelle Aktivitdit der Mutante vermindert; doch wurden
weitere Experimente zur Klarung des Phanotyps von STAT1-W557A in diesem
Zusammenhang nicht durchgefuhrt. Aufgrund der vergleichbaren Ergebnisse mit
STAT1-K525A liegt jedoch die Vermutung nahe, dass es sich bei W557A ebenfalls
um eine Dephosphorylierungsmutante handelt. In Abb. 4.3 sieht man, dass sich
K525 und W557 auf zwei unterschiedlichen Helices der Linker-Domé&ne von STAT1
befinden. Allerdings liegen sich beide Reste in einem Abstand von 3,38 A
gegenuber.

Eine mogliche Erklarung fur die starkere Dephosphorylierung von STAT1-K525A
ware, dass der Lysinrest und die umliegenden Aminosauren die Affinitdt der Bindung
der Phosphatase an STAT1 kontrollieren. Diese Oberflache wirde sich geman dieser
Hypothese positiv auf die Hohe des Phosphorylierungssignals auswirken, indem sie
die Phosphatase absto3en wirde. Mutiert man Aminosaurereste wie K525 und W557
nach Alanin, ist die Oberflache der Linker-Domane in dieser Region alteriert und die
Rekrutierung der Phosphatase kdnnte nicht gehindert sein.

In friheren Arbeiten konnte unabhangig voneinander gezeigt werden, dass die DNA-
Bindung vor Dephosphorylierung schitzt (Meyer et al., 2003; Meyer et al., 2004).
Besitzen STAT1-Mutanten eine erhdhte Dissoziationsrate von DNA resultiert dies in

einer verstarkten Dephosphorylierung von STAT1, weil der Schutz vor Inaktivierung
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DNA-gebundener Dimere weniger effektiv ist. Fir STAT1-K525A konnte in eigenen
Experimenten jedoch gezeigt werden, dass die Dissoziationsrate vergleichbar mit der
von STAT1-WT ist (Abb. 3.7).

\

4

Abb. 4.3: Kristallstruktur von STAT1 mit K525 und W557. Ausschnitt aus der Kristallstruktur von
DNA-gebundenem STATL. Die LD ist in grau, die Phosphat-bindende Schleife ist in lachs, K525 ist in
blau und W557 ist in gelb dargestellt.

Eine weitaus plausiblere Erklarung fur den Phanotyp von STAT1-K525A, und
mutmallich auch fir STAT1-W557A, ist eine mdgliche Destabilisierung der parallelen
Konformation, die mit Einflhrung dieser Mutation verbunden ist. Dadurch ware die
Umorientierung von der parallelen zur antiparallelen Konformation favorisiert und die
Bindung an die Phosphatase erleichtert. W557 ist nachweislich an der Stabilisierung
des Ubergangszustandes der SH2-Doméanen der parallelen Konformation beteiligt.
Fallt die Wechselwirkung mit der Phosphat-bindenden Schleife weg, erfolgt eine
Destabilisierung dieses Ubergangszustandes und eine erleichterte Umlagerung in die
antiparallele Konformation ist die Folge (Chen et al., 1998). In Abb. 4.3 sieht man,
dass auch K525 in die Richtung der Phosphat-bindenden Schleife zeigt, so dass eine

Mutation in dieser Position ebenfalls zu einer Destabilisierung fiihren kénnte.
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A
Abb. 4.4 Kristallstruktur von STAT1 mit K525, W557, R602 und E605. Ausschnitt aus der Kristall-
struktur von DNA-gebundenem STAT1. Die LD ist in grau, die Phosphat-bindende Schleife ist in lachs,
K525 ist in blau, W557 ist in gelb, R602 ist in orange und E605 ist in rot dargestellt.

Untersucht man die Region um den Lysinrest in Position 525 und der Phosphat-
bindenden Schleife mit Hilfe der Kristallstruktur von STAT1 genauer, lasst sich in
Position 605 ein Glutamatrest identifizieren. Dieser Glutamatrest ist 3,5 A von dem
Lysinrest in Position 525 entfernt und steht vermutlich durch eine Salzbriicke in
direktem Kontakt mit diesem (Abb. 4.4). Wie bereits erwahnt, ist fir die Ausbildung
der parallelen Konformation eine Umorientierung der SH2-Domane notwendig, da
der Phosphotyrosinrest des einen Monomers in Kontakt mit dem Argininrest 602 des
anderen Monomers treten muss. Damit diese Wechselwirkung erfolgen kann, muss
die Phosphat-bindende Schleife in ihrer Position gehalten werden, damit keine
abstoRenden Wechselwirkungen auftreten kdnnen. Diese Stabilisierung erfolgt
vermutlich durch die Salzbriickenbindung des Glutamatrestes in Position 605 und
des Lysinrests in Position 525. Mutiert man den Lysinrest zu Alanin fallt die
Salzbriicke mit der endstandigen Carboxylatgruppe des Glutamatrestes weg und die
Phosphat-bindende Schleife wird nicht mehr in dieser Position gehalten. Dadurch
entsteht eine Wechselwirkung zwischen dem negativ geladenen Phosphatrest des
einen Monomers und der funktionellen Gruppe des Glutamatrestes im kontralateralen
Monomer. Insgesamt resultiert daraus eine Destabilisierung der parallelen Dimer-
konformation und STAT1 liegt Uberwiegend in der antiparallelen Konformation vor,

was mit einer hoheren Dephosphorylierungsrate einhergeht.
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Eine weitere Tatsache, die fur diese Erklarung spricht, ist, dass das nukleére
Lokalisationssignal, welches fur den Import durch Importin 1 notwendig ist, nur in der
parallelen Dimerkonformation fur Importin zuganglich ist (Zhong et al., 2005).
Demnach wirde die Uberwiegend antiparallele Konformation zu einem verminderten
Import von Phospho-STAT1 und einer Uberwiegend cytoplasmatischen Verteilung
fuhren. Dies wurde fir STAT1-K525A tatséachlich beobachtet (Abb. 3.3).

Die Arbeitsgruppe um Vinkemeier generierte 2004 eine Punktmutante im N-
Terminus, die eine Hyperphosphorylierung, eine verbesserte transkriptionelle
Aktivitat an starken Promotoren und einen Defekt der Dephosphorylierung aufwies.
Des Weiteren konnte diese Mutante aufgrund der fehlenden Dephosphorylierung den
Zellkern nicht verlassen. Diese Mutante in Position 77 von STAT1 weist demnach
den entgegengesetzten Phanotyp zu STAT1-K525A auf. Zuerst wurde angenommen,
dass das Phenylalanin in Position 77 eine Angriffsstelle flr die Phosphatase darstellt.
Durch Losen der Kristallstruktur und Deletionsexperimente konnte allerdings gezeigt
werden, dass der N-Terminus fur den Konformationsshift von der parallelen zur anti-
parallelen notwendig ist (Shuai et al, 1996; Mao et al., 2005; Mertens et al., 2006);
dabei mussen die N-Termini der beiden Monomere miteinander interagieren und die
reziproke Phosphotyrosin-SH2-Bindung I6st sich. Der Phenylalaninrest in Position 77
ist fur die Wechselwirkung der N-Termini verantwortlich, denn eine Mutation dieses
Restes nach Alanin fuhrt zu einem Verlust dieser Wechselwirkung, was sich
zusatzlich in einem Verlust der kooperativen DNA-Bindung zeigt (Meyer et al., 2004).
Fehlt die Wechselwirkung der N-Termini kann kein Konformationsshift stattfinden und
Phospho-STAT1 wird mit verminderter Rate durch die Phosphatase
dephosphoryliert. Die gehemmte Ausbildung der antiparallelen Konformation ist
demnach von einem Dephosphorylierungsdefekt begleitet. Aus diesem Grund ist es
wahrscheinlich, dass der Verlust der Stabilisierung der parallelen Konformation zu
einer erhéhten Dephosphorylierungsrate von STAT1-K525A fuhrt. Die erhéhte
Dephosphorylierungsrate konnte durch In-vivo-Experimente mit lebenden Zellen und
In-vitro-Versuche mit der aufgereinigten TC-Phosphatase eindrucksvoll bestatigt
werden (Abb. 3.19).
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4.2 Charakterisierung einer DNA-Bindemutante mit verminderter DNA-

Bindung aber erhaltener GAS-Erkennung

In dieser Arbeit wurden Mutationen der Linker-Doméane von STAT1 mit der Mal3gabe
generiert, mehr Gber die Funktion dieser bislang wenig untersuchten Domane zu
erfahren. Im Zuge dieser Versuche konnte bestatigt werden, dass die Linker-Doméne
essentiellen Einfluss auf die transkriptionelle Aktivitat von STAT1 besitzt. Es wurde
gefunden, dass STAT1 in Position 500 einen konservierten Glutamatrest besitzt,
dessen Substitution zu Alanin mit einer Liganden-abhangigen, differentiellen Gen-
transkription einhergeht. Des Weiteren konnte erstmalig demonstriert werden, dass
die Linker-Domane von STAT1 an der Dephosphorylierung beteiligt ist. Die Mutation
eines hochkonservierten Lysinrests in Position 525 fihrte zu einer verbesserten
Dephosphorylierung durch die Tyrosin-Phosphatase und dadurch bedingt zu einem
geringeren Phosphorylierungsniveau mit einer Uberwiegend cytoplasmatischen
Lokalisation von STAT1-K525A.

Die Experimente zeigen einmal mehr den essentiellen Einfluss der DNA-Bindung auf
die transkriptionelle Aktivitat. Strukturell besteht die DNA-Bindedomane von STAT1
aus 170 Aminosauren. Durch Kiristallisationsexperimente konnte gezeigt werden,
dass nur einige wenige Aminosauren in direktem Kontakt mit der DNA stehen (Chen
et al., 1998). Mutationen dieser Aminosauren fiihren zu Anderungen in der Affinitat
zu GAS-Stellen und veranderten Off-Raten von der DNA (Yang et al., 2002; Meyer et
al.,, 2003). Des Weiteren kdénnen Mutationen in der Linker-Domé&ne von STAT1
ebenfalls einen Einfluss auf die DNA-Bindung austiben (Yang et al., 2002).

In dieser Arbeit wurde in einem zweiten Versuchsteil eine Punktmutante der DNA-
Bindedomane von STAT1 untersucht (STAT1-F364A), dessen substituierter Amino-
saurerest sich aul3erhalb der Kontaktflache zur DNA-Doppelhelix befindet und nicht
direkt an der DNA-Bindung beteiligt ist. Dieser kritische Aminosédurerest in Position
364 von STATL1 ist an der Oberflache des Molekuls lokalisiert und konnte fur die
Architektur der DNA-Bindedoméane bedeutsam sein (Abb. 3.32). Zum Vergleich
wurde eine zweite Substitutionsmutante der DNA-Bindedomane von STAT1
verwendet, von der aus eigenen Vorversuchen bekannt war, dass sie nach IFNy-
Stimulation der Zellen ein starkeres Phosphorylierungssignal aufwies. Bei dieser
hyperphosphorylierten Mutante handelte es sich um die Substitution eines Threonin-

restes in Position 385, der zu Alanin konvertiert wurde. Wie man der Kristallstruktur
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von Mao und Kollegen entnehmen kann, befindet sich Threonin 385 in einer Tasche
der DBD, die fur die Stabilisierung der antiparallelen Konformation durch Bindung
von F172 des kontralateralen Monomers verantwortlich ist (Mao et al., 2005).
Mutationsexperimente von F172, Q340, G384 und Q408 hatten bereits gezeigt, dass
diese Mutationen zu einer Hyperphosphorylierung fuhren (Mertens et al., 2006). Des
Weiteren weist STAT1-F172W einen Defekt der Dephosphorylierung auf. Der
Dephosphorylierungsdefekt und die Hyperphosphorylierung kommen aufgrund der
fehlenden Stabilisierung der antiparallelen Konformation durch die Kontaktflache
zwischen DBD und CCD, an der die genannten Aminosauren beteiligt sind, zustande.
Fehlt diese Wechselwirkung kann die antiparallele Konformation von STAT1 nicht
mehr eingenommen werden und das Protein bleibt langer und starker als das
Wildtyp-Molekil phosphoryliert, da die Phosphatase wenig effektiv angreifen kann
(Zhong et al., 2005). Threonin 385 ist ebenfalls an dieser Wechselwirkung beteiligt,
wie die hier vorgestellten, eigenen Ergebnisse zeigen. Eine Mutation zu Alanin fuhrt
demnach ebenfalls zu einer Destabilisierung der antiparallelen Konformation, so dass
STAT1-T385A weitaus geringer dephosphoryliert wird als das unmutierte STAT1-
Dimer. Diese Beobachtung stitzt sich auf den experimentell nachweisbaren
Dephosphorylierungsdefekt durch In-vivo- (Abb. 3.33) und In-vitro-Versuche und ist
mit einer verlangerten Kernakkumulationsphase von Phospho-STAT1-T385A nach
IFNy-Stimulation verbunden (Abb. 3.36). STAT1-T385A kann aufgrund der fehlenden
Dephosphorylierung nur eingeschrénkt aus dem Zellkern transportiert werden.
Anhand des Vergleichs mit STAT1-T385A konnte festgestellt werden, dass die neu
beschriebene F364A-Mutante demgegeniber keine Hyperphosphorylierung aufweist
(Abb. 3.33).

Anhand mehrerer unabhéngiger Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die
DNA-Bindung wichtig fur die Inaktivierung und die Kernakkumulation ist. So fluhren
z.B. Mutationsexperimente in der DNA-Bindedomane von STAT1 und STATS5b zu
einem Verlust der Kernakkumulation (Herrington et al., 1999; Meyer et al., 2003).
Meyer et al. generierten 2003 mehrere STAT1-Bindemutanten auf Grundlage der
Kristallstruktur von DNA-gebundenem STAT1. Die mutierten Aminoséuren stehen in
Kontakt mit dem Phosphatriickgrat der DNA und liegen aul3erhalb des NLS, das sich
ebenfalls in der DNA-Bindedoméne befindet. Dessen Mutation fuhrt ebenfalls zu
einem Verlust der Kernakkumulation von STAT1 (Melen et al., 2001). Die von den
Autoren benutzten Mutanten, genannt DNA™"S (T327R, VT426-427HH) und DNAM™S
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(VT426-427DD), wurden bezilglich ihrer DNA-Bindung und Kernakkumulation im
Vergleich zu einer von Yang et al. (2002) generierten Mutante untersucht, die sie als
DNA°" (KE544-545AA) bezeichneten. DNA" besitzt eine erhohte Off-Rate von DNA,
erkennt aber palindrome GAS-Stellen. Fiir DNA”" konnte gezeigt werden, dass die
Mutante nach IFNy-Stimulation durch unspezifische Bindungen an degenerierten
Nicht-GAS-Bindestellen  bindet und dadurch eine verstarkte  Tyrosin-
Phosphorylierungsphase und verlangerte Dauer der Zytokin-induzierten Kern-
akkumulation aufweist. Dennoch ist diese Mutante nicht in der Lage, STAT1-
spezifische Zielgene zu aktivieren. DNAM™S hingegen verliert jegliche Affinitat zur
DNA-Bindung und akkumuliert daher nicht nennenswert im Kern.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass es sich bei STAT1-F364A
ebenfalls um eine DNA-Bindemutante handelt, da sie eine verminderte Affinitat zu
DNA besitzt (Abb. 3.39). Durch Generierung einer F364A-NES-Doppelmutante
konnte dieses Ergebnis zusatzlich bestéatigt werden (Abb. 3.42). Diese Doppel-
mutante verfigt aufgrund der Prasenz eines NES Uber einen hyperaktiven Export, so
dass diese Proteine nach IFNy-Stimulation sofort wieder aus dem Zellkern exportiert
werden. Hemmt man das fir den Export von STAT1 verantwortliche Exportin CRM1
durch Zugabe von Leptomycin B, kommt es aufgrund der verminderten DNA-Bindung
im Gegensatz zu STAT1-WT zu keiner Retention von STAT1-F364A im Zellkern von
Zytokin-stimulierten Zellen. Eine verstarkte Dephosphorylierung von STAT1-F364A
konnte jedoch durch In-vivo- und In-vitro-Dephosphorylierungsexperimente
ausgeschlossen werden (Abb. 3.33 und 3.34). Die aus der Literatur bekannte
STAT1-Mutante DNA®" zeigt ebenfalls eine niedrig affine DNA-Bindung, die jedoch
aufgrund einer erhéhten Off-Rate von DNA zustande kommt. Die in dieser Arbeit
durchgefuihrten Experimente legen nahe, dass STAT1-F364A die gleiche Off-Rate
wie STAT1-WT aufweist (Abb. 3.40).

Anders als bei STAT1-DNA™™S fithrt die niedrig affine DNA-Bindung von STAT1-
F364A zu keinem Verlust der Zytokin-induzierbaren Kernakkumulation. Erst im
Kontext der NES-Additionsmutante zeigt sich bei STAT1-F364A eine verminderte
Retention im Kern von Interferon-stimulierten Zellen. Mittels Fluoreszenz-
untersuchungen von STAT1-F364A-GFP-Fusionsproteinen konnte allerdings
demonstriert werden, dass die Kinetik der Kernakkumulation von STAT1-WT und
STAT1-F364A in etwa vergleichbar ist. Die verminderte DNA-Bindung fihrt demnach

in diesem Fall zu keinem Verlust der Kernakkumulation von STAT1-F364A, wie es flr
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andere DNA-Bindemutanten der Fall ist. Der Grund daftr liegt méglicherweise darin,
dass STAT1-F364A trotz der verminderten DNA-Bindung immer noch eine
ausreichende Affinitat zur DNA besitzt (Abb. 3.39), die eine Retention im Zellkern
von Zytokin-stimulierten Zellen ermdoglicht. Aufgrund der noch vorhandenen GAS-
Erkennung ist der Einfluss der verminderten DNA-Bindung auf die transkriptionelle
Aktivitat von STAT1-F364A partiell kompensiert. STAT1-F364A besitzt zwar eine
verminderte transkriptionelle Aktivitat an artifiziellen Reportergenkonstrukten,
allerdings ist dieser Einfluss auf die Regulation nativer, IFN-responsiver Zielgene
bemerkenswert gering (Abb. 3.43, 3.44 und Abb. 3.45).

4.3 Ausblick

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Linker-Doméne von STAT1 an der
differentiellen Zielgenerkennung und der Regulation der Dephosphorylierung beteiligt
ist. Es wurde ein Glutamatrest in Position 500 der LD identifiziert, dessen Mutation zu
Alanin zu einer verbesserten transkriptionellen Aktivitat nach IFNy-Stimulation fuhrt.
Die IFNa-abhangige Genaktivierung dieser Substitutionsmutante ist jedoch partiell
supprimiert. Damit stellt die E500A-Mutante ein interessantes Werkzeug fur die
Erforschung der Wirkungsweise von Interferonen dar. Die an der Molekuloberflache
exponierte Helix kdnnte sich tberdies als ein mdglicher Angriffspunkt von Pharmaka
erweisen, mit denen sich die intrazellularen Effekte von Zytokinen modulieren lassen.
Des Weiteren ware es sinnvoll, mit dieser Mutante ein transgenes Mausmodell zu
generieren, um den Einfluss einer differentiellen, Liganden-abhéngigen Gen-
expression im organismischen Kontext einer grundlegenden experimentellen Unter-
suchung zu unterziehen. Durch Herstellung einer STAT1-E500A-knockin-Maus héatte
man vermutlich die Moéglichkeit, den Einfluss der STAT1-vermittelten Genexpression
bei bakteriellen und viralen Infekten zu untersuchen. Es wird erwartet, dass
homozygote STAT15°VES0A Mause eine verminderte Letalitat nach Inokulation mit
Listeria  monocytogenes aufweisen, aber eine erhohte Suszeptibilitdt fur virale
Pathogene besitzen. Eine solche Hypothese bedarf freilich einer systematischen
immunologischen Uberpriifung, doch dafir wiirde sich die STAT1-E500A-knockin-
Maus in idealer Weise fir die Untersuchung einer differentiellen Interferon-

responsiven Genexpression anbieten.
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Anhang

Anhang

Teile dieser Arbeit wurden auf folgenden Kongressen vorgestellt:

American Psychosomatic Society 69th Annual Scientific Meeting, 9. - 12. Marz 2011
in San Antonio, USA: Deciphering interferon-induced signal pathways in depression

through the study of hyper-phosphorylated STAT1 (Poster).

American Psychosomatic Society 69th Annual Scientific Meeting, 9. - 12. Marz 2011
in San Antonio, USA: Expressing mutant STAT1 transcription factor as an
experimental approach for the study of interferon-induced signal transduction in

depression (Poster).
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