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5. Zusammenfassung

Der Transkriptionsfaktor STAT1 befindet sich vor der Stimulation mit IFNγ preferentiell im

Cytosol der Zellen. Nach Stimulation wird STAT1 durch Jak-Kinasen phosphoryliert und sehr

schnell in den Zellkern transloziert. In dieser Arbeit wurden der IFNγ-abhängige nukleäre Import

und Export von STAT1 untersucht. Es wurde beobachtet, daß die Behandlung von 293T-Zellen

mit dem Exportinhibitor LMB keinen Einfluß auf die nukleäre Verteilung von STAT1 in unsti-

mulierten Zellen hatte, aber die Phase der nukleären Akkumulation von STAT1 nach einer IFNγ-

Stimulation verlängerte. Im weiteren Verlauf dieser Arbeit wurde ein konserviertes leuzinreiches

Segment im 4-Helix-Bündel von STAT1 identifiziert, welches für den effektiven nukleären Ex-

port von STAT1 notwendig ist. Durch Mutation von zwei Leuzinresten wird der Rücktransport

von STAT1 ins Cytosol vermindert. In gleicher Weise wird die Akkumulationsdauer von

STAT1αWT durch LMB-Behandlung verlängert. Diese Resultate zeigen deutlich, daß STAT1

über einen CRM1-abhängigen Weg in das Cytosol exportiert wird. Die Identifizierung eines kon-

servierten NES in dem 4-Helix-Bündel von STAT1 offenbart erstmalig die Existenz eines aktiven

nukleären Exports in der Familie der STAT-Proteine. Eine reduzierte Rate des Rücktransports

von STAT1 in das Cytosol der Zellen ist mit einer geringeren transkriptionellen Antwort verbun-

den. Diese Ergebnisse legen nahe, daß STAT-Proteine über verschiedene unabhängige Export-

wege aus dem Zellkern exportiert werden und daß diese Exportwege mit der transkriptionellen

Aktivität von STAT-Proteinen in einer engen Verbindung stehen. Es wurde in dieser Arbeit auch

eine leuzinreiche Zielsequenz in der DNA-Bindedomäne näher charakterisiert. Dieses konser-

vierte Signal ist von zentraler Bedeutung für den IFNγ-induzierten nukleären Import von phos-

phorylierten STAT1-Dimeren. Eine Mutation von zwei Leuzinresten in der NLS-Sequenz blok-

kiert den nukleären Import von tyrosinphosphorylierten STAT1-Proteinen vollständig. Der inhi-

bierte nukleäre Import von phosphoryliertem STAT1 führt zu einer dramatischen Abnahme der

Aktivierung IFNγ-sensitver Zielgene durch STAT1. Der Kernimport von unphosphoryliertem

STAT1 wird durch Mutationen in der NLS-Sequenz nicht beeinflußt.

Es wurde ebenfalls gezeigt, daß eine C-terminale Kopplung von STAT1 mit der Farnesylierungs-

sequenz CAAX zu einer Verankerung von STAT1 mit der Plasmamembran führt. Die kovalente

Bindung von STAT1 an die Plasmamembran ist mit einer vollständigen Inhibierung der IFNγ-



abhängigen Zielgenaktivierung verbunden. Die Induzierung der TNFα-vermittelten Apoptose

wird durch die Verankerung von STAT1 an der Plasmamembran nicht wesentlich beeinflußt.

Interessanterweise wird die STAT1-abhängige Expression der Caspasen ICE und ICH-1 und die

TNFα-vermittelte Apoptose nicht durch die Mutation des NLS beeinträchtigt. Diese Ergebnisse

legen nahe, daß STAT1-Dimere in den Zellkern importiert werden, damit es zu einer IFNγ-

abhängigen Zielgenaktivierung durch STAT1 kommen kann. Die nukleäre Akkumulation von

STAT1 ist aber nicht für die STAT1-abhängige Aktivierung der Caspasegene und für die TNFα-

vermittelte Induktion der Apoptose notwendig. Die tyrosinphosphorylierten und unphosphory-

lierten STAT1-Proteine werden auf unabhängigen Wegen zwischen Cytosol und Zellkern rasch

hin und her bewegt und verursachen in beiden Kompartimenten unterschiedliche Funktionen.

6. Summary

Before stimulation signal transducers and activators of transcription (STATs) reside in the cyto-

plasm. STATs are phosphorylated by Janus kinases in response to cytokine stimulation and there

upon rapidly translocate into the nucleus. In this thesis the IFNγ-dependent nuclear import and

export of STAT1 was examined. It was found that treatment of 293T cells with the export in-

hibitor leptomycin B does not induce nuclear build-up of STAT1 in resting cells, but prolongs the

nuclear accumulation phase in IFNγ-stimulated cells. In the course of this work a conserved leu-

cine-rich helical segment in the coiled-coil domain of STAT1 was identified, which is responsi-

ble for the efficient nuclear export of this protein. Mutation of two leucines within this segment

greatly attenuates the back transport of STAT1 into the cytoplasm. When fused to a carrier pro-

tein, the STAT1 export sequence can mediate nuclear export after intranuclear microinjection.

This result indicates that STAT1 returns to the cytoplasm via a CRM1-dependent pathway. The

identification of a conserved NES motif in the coiled-coil domain of STAT1 reveals for the first

time the existence of an active nuclear export for a member of the STAT family of transcription

factors. Notably, a reduced rate of back transport of STAT1 into the cytoplasm results in a

aborted transcriptional response to stimulation with IFNγ. These data suggest that STAT proteins



are actively exported from the nucleus via several separate pathways and link their activity to

transcriptional activation.

In addition, a nuclear targeting sequence in the DNA-binding domain of STAT1 was identified.

This conserved signal is critical for the IFNγ-induced nuclear import of phosphorylated STAT1

dimers. Mutations of  two leucines within this NLS-sequence inhibits nuclear entry of tyrosine-

phosphorylated STAT1, which in turn prevents induction of IFNγ-inducible target genes. Inter-

estingly, the nuclear import of unphosphorylated STAT1 continues and the STAT1-dependent

constitutive expression of caspases and the TNFα-mediated induction of apoptosis proceed unal-

tered. Thus, tyrosine-phosphorylated and unphosporylated STAT1 proteins shuttle via independ-

ent pathways to distinct sets of target genes. Furthermore, it was demonstrated that STAT1 pro-

teins C-terminal fused with a CAAX-motif functioning as a membrane anchor are fully compe-

tent to induce TNFα-mediated apoptosis. In contrast, membrane-bound STAT1 lost the ability to

activate IFNγ-dependent target genes. These results indicate that STAT1 dimers require nuclear

localisation for the activation of IFNγ-dependent target genes and that nuclear accumulation is

not necessary for the induction of the STAT1-dependent activation of caspase genes and TNFα-

mediated apoptosis.
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9. Abkürzungen
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GAPDH Glyceraldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase

GBP-1 Guaninnukleotid-bindendes Protein-1

GFP Grün-fluoreszierendes Protein

H Histidin

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

h Stunden

I Isoleuzin

IFN Interferon

ISGF-3γ Interferon-stimulierter Genfaktor 3



K Lysin

L Leuzin

M Methionin

min Minuten

MMLV-RT Moloney-Murine-Leukemia-Virus Reverse Transkriptase

N Asparagin

ONPG o-Nitrophenyl-β-D-galactopyranosid

P Prolin

PBS Phosphat-gepufferte Salzlösung

PCR Polymerase-Kettenreaktion

POD Meerrettich-Peroxydase-gekoppeltes Immunoglobulin

Poly-dI-dC Poly-Deoxyinosid-phosphat-Deoxycytidin-phosphat

Q Glutamin

R Arginin

RT Raumtemperatur
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S Serin

sek Sekunden

STAT Signal Transductor and Activator of Transcription

T Threonin
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TNF Tumornekrosefaktor

Tris 2-Amino-2-hydroxymethyl-1,3-propandiol

TRITC Tetramethylrhodamin-isothiocyanat

U Katalytische Einheiten

V Valin

W Tryptophan

WT Wildtyp

Y Tyrosin


