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3.1 Pias3 als Interaktionspartner von Gfi-1 und Verbindung zum Stat3 Signaltransduktions-weg

3.1.1 Die Interaktion in-vitro und in-vivo
Die unter 2 präsentierten Ergebnisse führen zu der Hypothese einer biochemischen und funktionellen Interaktion zwischen den Proteinen Gfi-1 und Pias3. Zur Unterstützung dieser Aussage sind eine Reihe von experimentellen Daten aufgeführt worden. Die Interaktion wurde zunächst in-vivo in Hefen mit Hilfe des „Two-Hybrid“ Systems gefunden und bestätigt (2.2). Sie konnte durch weitere Studien auf den Bereich des Gfi-1 Proteins außerhalb des Zinkfingers eingeschränkt werden (2.2). Auf Seiten von Pias3 reichte bereits der c-Terminus für eine Interaktion in Hefen aus, aber auch das gesamte Pias3 Protein interagierte mit Gfi-1 in Hefe (2.2), auch wenn Gfi-1 als VP-16 Fusions-protein und Pias3 als LexA Fusionsprotein exprimiert wurden (Daten nicht gezeigt). Dies ist nicht bei allen in Hefe gefundenen Interaktionen der Fall. Im Gegensatz zur publizierten Stat1-Pias1 Interaktion ist die Interaktion zwischen Gfi-1 und dem gesamten Pias3 Protein ebenfalls meßbar (vergleiche Erklärung von Liu et al., 1998). Die Daten aus den Hefeexperi-menten konnten durch Kontrollen bestätigt werden, bei denen einzelne Komponenten des „Two-Hybrid“ Systems über induzierbare Promotoren in der Hefe ein- oder ausgeschaltet wurden (Daten nicht gezeigt, zur Induktion von Hefevektoren siehe auch Rödel, 1995). 

Die zentralen Aussagen über die Pias3-Gfi-1 Interaktion konnten auch durch biochemische Untersuchungen in-vitro und in-vivo unterstützt werden (2.6): Das Pias3 Protein konnte in-vitro in einem Komplex mit dem n-Terminus von Gfi-1 zusammen aufgereinigt werden, wobei die Bedingungen stringent genug waren, um die Detektion nicht spezifischer Interaktionen auszuschließen. In-vivo war die Aufreinigung eines Komplexes aus dem gesamten Gfi-1 Protein und Pias3 möglich. Die Präzipitation des Gfi-1 n-Terminus mit Pias3 funktionierte im Vergleich dazu nicht (2.6). Möglicherweise sind die Bedingungen für eine Präzipitation in-vivo noch nicht optimal gewählt worden. Vielleicht zeigt aber auch die Verteilung von Gfi-II GFP und Pias3 in den Kolokalisationsexperimenten (2.8), daß beide in-vivo in einer Form vorliegen, die im Vergleich zu den Wildtyp Proteinen nicht physiologisch ist. Es ist denkbar, daß sich die Komplexe, die sich zum Kerntransport „aufstauen“, nicht für eine Kopräzipitation eignen. In Hefen war die Interaktion zwischen Gfi-II und Pias3 durchaus meßbar. In diesem System wird der Transport von beiden Interaktionspartnern in den Zellkern durch die Kernlokalisierungssequenzen im ver-wendeten LexA bzw. VP16 Anteil des Fusionsproteins garantiert (siehe Material und Methoden).

Neben den biochemischen Experimenten lieferten die zellbiologischen Lokalisationstudien sehr gute Hinweise auf eine Gfi-1-Pias3 Interaktion. Zuerst einmal waren beide Proteine im gleichen zellulären Kompartiment nämlich dem Zellkern lokalisiert (2.7). Zweitens war die Morphologie dieser Lokalisation in Form einer punktförmigen Verteilung über den Kern identisch, wenn auch bei Pias3 im Durchschnitt eine geringere Anzahl an punktfömigen Signalen zu finden war als bei Gfi-1 (eigene Beobachtung). Die Untersuchung dieser punktförmigen Verteilung zeigte darüberhinaus, daß beide Proteine bei einer Doppelfärbung in den gleichen Punkten im Zellkern vorliegen (2.8). Alle Aufnahmen sind mit einem konfokalem „Laser Scanning Mikroscope“ gemacht worden (siehe Material und Methoden), und repräsentieren Schnittebenen durch die betrachteten Zellen. Artefakte bei den Beobachtungen aufgrund von sich überlagernden Signalen aus verschiedenen Ebenen oder von einer nicht sauberen Trennung der beiden Fluoreszenzen sind daher ausgeschlossen (vergleiche auch Kontrollen in 2.8). Die Daten der Lokalisationstudien mit den Gfi-1 Mutanten unterstützen wiederum die Annahme, daß für eine Interaktion nur der n-Terminus von Gfi-1 notwendig ist (2.8). Die Interaktion zwischen Gfi-II GFP und Pias3 ist dabei so stark, daß sie ausreicht, die Kernlokalisierung von Pias3 in NIH 3T3 Zellen fast komplett aufzuheben. Die dabei entstandenen Aggregate im Zytoplasma konnten zwar nicht näher charakterisiert werden, ihre Morphologie läßt aber vermuten, daß es sich wohl eher um die Folgen eines intrazellulären Transportproblems handelt, als um Teile des Proteasomes (2.8). Die Tatsache, daß die intrazelluläre Lokalisation von Pias3 durch eine Gfi-1 Mutante beeinflußt werden kann, von der man nach bisherigen Überlegungen auch eine Interaktion erwarten würde, liefert ein sehr starkes Argument für eine Gfi-1 Pias3 Interaktion in-vivo. Zumal der zweite bekannte Pias3 Interaktionspartner - tyrosin-phosphoryliertes Stat3 Protein - die Pias3 Lokalisation überhaupt nicht beeinflußt (siehe unten). In 293 Zellen war ebenfalls eine Kolokalisation von beiden Proteinen zu sehen. Die Mutante Gfi-II GFP konnte jedoch nicht die Kernlokalisation von Pias3 aufheben. Offensichtlich funktionieren die Kerntransportmechanismen in 293 Zellen und NIH 3T3 Zellen unterschiedlich.

Da bekannt ist, daß Pias3 auf die Stat3 Signaltransduktion wirkt, die Transkription von Gfi-1 und Pias3 in T-Zellen nach Stimulation z. T. ähnlich reguliert wird (2.5), eine Gfi-1-Pias3 Interaktion in-vivo wahrscheinlich ist und Stat3 ebenso wie Gfi-1 in T-Zellen wirken kann, ist es zwingend, den Einfluß, den Gfi-1 und Pias3 zusammen auf die Stat3 Signaltransduktion haben, zu untersuchen. Die ersten funktionellen Daten in diesem Kontext lieferten Experimente, die die Aktivierung von Stat3 an Hand seiner Tyrosin-phosphorylierung in-vivo durch indirekte Immunfluoreszenz untersuchten (2.9). Es zeigte sich, daß nach Stat3 Aktivierung in transfizierten Zellen das tyrosinphosphorylierte Stat3 Protein und das Pias3 Protein im Zellkern kolokalisieren. Zu späteren Zeitpunkten ist eine Aufenthaltsänderung des Phospho-Stat3 Proteins in der Zelle zu beobachten (2.9), die auf einen Transport aus dem Zellkern heraus hinweist. Da jede transfizierte Zelle anders auf die Stat3 Aktivierung reagiert, war jedoch kein einheitliches Muster zu verschiedenen Zeitpunkten zu beobachten. Um verläßliche Daten auf diesem Feld zu gewinnen, müßten entweder Zellinien benutzt werden oder die Morphologie sehr vieler Zellen an einem Zeitpunkt beobachtet und klassifiziert werden. Entscheidend ist jedoch ein Vergleich mit der Verteilung von aktiviertem Stat3 Protein in Anwesenheit von Gfi-1. Die Immun-fluoreszenzanalysen zeigten, daß durch Gfi-1 aktiviertes Stat3 Protein diffus im Kern verteilt ist und nicht in einzelnen Punkten vorliegt. Da über die Bedeutung der Verteilung von aktiven Transkriptionsfaktoren im Zellkern wenig bekannt ist (Misteli et al., 1998), läßt sich auch kein Rückschluß auf die funktionelle Bedeutung dieses Verteilungsunter-schiedes ziehen. Auch ist in dieser Versuchsreihe eine Änderung der Stat3 Verteilung über die Zeit nach der Aktivierung nicht untersucht worden. Außerdem liegt möglicherweise in den Gfi-1 transfizierten Zellen bereits eine Form von Voraktivierung des Stat3 Proteins vor. Inwiefern also Gfi-1 den zeitlichen Ablauf und die Kinetik der Stat3 Aktivierung beeinflußt ist noch nicht geklärt. Wesentlich ist jedoch, daß der Einfluß von Gfi-1 auf die Stat3 Signaltransduktion an Hand des Verteilungsmusters von aktiviertem Stat3 meßbar ist und somit auf eine funktionelle Konsequenz der Gfi-1-Pias3 Interaktion hinweist. Darüber-hinaus konnte zum ersten Mal die Interaktion von Pias3 und aktiviertem Stat3 durch Immunfluoreszenz visuell dargestellt werden. Die Bilder bestätigen auch neuere Daten, wonach bei einer Stat3 Aktivierung nur ca. 30 % der phosphorylierten Stat3 Proteine tatsächlich im Zellkern sind (Ndubuisi et al., 1999).

Entscheidend für die Relevanz der Gfi-1-Pias3 Interaktion ist aber eine Wirkung auf Zielgene der Stat3 Signaltransduktion. Funktionelle Daten können daher vor allem durch die Untersuchung des Einflußes von Gfi-1 auf das Transaktivierungspotential von Stat3 Proteinen nach deren Aktivierung erhalten werden. Es zeigte sich, daß in Gegenwart von Gfi-1 ein spezifisch Stat3 abhängiger Promotor besser aktiviert werden kann (2.10). Der Effekt ist eindeutig auf eine Verstärkung des Stat3 Signalweges zurückzuführen, denn er tritt nur auf, wenn dieser durch Interleukin 6 Zugabe stimuliert wird und er ist unabhängig von der DNA-Bindung von Gfi-1. Diese Wirkung von Gfi-1 auf das Transaktivierungs-potential von Stat3 ist genau gegensätzlich zu der von Pias3 (2.10, Chung et al, 1997). Darüberhinaus kann Gfi-1 diese Pias3 Wirkung vollständig aufheben, wiederum ohne selbst DNA binden zu können. (2.10). Diese Ergebnisse decken sich mit den Daten aus den biochemischen und zellbiologischen Experimenten (2.1, 2.6, 2.7, 2.8), wonach für eine Interaktion von Gfi-1 und Pias3 der nicht DNA bindende Bereich von Gfi-1 verantwortlich ist. Das Modell, daß Gfi-1 den Stat3 Signalweg dadurch verstärkt, daß es mit Pias3 den Inhibitor des Signalweges bindet und „neutralisiert“, wird ebenfalls durch die mRNA Expressionsstudien bei T-Zellaktivierung gestützt (2.5), die ein gleichgerichtetes Verhalten der mRNA Expression beider Gene nach T-Zellaktivierung zeigten. Für einen Effekt von Gfi-1 auf die Stat3 Aktivierung sprechen zusätzlich noch die Immunfluoreszenzstudien aus 2.9, die zeigten das in Gegenwart von Gfi-1 aktiviertes Stat3 im Zellkern anders verteilt ist, als in Gegenwart von Pias3. Die bisherigen experimentellen Daten könnten in Zukunft noch bestätigt werden, indem gezeigt wird, daß die Fähigkeit von Pias3 die Stat3 DNA-Bindung aufzuheben, durch die Anwesenheit von Gfi-1 blockiert wird (Chung et al., 1997). 

3.1.2 Modell zum Einfluß von Gfi-1 und Pias3 auf die Stat3 Signaltransduktion

Aufgrund aller hier vorliegenden Ergebnisse wird folgendes Modell vorgeschlagen (Abb. 22). Aktivierte Stat3 Proteine können im Zellkern durch Bindung von Pias3 deaktiviert werden und wirken nicht mehr als transkriptionelle Transaktivatoren (siehe Chung et al., 1997, Liu et al., 1998, Heinrich et al., 1998, Shuai, 1999, siehe 2.7, 2.9). Gfi-1 kann mit der n-terminalen Domäne Pias3 binden (siehe 2.1, 2.6, 2.8, 2.10) und damit deaktivieren. Durch den Gfi-Pias3 Komplex ist eine Pias3-Stat3 Bindung nicht mehr möglich und die Deaktivierung der Stat3 Proteine unterbleibt (siehe 2.9.). Folglich ist die Stat3 Signaltransduktion durch das Fehlen der Hemmung durch Pias3 verstärkt (siehe 2.10). Dieses Modell kann auf zwei verschiedenen Wirkungsmechanismen beruhen.
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3.1.2.1 Das Modell einer direkten Interaktion von Pias3 und Gfi-1

Naheliegend ist zunächst ein Modell der direkten Interaktion. Gfi-1 und Pias3 assoziieren im Zellkern, wobei der c-Terminus von Pias3 den n-Terminus von Gfi-1 binden kann. Durch diese Bindung kann Pias3 aktiviertes Stat3 nicht mehr binden und inhibieren. Deshalb liegt in der Zelle mehr aktiviertes Stat3 Protein vor. Es gibt Hinweise, daß für eine STAT-PIAS Bindung im Falle der Kombination Pias1 und Stat1 eine Konformations-änderung von Pias1 notwendig ist (Liu et al., 1998). Deshalb ist es sehr gut vorstellbar, daß die Bindung eines anderen Proteins die PIAS-STAT Interaktion verhindern kann. Die Experimente zu der intrazellulären Lokalisation von aktiviertem Stat3 weisen darauf hin, daß es keinen ternären Komplex aus Gfi-1, Pias3 und Stat3 in-vivo gibt (vergleiche 2.9). Allerdings gibt es für eine direkte Interaktion keinen endgültigen Beweis, weil bei den Interaktionsstudien zwar Gfi-1 nicht aber Pias3 in gereinigter rekombinanter Form ein-gesetzt werden konnte. (vergleiche 2.2, 2.6, 2.8, 2.10). Da jedoch die Interaktion zwischen Gfi-1 und Pias3 auf mehrere Arten in verschiedenen experimentellen Systemen gemessen werden konnte, ist es sehr wahrscheinlich, daß beide Proteine direkt aneinander binden. Im anderen Fall müßte man die Anwesenheit eines dritten Bindungspartners, der als Brücke fungiert, sowohl in Hefe, als auch in Säugerzellen, als auch in Reticulozytenextrakt postulieren. Da zumindest in Hefe kein Protein mit starker Homologie zu Pias3 bzw. Pias1 gefunden werden konnte (eigene Beobachtung), ist es auch unwahrscheinlich, daß in Hefen ein solches Brückenprotein existieren sollte. Die Annahme einer direkten Pias3-Gfi-1 Interaktion wird dadurch gestützt, daß die experimentellen Ergebnisse den Ausschluß der Alternative nahelegen. 

3.1.2.2 Das Modell einer indirekten Interaktion von Pias3 und Gfi-1

Obwohl es Gründe gibt, eine direkte Interaktion zu favorisieren (siehe 3.1.2.1) kann die Möglichkeit einer indirekten Interaktion nicht vollständig ausgeschlossen werden. Es ist vorstellbar, daß entweder ein Brückenprotein existiert (siehe 3.1.2.1) oder einer der Interaktionspartner durch kovalente Modifikation verändert wird und der andere an die Modifikation bindet. Solche Überlegungen existieren z. B. für die Interaktion von Ubc9 mit einigen potentiellen Partnern. Da Ubc9 im „Two-Hybrid“ System häufig als Interaktions-partner identifiziert wird und selten eine funktionelle Bedeutung dieser Interaktion nachge-wiesen werden konnte, wurde die Hypothese aufgestellt, daß die potentiellen Interaktions-partner in Hefe kovalent durch das Anhängen eines Ubiquitin ähnlichen Proteins modifiziert werden. Diese Modifikation könnte dann von Ubc9 als Pseudosubstrat gebunden werden und fälschlicherweise als direkte Proteininteraktion interpretiert werden (Gong et al., 1997). Ähnliche Vorgänge lassen sich auch in Säugerzellen vorstellen. Da aber für die Pias3-Gfi-1 Interaktion eine funktionelle Bedeutung nachgewiesen werden konnte (2.9, 2.10), ist es unwahrscheinlich, daß es sich in diesem Fall um eine Fehlinterpretation rein biochemischer Daten handelt. Bei der Gesamtbetrachtung aller experimentellen Daten verdichten sich also die Hinweise, daß das Modell einer direkten Interaktion von Gfi-1 und Pias3 korrekt ist. 

3.1.3 Die Bedeutung der Gfi-1 Pias3 Interaktion für die Gfi-1 Funktion

Alle Experimente zu Gfi-1 und Pias3 haben sich auf den Einfluß von Gfi-1 auf die Pias3 Funktion, d. h. letztendlich auf die Modulation des Stat3 Signaltransduktionsweges konzentriert. Es ist wahrscheinlich, daß Gfi-1 außer der Pias3 Bindung auch noch andere Funktionen in der Zelle hat (siehe Grimes et al., 1996). Diese Funktionen können durch die Pias3 Bindung ebenfalls betroffen sein. Aus mehreren Gründen sind aber bis jetzt keine Experimente unternommen worden um diese Frage zu klären. Bei der Untersuchung der Gfi-1 Funktion war es zunächst wichtig, Gfi-1 in ein bereits bekanntes Signaltransduktions-schema einzuordnen (vergleiche 1.2, 1.5, 1.6). Da die Stat3 Signaltransduktion schon gut charakterisiert ist, und Pias3 offensichtlich eine Brücke zwischen diesem Weg und Gfi-1 bildet, konzentrierten sich die Experimente auf die Verbindung von Gfi-1 über Pias3 zu Stat3. Ein weiterer Grund ist, daß die Funktion von Gfi-1 als transkriptioneller Repressor nicht sehr gut untersucht ist. Es sind keine Zielgene bekannt, die durch Gfi-1 gut reprimiert werden können (vergleiche 1.5). Zum Bax-Promotor und zum CMV Promotor existieren widersprüchliche Daten (Grimes et al., 1996, Schmidt et al., 1999, eigene Beobachtung). Eine Untersuchung der Pias3 Wirkung auf die Gfi-1 Funktion scheitert allein daran, daß bisher kein gutes experimentelles System in-vivo für die Untersuchung der Funktion von Gfi-1 als transkriptioneller Repressor existiert. Sobald entsprechende Zielgene identifiziert worden sind, kann in diesem Zusammenhang auch die Wirkung von Pias3 untersucht werden (siehe auch 3.1.4)

3.1.4 Funktionen von Pias3 außerhalb des Stat3 Signalweges

Über eine Funktion von Pias3 außerhalb des Stat3 Signalweges ist nichts bekannt und es kann daher nur darüber spekuliert werden. Da das Pias3 Homolog Miz1 in Verbindung mit seinem Interaktionspartner Msx2 DNA binden kann (Wu et al., 1997), ist es möglich, daß auch Pias3 mit oder ohne Gfi-1 DNA binden kann. Der entsprechende Proteinabschnitt im Bereich des Zinkfingers ist fast vollständig konserviert (2.4) und die Identifizierung von mindestens 6 verschiedenen Genen dreier Spezies (Ratte, Maus, Mensch) lassen vermuten, daß es sich bei dem in Abb. 8 b dargestellten Homologiebereich um eine hochkonservierte Proteindomäne noch unbekannter Funktion handelt. Der publizierte Interaktionspartner von Pias1, das Gu binding Protein (2.4), ist eine RNA Helikase (Valdez et al., 1997). RNA Helikasen können im Komplex mit anderen Proteinen RNA Polymerase II binden und bei der transkriptionellen Aktivierung bestimmter Promotoren eine Rolle spielen (Nakajima et al., 1997). Das Rattenprotein ARIP3 ist ein transkriptioneller Koregulator des Androgen-rezeptors (Moilanen et al., 1998). Es ist also durchaus vorstellbar, daß die Familie der PIAS-Proteine noch andere Funktionen innerhalb der Zelle hat.

3.2 Der Stat3 Signalweg und die beschriebenen Wirkung von Gfi-1 auf die Zellphysiologie
Das in 3.1.2 vorgeschlagene und diskutierte Modell von Gfi-1 als einem Verstärker der Stat3 Signaltransduktion durch die Bindung von Pias3 sollte in der Lage sein, die bisher publizierten Eigenschaften von Gfi-1 zu erklären. Im wesentlichen sind das die drei Punkte Interleukin 2 unabhängiges Wachstum, Beschleunigung des G1/S Überganges im Zellzyklus und Tumorprogression in der Lymphomagenese (vergleiche 1.5). Nachfolgend soll versucht werden anhand des vorgeschlagenen Modells die Punkte separat zu diskutieren, wobei sicherlich Punkt 2 und 3 eng miteinander zusammenhängen.

3.2.1 Indirekter Effekt von Stat3 auf die Interleukin 2 Signaltransduktion

Die Interleukin 2 Signaltransduktion läuft ebenso wie die Interleukin 6 Signaltransduktion über Zytokinrezeptoren und den JAK / STAT Signalweg (siehe 1.2 und 1.4, zur Übersicht: Gesebert et al., 1998). Das beteiligte STAT-Protein ist im Gegensatz zum Interleukin 6 Signalweg im wesentlichen nicht Stat3, sondern hauptsächlich Stat5 (Gilmour et al., 1995, Gaffen et al, 1995). Es gibt auch Hinweise, daß durch Interleukin 2 Stat3 aktiviert werden kann (Nielsen et al, 1994, Frank et al., 1995, Gerwien et al., 1999). Die Ergebnisse von Experimenten mit Mäusen, in denen die Stat5a und Stat5b Gene gezielt inaktiviert worden sind, lassen darauf schließen, daß Interleukin 2 hauptsächlich die Phosphorylierung von Stat5 und nicht von Stat3 hervorruft, denn der Phänotyp der Stat5-/- Mäuse ähnelt dem Phänotyp von Mauslinien, in denen der Interleukin-2-Rezeptor defekt ist (Teglund et al., 1998, Morrigl et al., 1999). 

Gfi-1 ist ursprünglich als Gen identifiziert worden, dessen Produkt eine Interleukin 2 abhängige Zellinie teilweise Interleukin 2 unabhängig wachsen läßt (Gilks et al., 1993). Ektopische Expression von Gfi-1 reduziert die Apoptose bei CTLL Zellen nach Entzug von Interleukin 2 (Zörnig et al., 1996). Transiente Transfektion von Gfi-1 in Kit472 Zellen erhöht die Aktivität eines Stat5 abhängigen artifiziellen Promotors nach Interleukin 2 Zugabe (T. Schmidt, persönliche Mitteilung). Drei unabhängige Experimente ordnen Gfi-1 als Verstärker des Interleukin 2 Signalweges in peripheren T-Lymphozyten ein. Es ist jedoch nicht klar, ob Gfi-1 einen direkten oder indirekten Einfluß auf diesen Signalweg hat. Eine Möglichkeit wäre, daß Gfi-1 über Pias3 auch die Stat5 Aktivität regulieren kann. Pias3 hat nach bisherigen Erkenntnissen jedoch keinen direkten Einfluß auf die Stat5 Aktivität (eigene Beobachtung). Eine weitere Möglichkeit wäre die Existenz eines „Pias5“ Proteins, welches analog zu Pias1 und Pias3 die Stat5 Aktivität hemmt und seinerseits durch Gfi-1 gebunden werden kann. Da die bisher bekannten PIAS-Proteine sehr homolog sind (siehe 2.4), liegt dies durchaus im Bereich des Möglichen. Die dritte Möglichkeit ist, daß Stat3 in irgendeiner Form die Interleukin 2 Signaltransduktion verstärkt. Vielleicht leistet Stat3 tatsächlich unmittelbar einen bisher vernachlässigten Beitrag zur Interleukin 2 Signaltransduktion oder es liegt ein mittelbarer, indirekter Einfluß von Stat3 vor. Einen Hinweis auf einen indirekten Effekt geben lck Gfi-1 transgene Mäuse, in denen unter nicht genauer charakterisierten Umständen auf der Zelloberfäche der Thymozyten eine höhere Konzentration der Interleukin-2-Rezeptor (-Kette (CD25) vorhanden ist (Schmidt et al., 1998, H. Karsunky, persönliche Mitteilung). Dieser Anteil des heterotrimeren Interleukin-2-Rezeptors (siehe 1.4) ist kritisch für die Bildung des hochaffinen Rezeptorkomplexes und unterliegt einer transkriptionellen Regulation im humanen und murinen Immunsystem (John et al., 1996, Sperisen et al., 1995). 

Ein gezieltes Ausschalten des Stat3 Gens in Mäusen ist embryonal letal (Takeda et al., 1997), jedoch kann durch das "Cre-Lox" System ein Gen nur in bestimmten Organen gezielt ausgeschaltet werden (Rajewsky et al., 1996). Ein Ausschalten von Stat3 in T-Zellen führt zu einer verstärkten T-Zellproliferation durch die Unterdrückung der Apoptose (Takeda et al., 1998). Interessanterweise exprimieren die T-Zellen, die Stat3-/- sind, auf ihrer Oberfläche weniger Interleukin-2-Rezeptor (-Kette (CD25) und können nur durch unphysiologisch hohe Konzentrationen von Interleukin 2 in-vitro zur Proliferation anregt werden (Akaishi et al., 1998). Der murine Promotor der (-Kette des Interleukin-2-Rezeptors enthält potentielle Bindestellen für Stat3 (eigene Beobachtung), welche Stat3 in-vitro binden können (Gerwien et al., 1999). Der Promotor wird durch Stat3 alleine jedoch nur sehr schwach aktiviert (eigene Beobachtung). Da bekannt ist, daß der Promotor einer komplexen Regulation unterliegt, zu der u. a. die Transkriptionsfaktoren Stat5, Elf-1, HMG-I(Y), NF(B und Vertreter der GATA-Familie beitragen (Sperisen et al., 1995, Serdobova et al., 1997, John et al., 1996, Algarte et al., 1995), ist es durchaus möglich, daß Stat3 nur in Verbindung mit anderen Transkriptionsfaktoren den CD25 Promotor aktivieren kann. Es ist bereits gezeigt worden, daß für eine vollständige Aktivierung des Promotors durch STAT-Proteine ein vorheriges Binden von NF(B notwendig ist (Sperisen et al., 1995). Ein wichtiges zukünftiges Experiment, um die Wirkung von Gfi-1 auf die Interleukin 2 Signaltransduktion zu klären, ist daher die Untersuchung des CD25 Promotors auf Aktivierbarkeit durch Stat3. Falls Stat3 zur Aktivierung des Promotors beitragen kann, ist es vorstellbar, daß Gfi-1 durch Verstärkung des Stat3 Signalweges die Aktivierung der CD25-Expression erleichtert und die T-Zellen damit leichter in die Phase der auto- und parakrinen Stimulation durch Interleukin 2 kommen (Sperisen et al., 1995, Saparov et al., 1999). Hiermit wäre ein Modell vorhanden, das erklärt, wie die ektopische Expression von Gfi-1 bei T-Zellen zu relativer Interleukin 2 Unabhängigkeit führt.

3.2.2 Einfluß von Gfi-1 auf die Zellzyklusprogression über verstärkte Stat3 Aktivierung
Gfi-1 kann durch ektopische Expression den Zellzyklusarrest einer Interleukin 2 abhängigen Zellinie verhindern (Grimes et al., 1996). T-Zellen von CD2 Gfi-1 transgenen Mäusen proliferieren nach Wachstumsstimulation stärker als T-Zellen aus Wildtyp Mäusen (H. Karsunky, persönliche Mitteilung). Die Expression von Gfi-1 wird in peripheren T-Zellen nach Stimulation mit TPA oder ConA mit einer ähnlichen Kinetik induziert, wie die Expression von „immediate-early“ Genen (siehe 2.5, H. Karsunky, persönliche Mitteilung). Gfi-1B, ein Gfi-1 Homolog, das die gleiche DNA-Sequenz binden kann, reprimiert den Zellzyklusinhibitor p21 (Tong et al., 1998, siehe auch 1.5). Es ist daher anzunehmen, daß Gfi-1 den Zellzyklus beeinflußen und T-Zellen generell zur Proliferation anregen kann. Eine Möglichkeit diese Effekte indirekt zu erklären, wäre die unter 3.2.2 schon angesprochene Verstärkung des Interleukin 2 Signals (Morrigl et al., 1999). Es ist jedoch auch möglich, daß Gfi-1 direkter auf die Zellzyklusprogression wirkt, indem es das Stat3 Signal verstärkt.

Zu den Zielgenen von Stat3 gehören neben den APP Genen (siehe 1.4) auch die beiden „immediate-early“ Gene c-fos und junB (siehe 1.4). Tatsächlich wurde im c-fos Promotor das regulatorische Element SIE (sis inducible element) entdeckt, an das durch Wachstumsfaktoren die Bindung eines Proteinkomplexes induziert werden kann (Hayes et al., 1987). Dieser Proteinkomplex wurde schließlich als aus STAT-Proteinen bestehend identifiziert (Sadowski et al., 1993, Zhang et al., 1993). Spätere Studien am Fos-Promotor haben die Bedeutung der STAT-Proteine und insbesondere von Stat3 für die Induktion der c-Fos Expression herausgearbeitet (Leaman et al., 1996, Hill et al., 1995). Im Zusammenspiel mit der Hochregulation der JunB Expression führt die Stat3 Aktivierung nach Interleukin 6 Zugabe dann zur Bildung des AP-1 Komplexes (siehe 1.2, Solis-Herruzo et al., 1999, zur Bedeutung des AP-1 Komplexes für die Zellzyklusinduktion siehe Müller et al., 1993). Tatsächlich kann der Fos-Promotor in transienten Transfektionen in HepG2 Zellen durch Aktivierung von Stat3 nach Interleukin 6 Zugabe ungefähr 2,5 fach induziert werden (2.11). Diese Induktion kann durch Kotransfektion von Gfi-1 verdoppelt werden (2.11). Zwar sprechen die Expressionsstudien zu Gfi-1 und c-Fos eher dafür, daß c-Fos etwas früher induziert wird als Gfi-1 (siehe 2.5), jedoch ist die Bedeutung von Stat3 für die c-Fos Regulation abhängig von einem Stimulus durch Wachstumsfaktoren. Im Falle einer Stimulation durch TPA spielt Stat3 keine Rolle (Hill et al., 1995). Neben den „immediate-early“ Genen c-fos und junB kann Stat3 noch die Expression einer Reihe von Genen hochregulieren, die für die Zellzykusprogression wichtig sind, bzw. die Expression anderer Gene, die sie hemmen, herunterregulieren (Fukada et al., 1998). Eine Verstärkung der Stat3 Signaltransduktion durch Gfi-1 könnte also den Eintritt in den Zellzyklus und das Durchlaufen desselbigen beschleunigen. 

Stat3 kann auch noch auf eine weitere Art in die T-Zellproliferation eingreifen, indem es die Apoptose nach Interleukin 6 induzierter Proliferation in T-Zellen inhibiert (Takeda et al., 1998). Stat3 kann vermutlich direkt die Expression des anti-apoptotischen Proteins Bcl-xL (Catlett-Falcone et al., 1999, zur Familie der Bcl-2 Gene siehe Möröy et al., 1996) erhöhen; dieser Effekt ist auch in anderen Zellen beobachtet worden (Chen et al, 1999) und könnte durch Gfi-1 Expression verstärkt werden.

Zusammenfassend läßt sich sagen, daß eine Stat3 Aktivierung auf verschiedenen Wegen eine Beschleunigung der Zellzyklusprogression bewirkt. Eine Verstärkung der Stat3 Aktivierung hätte damit wohl auch eine verstärkte Zellzyklusprogression zur Folge. Im Falle des „immediate-early“ Genes c-fos konnte ein indirekter Einfluß von Gfi-1 auf den c-Fos Promotor über Stat3 schon nachgewiesen werden.

3.2.3 Gfi-1 und Stat3 als Onkogene

Gfi-1 ist u. a. als Proto-onkogen, daß mit L-myc und Pim-1 in doppelttransgenen Mäusen kooperiert, gefunden worden (Zörnig et al., 1996). Sein onkogenes Potential konnte durch lck Gfi-1 transgene Mäuse und deren Kreuzung mit weiteren transgenen Mauslinien bestätigt werden (Schmidt et al., 1998a) und ist im Bezug auf seine Bedeutung für die Entwicklung und Transformation von T-Zellen intensiv untersucht worden (Schmidt, 1998b). Das humane Gfi‑1 Gen liegt proximal in der Nähe eines chromosomalen Bruchpunktes in Neuroblastomen (Roberts et al., 1997). Das Homolog Gfi-1B hat vermutlich eine ähnliche onkogene Wirkung (Tong et al., 1998) und wird sowohl in Zellinien, die sich von myeloischen Leukämien ableiten, als auch im peripheren Blut von CML Patienten exprimiert (Roedel et al., 1999). 

Für das Stat3 Protein konnte kürzlich direkt nachgewiesen werden, daß es als konstitutiv aktive Form zu einer malignen Transformation von Fibroblasten beitragen kann (Bromberg et al., 1999). Stat3 transformierte Fibroblasten können nach Injektion in Nacktmäuse Tumore hervorrufen (Bromberg et al., 1999). Es war bereits vorher bekannt, daß eine Stat3 Aktivierung für eine onkogene Transformation wichtig ist (Yu et al., 1995, Bromberg et al., 1998, Besser et al., 1999, siehe auch 1.4). Auch in humanen Tumoren findet man aktiviertes Stat3 (Garcia et al., 1998).

Beide Proteine sind demnach mit der onkogenen Transformation von Zellen bereits in Verbindung gebracht worden. Sie besitzen ein nicht zu unterschätzendes onkogenes Potential. Konkrete Hinweise auf ihre Effekte bei der Kooperation mit weiteren Onkogenen und auf ihren Beitrag bei der malignen Transformation liefern die Überlegungen in 3.2.1 und 3.2.2. Denn sowohl die Unabhängigkeit von exogenen Wachstumsfaktoren, wie auch ein fehlregulierter Eintritt in den Zellzyklus sind für eine Tumorgenese wesentlich (Vogelstein et al., 1993). Das Modell einer Aktivierung des Stat3 Signalweges durch Gfi-1 über eine Interaktion mit Pias3, könnte die onkogene Wirkung von Gfi-1 durch das onkogene Potential von Stat3 erklären. Die Wirkung von Gfi-1 über Pias3 auf den Stat3 Signalweg ist biochemisch und funktionell gut dokumentiert, scheint aber als einzige mögliche Erklärung für die Gfi-1 Wirkung zu wenig. Zum einen fehlt bis jetzt der direkte Beweis durch die Untersuchung der Stat3 Aktivierung in den murinen Tumoren, die Gfi-1 überexprimieren, zum anderen werden dann die Effekte von Gfi-1 auf die Transkription seiner Zielgenen komplett vernachlässigt (vergleiche auch Grimes et al., 1996). Weiterhin ist über den Effekt von konstitutiv aktivem Stat3 in transgenen Mausmodellen nichts bekannt, so daß ein Studium der Onkogenkooperation von Stat3 mit Kooperationspartnern von Gfi-1 wie L-myc und Pim-1 noch aussteht. Durch diese Versuche könnte man feststellen, ob Stat3 Gfi-1 in der Onkogenkooperation substituieren kann und somit Gfi-1 mit Stat3 und dessen Zielgenen einer Komplementaritätsgruppe zugeordnet werden können. 

Die Ergebnisse der Suche nach Interaktionspartnern von Gfi-1 haben zu einer Einordnung von Gfi-1 in das Umfeld der Stat3 Signaltransduktion geführt und ermöglichen es, den Effekt von Gfi-1 auf den Zellzyklus recht gut zu erklären. Andere Gfi-1 Eigenschaften, wie die Fähigkeit ein Interleukin 2 unabhängiges Wachstum zu erzeugen, konnten noch nicht abschließend geklärt werden, obwohl auch dafür mehrere Erklärungsansätze entwickelt wurden (vergleiche 3.2.2). Ebenfalls konnten erste Hinweise für die Wirkung von Gfi-1 in der Lymphomagenese gegeben werden (3.2.3). Wiewohl die in dieser Arbeit vorgestellten Daten einen Einblick in die Funktion des Proto-Onkogens Gfi-1 erlauben und einen neuen Regulationsmechanismus innerhalb der Stat3 Signaltransduktion aufzeigen, können sie doch nicht alle anfangs aufgeworfenen Fragen erschöpfend beantworten. Vielmehr tauchen wie-derum neue Fragen auf. Eine endgültige Klärung der Gfi-1 Funktion werden erst weitere Experimente liefern. Insgesamt gesehen ist es auch fraglich, ob ein so komplexes Netzwerk, wie es die Signaltransduktion darstellt, letztendlich überhaupt über die Untersuchung einzelner Komponenten begriffen werden kann. Vielleicht bleibt in diesem Fall „unser Wissen [ ] Stückwerk“ (Paulus).
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