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8 Abkulrzungen

°C
p

APS

AS
ATCC
ATP

bp

BSA
BLU
BRCA 1
CaMK II
CBP
CHX

Ci

CIP
CRM1
CTP

dIdC
DMEM
DMSO
DNA
dNTP
DSMZ
DTT
EDTA
EGF
EGTA
EMSA

Grad Celsius

micro

Ammoniumpersulfat

Aminosdure

American type culture collection

Adenosintriphosphat

Basenpaar

Rinder-Serumalbumin

Boehringer Lichteinheiten

Brustkrebs 1

Ca""/Calmodulin-abhiingige Kinase II

CREB (calcium response element binding protein)-Bindeprotein
Cycloheximid

Curie

Alkalische Kélberdarm-Phosphatase

Chromosome region maintenance 1

Cytidintriphosphat

Dalton

Desoxyinosidphosphat-Desoxycytidinphosphat
Dulbecco-modifiziertes Eagle-Medium

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonuleinsdure

Desoxynukleotid

Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
Dithiotreitol

Ethylendiamin-N,N,N’ N’-Tetraessigsaure

Epidermaler Wachstumsfaktor
1,2-Bis-(2-aminoethoxyethan)-N,N,N’,N’-Tetraessigsdure
Electrophoretic mobility shift assay

- 138 -



Abkiirzungen

EPO
EtOH
ERK
FCS
FITC
FRAP

GAS
GFP
GSH
GST
GTP

HEPES
HRP
IFN

Ig

IL
IPTG
ISGF3
ISRE
JAK

LB
LIF
LMB
LPS

MAPK
MBP

Erythropoeitin

Ethanol

Extrazelluldr-regulierte Kinase
Fotales Kélberserum
Fluorescein-Isothiocyanat
Fluoreszenz-Wiederauffiillung nach Photobleichung
Erdbeschleunigung
Gamma-aktivierte Stelle
Griin-fluoreszierendes Protein
Glutathion
Glutathion-S-Transferase
Guanosintriphosphat

Stunde(n)
N-(2-hydroxyethyl)-1-Piperazino-Ethansulfonséure
Meerrettich-Peroxidase

Interferon

Immunglobulin

Interleukin
Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid
Interferon-stimulierter Genfaktor
Interferon-stimuliertes Genelement
Janus-Kinase

kilo

Liter

Luria-Broth
Leukédmie-inhibierender Faktor
Leptomycin B

Lipopolysaccharid

milli, Meter

molar

Mitogen-aktivierte Proteinkinase

Maltosebindeprotein
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MBS m-maleimidobenzoyl-N-hydroxysuccinimid-Ester
MCM 5 Minichromosome maintenance 5
MeOH Methanol

MES 2-(-morpholino)-Ethansulfonsdure
MHC Haupthistokompatibilitits-Komplex
Min. Minute(n)

MKK MAP-Kinase-Kinase

n nano

NEM N-Ethylmaleimid

NES Nukleédres Exportsignal

NF-xB Nukleérer Faktor kKB

NLS Nukleidres Lokalisationssignal
NP-40 Nonidet-P40

NUP Protein des Kernporenkomplexes
OD Optische Dichte

ONPG Ortho-Nitrophenyl-f-D-Galactopyranosid
OSM Onkostatin M

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese
PBS Phosphat-gepufferte Salzlosung
PCR Polymerase-Kettenreaktion

PKC Proteinkinase C

PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid

ran Ras-verwandtes Kernprotein

RT Raumtemperatur

S Sekunde(n)

SDS Natriumdodecylsulfat

SH2 Src-Homologie 2

STAT Signal-Transduktor und Aktivator der Transkription
TAE Tris-Essigsdure-EDTA

TBE Tris-Borsdure-EDTA

TBS Tris-gepufferte Salzlosung
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TE Tris-EDTA

TEMED N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin

TNF Tumor Nekrose Faktor

TTP Thymidintriphosphat

Tris 2-Amino-2-Hydroxymethyl-1,3-Propandiol
TRITC Tetramethylrhodamin-Isothiocyanat

uv ultraviolett

/N iiber Nacht

A% Volt

wt Wildtyp

Aminosauren

Alanin
Cystein
Aspartat
Glutamat
Phenylalanin
Glycin
Histidin
Isoleucin
Lysin
Leucin
Methionin
Asparagin
Prolin
Glutamin
Arginin
Serin
Threonin
Valin
Tryptophan

~ =< 3 n x O 9 ZZC R @D Q@ ™T™HOO

Tyrosin
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9 Anhang |

Statistische Auswertung der FRAP-Daten

Unstimulierte Zellen

Bleichtiefe (Minimum)® GFP  STAT1DNA™™® STATla STATIB STATIAN STATI1tc
Mean 76.16 60.41 59.5 59.66 58.77 57.7
SD 2.68 1.49 2.88 5.03 5.07 2.79
SEM 1.2 0.61 0.96 2.25 2.27 1.25
N 5 6 9 5 5 5
Endwert (Maximum)?
Mean 96 95.45 93.75 94.47 94.71 94.39
SD 1.98 0.96 2.44 1.23 0.92 1.38
SEM 0.89 0.39 0.81 0.55 0.41 0.62
N 5 6 9 5 5 5
Zeit grofRter Endwert (s)
Mean 4.38 4.6 3.56 4.12 4.49 4.38
SD 1.33 1.19 1.76 1.4 1.11 1.67
SEM 0.59 0.48 0.59 0.63 0.5 0.74
N 5 6 9 5 5 5
Halbwertzeit (s)
Mean 0.166 0.148 0.129 0.154 0.105 0.0127
SD 0.087 0.044 0.050 0.038 0.023 0.037
SEM 0.039 0.018 0.017 0.017 0.01 0.017
N 5 6 9 5 5 5
T-Test
Bleichtiefe df t-Wert p-Wert Signifikanz
GFP: DNA™™* 9 12.35 <0.0001 Ja
GFP: STAT1a 12 10.59 <0.0001 Ja
GFP: STAT1B 8 6.466 0.0002 Ja
GFP: STAT1AN 8 6.771 0.0001 Ja
GFP: STAT1tc 8 10.66 <0.0001 Ja
STAT1la: DNA™™® 13 0.7058 0.4928 Nein
STAT1la: STAT1p 12 0.0772 0.9397 Nein
STAT1a: STAT1AN 12 0.3457 0.7356 Nein
STAT1a: STAT1tc 12 1.13 0.02805 Nein
STAT1p: DNA™™S 9 0.3495 0.7347 Nein
STAT1p: STAT1AN 8 0.2771 0.7887 Nein
STAT1p: STAT1tc 8 0.7613 0.4683 Nein
STAT1AN: DNA™™® 9 0.7579 0.4679 Nein
STATI1AN: STAT1tc 8 0.4147 0.6893 Nein
STAT1tc: DNA™™® 9 2.064 0.0691 Nein

- 142 -



Anhang |

IFNy-Stimulation

Bleichtiefe (Minimum)? GFP STAT1 DNA™™® STAT1a STAT1B  STAT1AN STATIltc
Mean 77.96 57.23 42.48 61.24 60.02 59.24
SD 2.34 2.56 7.9 3.69 4.41 6.43
SEM 1.05 1.15 3.53 1.65 1.8 2.87

N 5 5 5 5 6 5

Endwert (Maximum)®

Mean 95.91 95.22 93.5 96.49 94.9 93.69
SD 1.38 3.98 1.77 1.53 1.17 0.51
SEM 0.62 1.78 0.79 0.68 0.48 0.23
N 5 5 5 5 6 5

Zeit grofRter Endwert (s)

Mean 4.5 3.08 5.21 4.01 4.3 4.08
SD 0.48 1.43 4.09 0.36 0.70 1.24
SEM 0.21 0.64 1.83 0.16 0.29 0.55
N 5 5 5 5 6 5

Halbwertzeit (s)

Mean 0.147 0.093 0.144 0.127 0.163 0.164
SD 0.051 0.051 0.045 0.036 0.061 0.085
SEM 0.023 0.023 0.02 0.016 0.025 0.038
N 5 5 5 5 6 5
T-Test
Bleichtiefe df t-Wert p-Wert Signifikanz
GFP: DNA™® 8 13.36 <0.0001 Ja
GFP: STAT1a 8 9.626 <0.0001 Ja
GFP: STAT1p 8 8.554 <0.0001 Ja
GFP: STAT1AN 9 8.141 <0.0001 Ja
GFP: STAT1tc 8 6.118 0.0003 Ja
STAT1o: DNA™™S 8 3.97 0.0041 Ja
STAT1o: STAT1p 8 4.808 0.0013 Ja
STAT1o: STAT1AN 9 4.664 0.0012 Ja
STAT1o: STATItc 8 3.679 0.0062 Ja
STAT1p: DNA™™® 8 1.994 0.0813 Nein
STAT1B: STATIDN 9 0.4903 0.06356 Nein
STAT1p: STAT1tc 8 0.6021 0.5638 Nein
STAT1AN: DNA™™* 9 1.242 0.2456 Nein
STAT1AN: STAT1tc 9 0.2375 0.8176 Nein
Nein
STAT1tc: DNA™™® 8 0.6495 0.5342 Nein

%in % der Fluoreszenzintensitit vor dem Bleichprozess
Unterschiede wurden als statistisch signifikant gewertet, wenn p < 0.05.
Abkiirzungen: SD: standard deviation; SEM: standard error of mean; N: number of samples
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Massenspektrometrische Analyse der Serin’?’-Phosphorylierung

2911_1337_A_WT_phos 1399 (38.648) Cm (1399:1400) 1: TOF MS ES+
1201.637 265
100+
1201.130
1202.116
| 7
H %
] 1202.624
1 . s "
O R
2911_1337_A_WT_phos 1245 (35.711) Cm (1244:1245) 1: TOF MS ES+
1161.630 489
100+
1161.145
1162.143
%7
] 1162.642
7
O"H‘H“‘“HH‘HH‘HHW'\H‘HH‘HH‘H“r””“” 1 miz
1155 1160 1165 1170 1175 1180 1185 1190 1195 1200 1205

L e B i e
1210 1215 1220

B)
2911 L337_B_WT_phos 1408 (38.836) Sm (SG, 2x3.00); Cm (1408:1409) 1: TOF MS ES+
100~ 1201.637 357
] 357
1202.145
1201.130_ | 17
] 251
% 1202.652
] 106
GLAA“M
2911_L337_B_WT_phos 1255 (35.916) Sm (SG, 2x3.00); Cm (1255:1256) 1: TOF MS ES+
100, 1161658 305
] 30
| 1161145 | 1162143
24
] 1162.642
% 13
1 1169.405 1184.696
] 1162.753 1180.640 1191.649
1158.168 9 6 6 6 7 1195.963 1203.654 120%686 1217.648
4
[ e A e e o e T e e B e e e e e e e L i e o e e e e e S e e 1114
1155 1160 1165 1170 1175 1180 1185 1190 1195 1200 1205 1210 1215 1220

A) und B) Abschatzung des Anteils an Serin’?’-phosphoryliertem Protein an Hand der MS-Signalintensitaten
des tryptischen Peptides 717-736. Die Abschitzung erfolgte aufgrund der Signalintensitit des Serin’*'-
phosphorylierten Peptides (bei 1201,637 M/z; oberes Spektrum) und der Signalintensitét des unmodifizierten Pepti-
des (bei 1161,630 M/z; unteres Spektrum). Aus mehreren Messungen ergibt sich so ein Anteil von etwa 50% an
Serin’*’-phosphoryliertem Protein fiir Tyrosin'-phosphoryliertes STAT1o. (A) (in dem hier gezeigten Spektrum:
Signalintensitdt modifiziertes Peptid: 265; Signalintensitat unmodifiziertes Peptid: 489) und etwa 90% fiir nicht-

Tyrosin’"'-phoshphoryliertes STAT1o. (B) (Signalintensitit modifiziertes Peptid: 357; Signalintensitit unmodifizier-
tes Peptid: 30,5).
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b8
100 899.498
1 y'7
b~8
b8
| 1899.546
% 900.559
y'2 b*7
262.143 769.404
1 y'6 Y7
y b5 g 752.338 864.472 901.535 y'9
490.238 559.276 y 1107.570
b2 v'3 g)saoz
y 787.439
175.127 242.163 361,221 658,353 1081.071
N N b3 N
0 m/z
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100

C) Nachweis der Identitét des Peptides und Bestatigung der Phosphorylierung an Position Serin’?’ durch
MSMS des tryptischen Peptides 717-736 von STAT1a.
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