
2. Ergebnisse

2.9.2 Gfi-I GFP verändert möglicherweise die intranukleäre Verteilung von aktiviertem Stat3 Protein

Aus den bisherigen Experimenten mit Gfi-1 und Pias3 kann man schließen, daß beide Proteine in denselben Zellen exprimiert sein können und miteinander interagieren (siehe 2.2, 2.5, 2.6, 2.8). In NIH 3T3 Zellen ist bereits endogenes Pias3 Protein vorhanden und kann vermutlich die Stat3 Signaltransduktion hemmen (Chung et al., 1997). Da Pias3 GFP mit Stat3 unmittelbar nach dessen Aktivierung kolokalisiert ist (siehe oben), ist es wichtig zu klären, ob Gfi-1 über die Interaktion mit Pias3 auf die Stat3 Aktivierung einwirken kann. Daher wurden mit dem gleichen experimentellen Ansatz wie in 2.9.1 Gfi-I GFP und Stat3 kotransfiziert und die Stat3 Aktivierung wurde über Erythropoetin kontrolliert (Abb. 14). Sowohl mit als auch ohne Zugabe von Erythropoetin zeigte die Verteilung von Gfi-I GFP (FITC Kanal, Abb. 17 a bzw. 17 d) keine Veränderung im Vergleich zu der vorher beobachteten Verteilung von Gfi-I GFP (Abb. 11 a). Ohne Aktivierung durch Erythro-poetin fand sich in einigen mit Gfi-I GFP transfizierten Zellen bereits ein deutlich sichtbares Signal an phosphoryliertem Stat3 (Daten nicht gezeigt). Es war nicht klar, ob es sich hier um einen Beobachtungsfehler oder um eine bereits durch die Gfi-I GFP Anwesenheit verursachte Voraktivierung von Stat3 handelte (siehe Diskussion). Als re-präsentatives Bild wurde eine Zelle ausgewählt, in der keine starke Voraktivierung sichtbar war (TRITC Kanal, Abb. 17 b). Nach 5 minütiger Aktivierung von Stat3 durch Erythro-poetin zeigte sich in allen beobachteten Zellen eine diffuse Kernverteilung von aktiviertem Stat3 Protein (TRITC Kanal, Abb. 17 e). Dieses Verteilungsmuster unterschied sich von der vorher beobachteten Verteilung bei Anwesenheit von Pias3 GFP (vergleiche Abb. 15 e mit Abb. 17 e). In Anwesenheit von Gfi-I GFP lag das aktivierte Stat3 Protein nicht mehr in Form von einzelnen Punkten im Kern vor, sondern war gleichmäßig verteilt. Eine Überlagerung des TRITC Kanals (Stat3) und des FITC Kanals (Gfi-I GFP) zeigte keine explizite Kolokalisation von Gfi-1 und aktiviertem Stat3. Beide Proteine waren im Kern unabhängig voneinander angeordnet.

[image: image1..pict]Abb. 16: Rezeptorkomplexe mit aktiviertem Stat3 an der Zellmembran

Überlagerung des TRITC- und des FITC Kanals mit dem entsprechenden Phasenkontrastbild der Zelle nach 5 minütiger Aktivierung der Stat3 Phosphorylierung.

[image: image2..pict]Abb. 17: Immunfluoreszenz von Gfi-I GFP und phosphoryliertem Stat3

NIH 3T3 Zellen wurden mit den entsprechenden Konstrukten transfiziert, am nächsten Tag fixiert und gefärbt. Das tyrosinphosphorylierte Stat3 Protein wurde über einen Anti-Phospho Stat3 Antikörper und einen TRITC markierten Sekundärantikörper nachgewiesen (rot). Das GFP Protein konnte direkt im FITC Kanal nachgewiesen werden (grün). Eine Zelle wurde zuerst im FITC Kanal und dann im TRITC Kanal photographiert. Die Bilder sind repräsentative Ausschnitte und wurden zur Anschaulichkeit nachher teilweise eingefärbt und überlagert.

a) – c): keine Aktivierung von Stat3: a) Gfi-I GFP, b) Anti-Phospho Stat3, c) Überlagerung von a) und b)

d) – f): 5 Minuten Aktivierung von Stat3: d) Gfi-I GFP, e) Anti-Phospho Stat3, f) Überlagerung von d) und e)

2.10 Gfi-1 verstärkt die Transkription Stat3 abhängiger Promotoren in Reportergen Assays ohne selbst DNA zu binden

2.10.1 Der (-Antichymotrypsinpromotor als Ziel einer Stat3 Transaktivierung

Von Pias3 ist bekannt, daß es die Transaktivierung von Stat3 Zielgenen durch Stat3 unterbinden kann (Chung et al., 1997). Es stellt sich daher die Frage, ob der indirekte Einfluß von Gfi-1 über Pias3 auf Stat3 sich ebenfalls auf die Funktion von Stat3 als transkriptioneller Aktivator und somit auf die Zielgene von Stat3 auswirkt (siehe auch 1.4). Es sind einige Zielgene bekannt, die durch Stat3 reguliert werden (siehe 2.4). Ein Beispiel ist der (-Antichymotrypsinpromotor der Ratte (Kordula et al., 1998). Daher wurde zur Untersuchung von Effekten auf die Zielgene von Stat3 ein Konstrukt als Reporter verwendet, bei dem der Teil des (-Antichymotrypsinpromotors der Ratte, der die Stat3 DNA-Bindestellen enthält, sich vor einem Luciferasegen befindet (Abb. 18 c, F. Schapers, persönliche Mitteilung, Kordula et al., 1998). Als System für eine Stat3 Aktivierung wurden HepG2 Zellen verwendet, in denen nach Interleukin 6 Stimulation Stat3 phosphoryliert werden kann. HepG2 Zellen haben auch endogenes Stat3 Protein (Daten nicht gezeigt). Insgesamt beziehen sich die angegeben Mengen an eingesetzten Plasmiden immer auf 6 Werte, wobei 3 Werte nach Interleukin 6 Stimulation und die anderen 3 Werte ohne Interleukin 6 Stimulation vermessen und zusammengefaßt wurden. Bei einigen Experimenten wurde zusätzlich ein Konstrukt kotransfiziert, was für Stat3 kodiert (J. Darnell, T. Hirano, persönliche Mitteilung). Zuerst wurde der Reporter in HepG2 Zellen auf seine spezifische Induzierbarkeit durch Stat3 getestet (Abb. 18 a). Die Reporteraktivität war durch die Zugabe von Interleukin 6 ins Medium um den Faktor 20 stimulierbar. Kotransfektion von einem Stat3wt Konstrukt verstärkten die Reporteraktivität nur nach Interleukin 6 Zugabe (Abb. 18 a, Spalte 1 und 2), wogegen Kotransfektion von gleichen Mengen dominant negativ wirkender Stat3 Mutanten die Reporteraktivität nach Interleukin 6 Stimulation hemmen konnte (Abb. 18 a Spalten 3 - 5). In der Stat3F Mutante liegt ein Austausch von Tyrosin gegen Phenylalanin vor, so daß dieses Stat3 Protein nicht mehr tyrosinphosphoryliert werden und daraufhin dimerisieren (Fukada et al., 1998, ver-gleiche auch 2.9 bzw. 1.4) kann. Der dominant-negative Effekt von Stat3F liegt vermutlich in einer Konkurrenz mit Stat3wt um aktivierte Rezeptorkomplexe (F. Schapers, persönliche Mitteilung). Die Mutante Stat3D kann aufgrund eines Aminosäureaustausches in der DNA-bindenden Domäne keine DNA mehr binden (Fukada et al., 1998). Stat3 Dimere, die nur ein Molekül Stat3D enthalten sind daher inaktiv, da sie ohne DNA-Bindung nicht mehr transaktivieren können. Auch ohne Kotransfektion von Stat3 war der Reporter allein durch das endogene Stat3 mit Interleukin 6 aktivierbar (Abb. 19 a Spalten 1 und 2) Ein Reporter der den SV40 Promotor/Enhancer enthält (pGL3 Control, Promega), ließ sich durch die Zugabe von Stat3 und/oder Interleukin 6 nicht stimulieren, sondern wurde sogar leicht reprimiert (Daten nicht gezeigt). Andere STAT-Proteine konnten diesen Reporter nicht aktivieren (T. Schmidt, persönliche Mitteilung). Bei allen Reportergen-experimenten wurde darauf geachtet, daß die absolute Menge eines transfizierten Expressionsvektors während einer Versuchsreihe immer gleich war und wurde, wenn nötig, durch den entsprechenden Leervektor ergänzt. Die Experimente in den HepG2 Zellen zeigten, daß mit der Transfektion dieser Zelllinie durch den (-Antichymotrypsin-promotor Luciferase Reporter und anschließender gezielter Stimulierung durch Interleukin 6 ein spezifisches, die Stat3 Transaktivierung messendes, System vorhanden war (vergleiche auch Heinrich et al., 1998). Andere Effekte auf den Reporter, die z. B. aus Zellzyklusaktivierung o. ä. bestehen, konnten durch Kontrollen ausgeschlossen werden bzw. waren durch die kurze Dauer der Interleukin 6 Stimulierung von vorneherein unmöglich (siehe Material und Methoden).

2.10.2 Pias3 reprimiert die Stat3 Aktivierung des (-Antichymotrypsinpromotors

Von Pias3 ist bekannt, daß es die Transaktivierung von Stat3 Zielgenen verhindern kann, in dem es vermutlich aktivierte Stat3 Proteine im Zellkern abfängt und deren DNA-Bindung verhindert (Chung et al, 1997, vergleiche 1.4). Dieser Effekt ist u. a. mit Hilfe eines artifiziellen Reporters, der multimerisierte Stat3 Bindestellen aus dem IRF-1 Promotor enthält (siehe 1.4), in verschiedenen Zellinien nachgewiesen worden (Chung et al., 1997). Der (-Antichymotrypsinpromotor war wie oben beschrieben von der Trans-aktivierung durch Stat3 abhängig und konnte ebenfalls durch Pias3 reprimiert werden (Abb. 18 b Spalten 3 - 8). Die Repression war von der Menge des kotransfizierten Pias3 Expressionsplasmides abhängig und der maximal erzielbare Repressionsgrad lag unter diesen experimentellen Bedingungen bei ca. 70% (Abb. 18 b Spalten 7 - 8). Dies war ein deutlich schwächerer Wert als die bereits publizierten 100% für den synthetischen Reporter (Chung et al., 1997), was vermutlich daran lag, daß bei diesem Experiment ein nativer Promotor und keine multimerisierten Bindungsstellen verwendet worden sind (siehe oben). Dennoch war auch dieses System geeignet, die Repression der Stat3 Aktivierung durch Pias3 zu messen.
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Abb. 18: Messung der Stat3 Aktivität durch den (-Antichymotrypsinpromotor

Die Balken repräsentieren den Mittelwert dreier Messungen in einem Experiment in HepG2 Zellen und der Fehlerbalken entspricht der jeweiligen Standardabweichung. Die Einheit der Y-Achse sind RLU (Relative Luciferase Units). Das Experiment ist mindestens zweimal mit identischen Resultaten wiederholt worden. Die An- bzw. Abwesenheit von Interleukin 6 ist durch ein + bzw. – Zeichen angedeutet worden.

a) Induktion und Repression des Promotors durch Stat3wt bzw. dominant negatives Stat3F oder Stat3D (0,75 µg Reporter / 6 Werte, 0,75 µg Stat3 Expressionsplasmid / 6 Werte)

b) Repression des Promotors durch steigende Mengen an Pias3 Expressionsplasmid (0,75 µg Reporter / 6 Werte, 0,75 µg Stat3 Expressionsplasmid / 6 Werte, die Mengen an Pias3 Expressionsplasmid in Abb. 18 b beziehen sich auf 6 Werte in 3 cm Ø Schalen (= 6 fachen Menge für 24 Loch Platten))

c) Schematische Darstellung des (-Antichymotrypsinpromotor Luciferase Konstruktes pACT. Die Stat3 Bindestellen sind durch Kreise und die Initiationsstelle der Transkription durch einen Pfeil angedeutet.

2.10.3 Gfi-1 und Gfi-II Kotransfektionen verstärken das Stat3 Signal nach Interleukin 6 Stimulation
Die Immunfluoreszenzexperimente in 2.9 haben einen ersten Hinweis darauf gegeben, daß Gfi-1 die Signaltransduktion von Stat3 beeinflußen kann. Deshalb wurde die Fähigkeit von Interleukin 6 den Stat3 abhängigen Reporter zu stimulieren bei steigenden Konzentrationen von kotransfiziertem Gfi-1 Expressionsvektor gemessen (Abb. 19 a). Bei diesem Ex-periment ist kein Stat3 Expressionsplasmid hinzugegeben worden und es wurde nur die Aktivierung des endogenen Stat3 gemessen. Bei steigenden Konzentrationen des Gfi-1 Expressionsplasmides nahm die Reporteraktivität kontinuierlich zu, bis sie ein Optimum bei 0,6 (g LTR Gfi-1 / 6 Werte erreicht hatte und dann wieder abfiel. Die Höhe der Aktivität am Optimum war vergleichbar mit der Aktivitätshöhe, die durch Kotransfektion von Stat3wt erreichbar war (Abb. 18 a, Spalte 3 und 4). Durch Zugabe von Gfi-1 Expressionsvektor konnte die Stat3 abhängige Aktivierung des Reporters unter günstigen Bedingungen ca. 7 fach verstärkt werden (vergleiche Abb. 19 a Spalte 1 mit Spalte 7). Selbst außerhalb des Optimums von 0,6 (g LTR Gfi-1 / 6 Werte fand bei allen anderen Konzentrationen von Gfi-1 Expressionsplasmid noch eine mindestens 2 - 3 fache Ver-stärkung der Reporteraktivierung statt. Die Verstärkungswirkung fiel dabei bei höheren Konzentrationen wieder ab und erreichte ein Plateau (Abb. 19, Spalten 7 - 15). Vermutlich war die Verfügbarkeit anderer Faktoren limitierend für eine weitere Steigerung der Reporteraktivität (siehe auch Diskussion). Die Fähigkeit von Gfi-1 die Interleukin 6 abhängige Stimulation des Reporters zu steigern war unabhängig von kotransfiziertem Stat3wt Expressionsplasmid (Daten nicht gezeigt). Da die Möglichkeit bestand, daß die Kotransfektion von Gfi-1 die Transkription eines Gfi-1 Zielgenes beeinflußte, das dann wiederum auf die Stat3 Signaltransduktion wirkte, ist dasselbe Experiment in Abb. 19 b mit einem Expressionsvektor, der den Bereich von Gfi-1 außerhalb der Zinkfinger enthielt und als „RGS His-Epitop“ exprimiert (His Gfi-II, siehe 2.1 bzw. 2.6), wiederholt worden. Das Expressionskonstrukt His Gfi-II war ebenfalls in der Lage konzentrationsabhängig die Reporteraktivität nach Interleukin 6 Stimulation zu verstärken (Abb. 19 b). Diese Experimente zeigten das Gfi-1 in HepG2 Zellen die Stat3 Wirkung auf den Promotor eines Zielgenes verstärken kann. Der Verstärkereffekt ist konzentrationsabhängig und unab-hängig von den DNA-bindenden Eigenschaften von Gfi-1.

[image: image4..pict]Abb. 19: Messung der Stat3 Aktivität mit dem (-Antichymotrypsinpromotor nach Kotransfektion von LTR Gfi-1 oder LTR His Gfi-II

Die Balken repräsentieren den Mittelwert dreier Messungen in HepG2 Zellen und der Fehlerbalken entspricht der jeweiligen Standardabweichung. Die Einheit der Y-Achse sind RLU (Relative Luciferase Units). Das Experiment ist mindestens zweimal mit identischen Resultaten wiederholt worden. Die An- bzw. Abwesenheit von Interleukin 6 ist durch ein + bzw. – Zeichen angedeutet worden. Der Faktor 10 in der Aktivierung von 19 a und 19 b geht auf eine Veränderung der Meßmethode zurück.

a) Einfluß von steigenden Mengen an Gfi-1 Expressionsplasmid auf den Reporter (0,75 µg Reporter / 6 Werte, 0,75 µg Stat3 Expressionsplasmid / 6 Werte, die Mengen an Gfi-1 Expressionsplasmid in Abb. 19 a beziehen sich auf 6 Werte)

a) Einfluß von steigenden Mengen an His Gfi-II Expressionsplasmid auf den Reporter (0,75 µg Reporter / 6 Werte, 0,75 µg Stat3 Expressionsplasmid / 6 Werte, die Mengen an His Gfi-II Expressionsplasmid in Abb. 19 b beziehen sich auf 6 Werte)

2.10.4 Der Anteil von Gfi-1 außerhalb der Zinkfinger reicht für eine Aufhebung der Repression der Stat3 Signaltransduktion durch Pias3 aus

Da Gfi-1 und Pias3 gegenteilig auf die Aktivität eines Stat3 abhängigen Reporters wirken und miteinander interagieren können, stellte sich die Frage, ob Gfi-1 die Repression des Stat3 abhängigen Reporters durch Pias3 modulieren konnte. Die Repression des Stat3 Reporters durch Pias3 lag bei ca. 70%, wenn 0,2 (g Pias3 Expressionsplasmid eingesetzt wurden (Abb. 20 a Spalten 1 und 3, siehe auch 2.10.2). Dazu wurden nun bei konstanter Menge an Pias3 Expressionsplasmid steigende Mengen an Gfi-1 Expressionsplasmid in dem Transfektionsexperiment eingesetzt (Abb. 20 a Spalten 5 - 10). Diese Versuchsreihe zeigte, daß bei zunehmender Menge an eingesetztem Gfi-1 Expressionsplasmid die Re-pression des Stat3 abhängigen Reporters durch Pias3 schrittweise aufgehoben werden konnte. Bei einer Menge von 1,5 (g LTR Gfi-1 / 6 Werte war die Repression des Stat3 ab-hängigen Reporters durch Pias3 vollständig verschwunden (Abb. 20 a vergleiche Spalte 1 mit Spalte 9). Auch wenn geringere Mengen als 0,5 (g LTR Gfi-1 eingesetzt wurden, fand schon eine teilweise Aufhebung der Repression durch Pias3 statt (Daten nicht gezeigt). Derselbe Effekt einer Aufhebung der Repression durch Pias3 ließ sich analog dazu auch dadurch erzielen, daß anstatt von Gfi-1 die Mutante His Gfi-II in Form steigender Mengen eines Expressionsplasmides zu dem Ansatz gegeben wurde (Abb. 20 b, Spalten 1 - 6).
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Abb. 20: Messung der Stat3 Aktivität mit dem (-Antichymotrypsinpromotor nach Kotransfektion von Pias3 und Gfi Expressionsplasmiden

Die Balken repräsentieren den Mittelwert dreier Messungen in HepG2 Zellen und der Fehlerbalken entspricht der jeweiligen Standardabweichung. Die Einheit der Y-Achse sind RLU (Relative Luciferase Units). Das Experiment ist mindestens zweimal mit identischen Resultaten wiederholt worden. Die An- bzw. Abwesenheit von Interleukin 6 ist durch ein + bzw. – Zeichen angedeutet worden.

a) Einfluß von steigenden Mengen an Gfi-1 Expressionsplasmid auf den Reporter in Anwesenheit von Pias3 (0,75 µg Reporter / 6 Werte, 0,75 µg Stat3 Expressionsplasmid / 6 Werte, 0,2 µg Pias3 Expressionsplasmid / 6 Werte, die Mengen an Gfi-1 Expressionsplasmid in Abb. 20 a (0,5 µg, 1,0 µg, 1,5 µg) beziehen sich auf 6 Werte)

Aus dem Mengenverhältnis der eingesetzten Expressionsplasmide (0,2 (g Pias3 zu bis zu 1,5 (g LTR Gfi) kann nicht auf die Wirksamkeit der jeweiligen Proteine auf die Stat3 Signaltransduktion geschlossen werden, da Pias3 ubiquitär exprimiert ist (siehe 2.5) und in HepG2 Zellen somit endogenes Pias3 vorhanden ist. Weiterhin besitzt das Pias3 Expressionsplasmid einen CMV Promotor, welcher vermutlich deutlich stärker ist, als der LTR Promotor der Gfi Expressionsplasmide.

Die Transfektionsexperimente mit Gfi-1, Pias3 und dem Stat3 abhängigen (-Antichymo​trypsinpromotor zeigten, daß Pias3 und Gfi-1 antagonistisch auf die Stat3 Signal-transduktion wirken. Pias3 reprimiert die Transaktivierung des Stat3 abhängigen Promotors (2.10.2, Chung et al., 1997), Gfi-1 verstärkt die Transaktivierung des Stat3 abhängigen Promotors (2.10.3). Für die Verstärkerfunktion von Gfi-1 ist der Zinkfinger und damit die Fähigkeit von Gfi-1 DNA zu binden nicht notwendig (2.10.3, siehe auch Diskussion). Daher kann man davon ausgehen, daß Gfi-1 nach dem gleichen Prinzip auf die Stat3 Signaltransduktion wirkt wie Pias3, nämlich indem es mit einer Komponente des Signaltransduktionsweges interagiert und so den gesamten Signalweg moduliert. Gfi-1 kann dabei die hemmende Wirkung von Pias3 auf den Stat3 abhängigen Reporter komplett aufheben (2.10.4). Dieser Effekt ist wiederum unabhängig von den DNA-bindenden Eigenschaften des Gfi-1 Proteins. Es ist daher anzunehmen, das Gfi-1 und Pias3 an der gleichen Stelle in den Stat3 Signalweg eingreifen. Nach den vorliegenden Daten ist das der Zeitpunkt nach der Phosphorylierung und Dimerisierung der Stat3 Proteine und deren Translokation in den Zellkern (siehe auch 2.8 und 2.9). 

2.11 Gfi-1 verstärkt auch den Effekt von Interleukin 6 auf den c-fos Promotor
Ein weiteres Zielgen von Stat3 ist der c-fos Promotor (siehe 1.4). Die transkriptionelle Aktivierung des c-fos Gens durch Wachstumsfaktoren unterliegt einer komplexen Regulation bei der Stat3 eine wichtige Rolle spielt (Leaman et al., 1996, Hill et al., 1995). Da es Hinweise gibt, daß Gfi-1 die Zellzyklusprogression beschleunigen kann (Grimes et al, 1996, H. Karsunky, persönliche Mitteilung), wurde der Effekt von Gfi-1 auf einen Teil des c-fos Promotor, der die ersten 600 Nukleotide im 5´-Bereich der Initiationsstelle enthält (R. Müller, persönliche Mitteilung) nach Stimulation mit Interleukin 6 in HepG2 Zellen untersucht (Abb. 20 b). Der c-fos Promotor ließ sich allein durch Interleukin 6 nur 2,5 fach stimulieren (Abb. 20 a, Spalten 1 und 2). Im Vergleich dazu wurde die Stimulation des (-Antichymotrypsinpromotors aufgetragen (Abb. 20 a, pACT, letzten bei-den Spalten). 

[image: image6..pict]Abb. 21: Messung der Stat3 Aktivität mit dem c-fos Promotor nach Kotransfektion von Gfi Expres-sionsplasmiden

a) Einfluß von steigenden Mengen an Gfi-1 und His Gfi-II Expressionsplasmid auf den Reporter mit dem c-fos Promotor (0,75 µg Reporter / 6 Werte, 0,75 µg Stat3 Expressionsplasmid / 6 Werte, Expressionsplasmid / 6 Werte, die Mengen an Gfi-1 und His Gfi-II Expressionsplasmid (0,5µg, 1,0 µg, 1,5 µg) beziehen sich auf 6 Werte)

b) Schematische Darstellung des c-fos Promotor Luciferase Konstruktes p600. Die Stat3 Bindestellen sind mit SIE (sis induceable element) bezeichnet. SRE bedeutet serum response element (Hill et al., 1995). Die Initiationsstelle der Transkription wird durch einen Pfeil angegeben.

Die Zugabe von steigenden Mengen an Gfi-1 Expressionsplasmid führte konzentrations-abhängig zu einer verstärkten Aktivierung des Promotors (Abb. 20 a, Spalten 3 - 8). Der-selbe Effekt war zu beobachten, wenn die Mutante His Gfi-II verwendet worden ist (Abb. 20 a, Spalten 9 - 15). Dieses Experiment zeigte, daß Gfi-1 und His Gfi-II auch die Stat3 Wirkung auf den Promotor des "immediate early" Gens c-fos verstärken können. Diese Beobachtung stimmt auch mit publizierten Daten überein, wonach das Stat3 Signal alleine nicht zu einer vollständigen Aktivierung des Promotors ausreicht (Hill et al., 1995).
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