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so genannt

single stranded (einzelstrangig)

Signal Transducer and Activator of Transcription
STAT three inhibitory compound
Annealing-Temperatur

Schmelztemperatur

Tabelle

Tris-Acetat-EDTA

Thermus aquaticus



Abkiirzungsverzeichnis IX

TdT deoxynucleotidyl transferase

TEMED N, N, N¢, N‘-Tetramethylethylendiamin

TGFa transforming growth factor a

TRE TPA response element

Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan

Triton X-100 4-(2°, 2,4, 4 -Tetramethylbutyl)-
phenyldecaethylenglycoether

TTP Thymintriphosphat

TUNEL TdT-mediated dUTP-X nick end labeling

Tween 20 Polyoxyethylensorbitanmonolaureat

u. und

U Enzymaktivitdtseinheit (Unit)

u.a. unter anderem

UN {iber Nacht

uv Ultraviolett

\Y Volt

VEGF vascular endothelial growth factor

vgl. vergleiche

Vol. Volumen

v/v Verhiltnis Volumen zu (Gesamt-)Volumen

WB Western-Blot

WT Wildtyp

w/v Verhéltnis Masse zu (Gesamt-)Volumen

w/wW Verhiltnis Masse zu (Gesamt-)Masse

XIAP X-linked inhibitor of apoptosis protein

YFP yellow fluorescent protein

z.B. zum Beispiel

Englische Bezeichnungen und Ausdriicke, die aus dem Englischen ins Deutsche ibernommen

sind, wurden kursiv gedruckt.

Abkiirzungen der Aminosduren

A Ala Alanin L Leu Leucin

R Arg Arginin K Lys Lysin

N Asn Asparagin M Met Methionin

D Asp Aspartat F Phe Phenylalanin
C Cys Cystein P Pro Prolin

Q Gln Glutamin S Ser Serin

E Glu Glutamat T Thr Threonin

G Gly Glycin W Trp Tryptophan
H His Histidin Y Tyr Tyrosin

I Ile Isoleucin \Y Val Valin
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1. Einleitung

Signaltransduktion in eukaryotischen Systemen wird oft durch das Einwirken eines oder
mehrerer Botenstoffe ausgelost. Diese Art der Kommunikation ist ein grundlegender Aspekt
in der Entwicklung verschiedener Zelltypen und gewihrleistet die Aufrechterhaltung der
Lebensfunktionen. Losliche, frei diffundierende Liganden und membranstindige Liganden
binden dabei an ihre Oberflichenrezeptoren, welche das auf der AuBlenseite empfangene
Signal in das Zellinnere weiterleiten. Dabei werden zahlreiche intrazelluldre Signalkaskaden,
die sich sowohl erginzen als auch {berlappen konnen, initiiert, wodurch wichtige

physiologische Prozesse in der Zelle reguliert werden kdnnen.

1.1. STAT-Proteine
STAT (Signal Transducer and Activator of Transcription) Proteine gehdren zu einer Familie

latenter ~ zytoplasmatischer  Transkriptionsfaktoren, die  durch  Zytokine  und
Wachstumsfaktoren aktiviert werden. Die aktivierten STATs werden in den Zellkern
transportiert, wo sie spezifische Promotorelemente von Zielgenen binden und deren
Transkription regulieren. Sieben verschiedene STAT-Proteine wurden bislang im

menschlichen Genom und in der Maus identifiziert (Levy & Darnell, 2002).

N-term  Coiled-coil DNA-binding SH2 Transactivation

pY pS

sat1 N Il [ | [ [ Jc
pY

starz N [l [ | | |c
pY pS

stat3 N [ [ l [ [ |c
pY pS

stat4 N [ [ l [ [ Jc
pY pS

STAT5a N = | j \ | G
pY pS

satsb N [ [ l [ [c
pY

state N [ | [ |c

Abb. 1: Die STAT-Proteinfamilie.

Die STAT-Proteine weisen fiinf wichtige Doménen auf: die N-terminale Doméne, die ,,Coiled-coil*“-
Doméne, die DNA-Bindungsdoméne, die SH2-Domine (sr¢c homology 2) und die
Transaktivierungsdoméne. In allen sieben identifizierten Mitgliedern der STAT-Familie findet man
einen konservierten Tyrosinrest, welcher phosphoryliert werden kann und fiir die Aktivierung der
STATs verantwortlich ist. (Bild entnommen aus (Yu & Jove, 2004))
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1.1.1. Struktur und Aufbau der STAT-Proteine
Die STAT-Proteine weisen alle eine Linge zwischen 750 und 850 Aminosduren auf und

haben alle exakt definierte, sowohl strukturell als auch funktionell konservierte Doménen.
Alternative Spleififormen am 3°-Ende der Gentranskripte kodieren fiir kiirzere Isoformen von
STATI, 3, 4, 5a und 5b (Caldenhoven et al., 1996; Ripperger et al., 1995; Schindler et al.,
1992; Wang et al., 1996). Die kiirzeren Isoformen besitzen keine Doméne fiir die Aktivierung
der Transkription, aber konnen weiterhin an die spezifischen Bindungsstellen der Promotoren
der Zielgene binden. Durch Konkurrenz mit den normalen STAT-Proteinen an den
Bindungsstellen der Zielgene verhindern die kiirzeren STAT-Proteine die Aktivierung der
Transkription spezifischer Gene und werden bei Uberexpression als dominant-negative
Regulatoren der Transkription verwendet (Caldenhoven et al., 1996; Wang et al., 1996).
Dennoch sind die kurzen Isoformen der STAT-Proteine nicht in allen Féllen dominant-
negative Varianten. So bilden STAT3p und c-Jun Heterokomplexe, die kooperativ an ein IL-6
(Interleukin-6) gesteuertes Promotorelement im o2-Makroglobulin-Gen binden und dessen
Transkription regulieren (Schaefer et al., 1995; Zhang et al., 1999b). In diesem Fall wird die

Aktivierungsdoméne der Transkription durch das Partnerprotein c-Jun zur Verfiigung gestellt.

Die Ahnlichkeiten in den Sequenzen sind nicht gleichmiBig iiber die Gesamtlinge der STAT-
Proteine verteilt. Die am meisten konservierte Region zwischen den Mitgliedern der STAT-
Familie ist die SH2-Doméne (sr7c homology 2) mit einer durchschnittlichen Identitét von etwa
50%. Die DNA-Bindungsdomine und die Verbindungsdoméne sind durchschnittlich nur zu
etwa 45% identisch zwischen zwei STAT-Proteinen. Bei der N-terminalen Doméne und der
,,coiled-coil“-Domiéne findet man eine durchschnittliche Identitdt von 37% und 35% zwischen
zwel menschlichen STAT-Proteinen. Die grofiten Abweichungen untereinander weisen die

Transaktivierungsdominen auf (Decker & Kovarik, 1999).

1.1.1.1. N-terminale Doméne

Die N-terminale Domine weist eine Lénge zwischen 124 und 145 Aminosduren auf. Sie ist
eine stabile Domine und kann durch eingeschrinkte Proteolyse abgespalten werden
(Vinkemeier et al., 1996). Die Analyse der Kristallstruktur der N-terminalen Doméne von
STAT4 zeigt, dass diese Domédne aus acht Helices besteht, die in einer hakenfGrmigen
Struktur angeordnet sind (Vinkemeier et al., 1998).

Die N-terminale Doméne besitzt eine wichtige Stelle fiir eine posttranslationale Modifikation.

So kann das Arginin 31 in STATI durch die Proteinargininmethyltransferase PRMT1
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methyliert werden (Mowen et al., 2001). Dieses Arginin ist konserviert zwischen allen
Mitgliedern der STAT-Familie und eine Methylierung des Arginins 31 scheint die Bindung
von PIAS1 (protein inhibitor of activated STATs) an die STATs zu verhindern, was die
Bindungsaffinitdt zu DNA erhoht und somit zu einer erhohten transkriptionalen Aktivitdt von
STATTI fiihrt (Mowen et al., 2001). Neuere Erkenntnisse stellen jedoch diese Methylierung
des Arginins 31 in STAT3 in Frage (Komyod ef al., 2005).

Weiterhin wurde in fritheren Publikation berichtet, dass die N-terminale Doméne eine Rolle
in der Dephosphorylierung des Tyrosins 701 von STATI1 (Shuai et al, 1996), in der
Interaktion mit Zytokinrezeptordoménen (Li et al., 1997; Murphy et al., 2000) und bei der
Regulation der Translokation in den Zellkern (Strehlow & Schindler, 1998) spielt. Neuere
Erkenntnisse aus der Kristallstruktur von STAT1 widerlegen jedoch teilweise die fritheren
Ergebnisse und postulieren vielmehr eine noch zu untersuchende Rolle dieser Doméne in der

Proteindimerisierung (Chen et al., 2003).

1.1.1.2. .coiled-coil“-Doméne

Die Kristallstrukturen von STAT3 und STATI bestitigen frithere strukturelle Vorhersagen
(Fu et al., 1992) und zeigen, dass die ,,coiled-coil“~-Doméne aus vier langen a-Helices besteht
(Becker et al., 1998b; Chen et al., 1998). Die exponierte Lage dieser Domdne macht deutlich,
dass diese fiir Protein-Protein-Interaktionen wesentlich ist. Mehrere beschriebene Protein-
Protein-Interaktionen an dieser Domine bestitigen dies, wie zum Beispiel eine
Wechselwirkung zwischen STAT1 mit IRF1 (interferon regulatory factor 1) (Horvath et al.,
1996) oder STAT3 mit c-Jun (Zhang et al., 1999b).

Eine wichtige Funktion spielt diese Domédne auch im Proteinexport aus dem Zellkern. So
konnten in STAT1 verschiedene nukledre Exportsignale identifiziert werden, von welchen
sich zwei in der ,,coiled-coil“-Doméne befinden (Begitt et al., 2000; Mowen & David, 2000).
Auch der nukledre Import von STAT3 scheint mit seiner ,,coiled-coil“-Doméne verkniipft zu
sein (Ma et al., 2003). So wurden die Arginine 214/215 sowohl mit dem Export (Sato et al.,
2005) als auch dem Import (Ma & Cao, 2006) von STAT3-Dimeren aus bzw. in den Zellkern
in Zusammenhang gebracht.

Neben den intermolekularen Wechselwirkungen konnte auch eine intramolekulare Interaktion
zwischen zwei Dominen nachgewiesen werden. Die durch die SH2-Domidne gesteuerte

Bindung von STAT3 an die gpl30-Rezeptoruntereinheit wird durch eine Wechselwirkung
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zwischen der ,.coiled-coil“-Doméne und der SH2- sowie der Transaktivierungsdomédne

reguliert (Zhang et al., 2002b).

1.1.1.3. DNA-Bindungsdoméine

Die DNA-Bindungsdoméne besitzt die allgemeine Struktur einer Immunglobulin-Faltung
(Becker et al., 1998b; Chen et al., 1998). STAT-Dimere binden an GAS Motive (gamma
interferon activated sequence), palindromische Responsivelemente mit der Struktur
TTCN,GAA (Seidel et al., 1995). Leichte Varianzen in der Sequenz der zentralen drei bis
vier Aminoséduren legen die Bindungsaffinitdt der STAT-Proteine zu den Responsivelementen
in den Zielgenen fest, wodurch erklart werden kann, dass verschiedene Mitglieder der STAT-
Familie die Transkription verschiedener Zielgene regulieren konnen. Die Kristallstruktur des
STAT3-Dimers gebunden an das GAS-Element m67 (5'-CTAGCATTTCCCGTAAAT) zeigt,
dass zwar einige Aminosiduren der DNA-Bindungsdomine das Zucker-Phosphat-Riickgrat
beriihren, aber die eigentliche Spezifitdt aus der Bindung zweier Aminosduren entsteht. Das
Asparagin 466 sowie das Lysin 340 stellen einen direkten Kontakt zu den Basenpaaren im
m67 her (Becker ef al., 1998b). Die dazu homologen Aminosduren Asparagin 460 und Lysin
336 iibernehmen die gleiche Rolle im STAT1-Protein (Chen et al., 1998).

1.1.1.4. Transaktivierungsdoméne

Die Transkriptionsaktivierungs-Domidne am C-terminalen Ende der STAT-Proteine ist die am
wenigsten konservierte Domédne zwischen den Mitgliedern der STAT-Proteinfamilie.
Vermutlich tragen diese Unterschiede in der Sequenz zu der Spezifitit in der Signalkaskade
bei, aber fiir eine genaue Analyse sind weiterfithrende Untersuchungen notwendig. In dieser
Domine befindet sich ein zwischen den STATs konserviertes Serin, welches ebenfalls
phosphoryliert werden kann und eine wichtige Rolle bei der Aktivierung der Transkription
einnimmt (Decker & Kovarik, 2000; Eilers ef al., 1995; Wen et al., 1995; Zhang et al., 1998).
Diese reversible Serinphosphorylierung ist fiir die vollstdndige Transkriptionsaktivitét einiger
STAT-Proteine Voraussetzung. Die Phosphorylierung des Serins 727 von STAT3 ist zum
Beispiel essentiell fiir die Expression des Zielgens Mcl-1 in Makrophagen (Liu et al., 2003)
und wird auch mit einer schlechten Prognose bei bestimmten Brustkrebsarten in
Zusammenhang gebracht (Yao-Tsung Yeh, 2006).

Die proteolytische Spaltung von STATs in der Transaktivierungsdomdne durch Proteasen

erzeugt C-terminal verkiirzte Proteine, die als STATy bezeichnet werden. Diese haben keine
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Transaktivierungsdoméine und sind dominant-negative Varianten der STATs. Bislang wurden
STATYy Isoformen fiir STAT3, STATSa, STATS5b und STATG6 identifiziert (Hendry & John,
2004).

1.1.1.5. SH2-Doméne

Die SH2-Domine iibernimmt eine essentielle Aufgabe bei spezifischen Interaktionen
zwischen den STATs und den Rezeptoren einerseits und fiir die Dimerisierung der STATSs
andererseits. Die SH2-Domédnen konnen an phosphorylierte Tyrosinreste binden, welche in
den intrazelluldren Domidnen der STAT-aktivierenden Rezeptoren lokalisiert sind (Greenlund
et al., 1995). Diese Interaktion ist hoch spezifisch und bestimmt weitgehend, welche
Mitglieder der STAT-Familie durch die verschiedenen Rezeptoren aktiviert werden (Gerhartz
et al., 1996; Gupta et al., 1996; Heim et al., 1995; Hemmann et al., 1996; Schindler et al.,
1995; Stahl et al., 1995; Wiederkehr-Adam et al., 2003).

Hinter dem C-terminalen Ende der SH2-Doméne befindet sich ein innerhalb der STAT-
Familie konserviertes Tyrosin. Dieses Tyrosin wird bei Aktivierung der STATs
phosphoryliert und fiihrt zu einer Dimerisierung zweier STAT-Proteine iiber eine reziproke

Interaktion zweier SH2-Doménen (Haan ef al., 1999).

1.1.2. STAT Signalkaskade
Die STATs bilden einen wichtigen Punkt der Konvergenz vieler Signalkaskaden, die oft in

Krebszellen konstitutiv-aktiv sind. Die Bindung von Wachstumsfaktoren oder Zytokinen an
ihre Rezeptoren resultiert in der Aktivierung intrinsischer Rezeptortyrosinkinase-Aktivitét
oder Aktivierung der Rezeptor-gebundenen Kinasen wie den Januskinasen oder der Src-
Kinase. Wie in Abbildung 2 zu sehen ist, wird in beiden Féllen der zytoplasmatische Teil des
Rezeptors phosphoryliert und somit wird eine Bindungsstelle fiir die STAT-Proteine
geschaffen, die wiederum selbst Substrate fiir eine folgende Tyrosinphosphorylierung bilden.
Einige onkogene Kinasen, wie v-Src oder Ber-Abl, konnen die STATs auch ohne Mitwirkung
von Rezeptoren selbststindig phosphorylieren. Die Phosphorylierung der STATs induziert
thre Dimerisierung iiber eine reziproke Wechselwirkung der SH2-Doménen mit den C-
terminal benachbarten Phosphotyrosinen und den Transport in den Zellkern (Buettner ef al.,

2002; Levy & Darnell, 2002; Yu & Jove, 2004).
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Abb. 2: Die Aktivierung der STATs.

Die STATs (exemplarisch wird die Aktivierung von STAT3 gezeigt) konnen entweder durch Zytokine
(z.B. IL-6 bei STAT3) mit ihren Rezeptoren, direkt durch v-Src oder durch Wachstumsfaktoren und
ihre Rezeptoren aktiviert werden. Im Falle der Zytokinrezeptoren erfolgt durch Ligandenbindung an
den Rezeptor dessen Dimerisierung, eine Phosphorylierung der gebundenen Januskinsen (JAKSs),
welche wiederum den Rezeptor im zytoplasmatischen Teil an einer STAT3-Bindunggsstelle
phosphorylieren. Dies fiihrt zur Bindung von STAT3 an den Rezeptor und zur Phosphorylierung an
einem konservierten Tyrosinrest am C-terminalen Ende von STAT3. In allen drei Fallen bewirkt die
Phosphorylierung des Tyrosinrests am STAT3 Dimerisierung iiber eine intermolekulare reziproke
Interaktion zwischen zwei SH2-Doménen und zur Translokation in den Zellkern. Das STAT3-Dimer
bindet {iber die DNA-Bindungsdoméne an Promotorelemente der Zielgene, was die Transkription
dieser Gene bewirkt.

1.1.2.1. Interferon-gesteuerte Aktivierung der STATSs

Interferone konnen in zwei gro3e Gruppen eingeteilt werden (Bach et al., 1997; Kisseleva et
al., 2002; Pestka, 1997; Stark et al., 1998). Interferone vom Typ I bilden eine groBe Familie
von in vielen Zellsystemen vorhandenen Liganden, deren Signalweg iiber einen gemeinsamen
Rezeptor verlduft. Sie haben potentielle antivirale und wachstumshemmende Eigenschaften,
sind aber auch fiir ihre Wirkung auf das Immunsystem bekannt (Levy & Darnell, 2002;
Medzhitov & Biron, 2003). Zur Gruppe der Interferone vom Typ II gehort unter anderem
IFN-y (Aaronson & Horvath, 2002). Im Gegensatz zu Typ I Interferonen, ist die Sekretion

von [FN-y weitgehend auf T-Zellen und natiirliche Killerzellen beschrénkt.
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IL-6 (Interferon Typ I)

Die Erkennung hdmatopoetischer Zytokine und Interferone durch ihre jeweiligen Rezeptoren
wird gefolgt von der Aktivierung der Januskinasen (JAKs), der Phosphorylierung der
Tyrosinreste der Rezeptoren und der folgenden Anlagerung der STATs als wichtige
aktivierende Schritte der Signalkaskade. Dabei benutzen die Zytokine verschiedene
Kombinationen aus JAKs (JAK1, JAK2, JAK3, TYK?2) und STATs, um ihre Signalkette zu
aktivieren (Lutticken er al, 1994; Stahl et al., 1994). Die IL-6 (Interleukin-6) -artigen
Zytokine (IL-6, IL-11, LIF, OSM, CNTF (ciliary neurotrophic factor), CT-1 (cardiotrophin-
1), CLC (cardiotrophin-like cytokine) bilden eine wichtige Familie im STAT Signalweg und
wirken tiber gp130 (glycoprotein 130), den LIF (leukemia-inhibitory factor) Rezeptor und den
OSM (oncostatin M) Rezeptor (Gerhartz et al., 1996; Kuropatwinski et al., 1997; Stahl et al.,
1995; Tomida et al., 1999).

IL-6 wurde anfinglich als ein Faktor identifiziert, welcher das Wachstum und die
Differenzierung von B-Zellen induziert (Hirano et al., 1986; Teranishi et al., 1982). Das erste
Ereignis im IL-6-Signalweg ist die Bindung des Liganden an seinen a-Rezeptor (IL-6Ra),
gefolgt von der Homodimerisierung des gp130-Rezeptors und der Bildung eines terniren
Komplexes (Hirano et al, 2000; Hirano et al, 1997). Der gpl30-Rezeptor wurde
urspriinglich als der verantwortliche Rezeptor fiir IL-6 angesehen (Hibi et al., 1990), erst
spater fand man heraus, dass alle bekannten Typ I Interferone gp130 als Rezeptoruntereinheit
nutzen. Es gibt verschiedene Tyrosinreste im zytoplasmatischen Teil des Rezeptors, davon ist
Y759 eine Bindungsstelle fiir die Proteintyrosinphosphatase SHP-2 (De Souza et al., 2002;
Fukada et al., 1996; Songyang et al., 1993) und SOCS-3 (suppressor of cytokine signaling-3)
(De Souza et al., 2002; Fukada et al., 1996, Songyang et al., 1993). Die Tyrosine Y767,
Y814, Y905 und Y915 sind Bindungsstellen fiir STATs (Fukada ef al., 1996; Gerhartz et al.,
1996; Stahl et al., 1995; Yamanaka et al., 1996). Die Dimerisierung des gpl130-Rezeptors
nach Aktivierung durch IL-6 16st eine Phosphorylierungskaskade aus.

Der erste Schritt dieser Kaskade ist die Autophosphorylierung der Tyrosinkinasen der JAK-
Familie, welche aus den Mitgliedern JAK1, JAK2, JAK3 und TYK2 zusammengesetzt ist
(Verma et al., 2003). Der Name JAK bedeutet einerseits ,,just another kinase* (Darnell ef al.,
1994), bzw. geht zuriick auf den romischen Gott Janus, den zweikdpfigen Gott der Tore (Thle,
1995). Diese Kinasen werden in sehr vielen verschiedenen Zellarten exprimiert, mit der
Ausnahme von JAK3, welches nur in hdmatopoetischen Zellen exprimiert wird (Leonard &
O'Shea, 1998). JAK-Proteine sind konstitutiv am zytoplasmatischen Teil des gp130 in der
Néhe der Membran gebunden (Kaplan et al, 1996; Rane & Reddy, 2000), dabei spielt



1 Einleitung 8

besonders JAK1 eine wichtige Rolle im IL-6-Signalweg (Guschin et al., 1995; Rodig et al.,
1998; Schaper ef al., 1998). Die Bindung des Liganden IL-6 an den gp130-Rezeptor 16st eine
strukturelle Anderung der Konformation des Rezeptors aus, was zur Aktivierung der JAKs
durch reziproke Interaktion zweier Januskinasen und anschlieBender Auto- bzw.
Transphosphorylierung fiihrt (Remy et al, 1999). Darauthin werden Tyrosinreste im
zytoplasmatischen Teil des gp130 phosphoryliert. Einige dieser phosphorylierten Tyrosinreste
haben das Bindungsmotiv YXXQ und bilden nun eine Andockstelle fiir die STAT-Proteine
(Fu & Zhang, 1993; Greenlund et al., 1994).

Bei der Bindung der STATSs an den phosphorylierten zytoplasmatischen Teil des gp130 geht
man in der klassischen Sichtweise davon aus, dass monomer vorliegende STATs an den
Rezeptor binden, allerdings gibt es Hinweise, dass STAT-Proteine bereits vor ihrer
Aktivierung als Komplexe vorliegen (Haan et al., 2000; Ndubuisi et al., 1999; Novak et al.,
1998; Stancato et al., 1996). STAT3 wird iiber die SH2-Doméne an die Phosphotyrosinreste
des gp130 angelagert (Gerhartz et al., 1996; Stahl et al., 1995) und seinerseits am Tyrosinrest
705 phosphoryliert (Kaptein et al., 1996a; Shuai et al., 1993). Anschlielend 16st sich STAT3
vom gpl30-Rezeptor ab, dimerisiert {iber eine reziproke Wechselwirkung zweier SH2-
Doménen (Shuai et al, 1994) und wird in den Zellkern transportiert, um dort die
Transkription von Zielgenen zu regulieren.

Der gp130-Rezeptor besitzt in der zytoplasmatischen Doméne viele STAT3-Bindungsmotive
(YXXQ) und jedes einzelne dieser Bindungsmotive kann STAT3 aktivieren (Stahl et al.,
1995). Dennoch konnte gezeigt werden, dass die Bindungsmotive nicht gleichwertig sind im
Sinne der anschlieBenden DNA-Bindungsaktivitdt bzw. Transkriptionsaktivitit von STAT3
(Schmitz et al., 2000). Interessanterweise stimmt das Phosphotyrosinmotiv von STAT3 nicht

mit der vom gp130 abgeleiteten STAT3-Konsensussequenz YXXQ iiberein.

IFN-v (Interferon Typ II)

Im Gegensatz zu Typ I Interferonen, die alle an den Rezeptor gp130 binden, bindet das Typ II
Interferon IFN-y an einen anderen Rezeptor (Type II IFN Receptor), welcher aus zwei
o—Untereinheiten (IFNGR1) und zwei B—Untereinheiten (IFNGR2) zusammengesetzt ist
(Bach et al., 1997). In unstimulierten Zellen sind die a— und B—Unterheiten nicht miteinander
assoziiert, allerdings sind die Kinasen JAKI und JAK2 bereits konstitutiv an die
Rezeptorunterheiten gebunden (Bach ef al., 1996). Die Aktivierung des Rezeptors durch IFN-

v induziert die rasche Dimerisierung der o—Unterheiten, wodurch eine Bindungsstelle fiir die
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B—Untereinheiten geschaffen wird. Durch die Komplexbildung der Untereinheiten werden die
JAKSs in rdumliche Néhe gebracht, was zu einer Trans- und Autophosphorylierung der JAKs
fiihrt und schlieBlich die Phosphorylierung des Tyrosins 440 an den o Unterheiten des
Rezeptors bewirkt. STAT1 kann nun an die phosphorylierte pYssDKPH Sequenz am
carboxyterminalen Ende von IFNGR1 binden (Greenlund ef al., 1994; Igarashi et al., 1994).
Die aktivierten JAKs phosphorylieren Rezeptor-gebundenes STAT1-Protein am Tyrosinrest
701, was zu einer Homodimerisierung von STATI {iber eine reziproke Wechselwirkung
zwischen den SH2-Dominen und den Phosphotyrosinresten fiihrt (Greenlund et al., 1995;
Shuai et al., 1994; Shuai et al., 1992). Diese STAT1-Dimere werden anschlieBend in den
Zellkern transportiert und binden dort an so genannte GAS-Elemente (gamma interferon
activated sites) von IFN-y regulierten Zielgenen und steuern so die Transkripton dieser

Zielgene (Decker et al., 1989; Decker et al., 1991; Lew et al., 1989).

1.1.2.2. Src-gesteuerte Aktivierung von STAT3

Die c-Src-Kinase ist das zelluldire Homolog von v-Src, der onkogenen Form des Proteins,
welches vom Hiihner-Retrovirus Rous sarcoma kodiert wird (Brown & Cooper, 1996;
Thomas & Brugge, 1997). Die Src-Familie von Tyrosinkinasen wird gebildet von Src, Yes,
Yrk und Fyn, welche in vielen Zellsystemen exprimiert werden, und Hck, Fgr, Lyn, Lck und
Blk, welche vorrangig in hdmatopoetischen Zellen exprimiert werden. Alle Mitglieder der
Familie haben ein Molekulargewicht von etwa 60 kDa und bestehen aus sechs verschiedenen
Doménen. Eine wichtige Rolle bei der c-Src Aktivierung spielt das Tyrosin 530 am
carboxyterminalen Ende des Proteins. Dieses wird von Csk (c-terminal Src-Kinase)
phosporyliert, was zu einer intramolekularen Interaktion zwischen dem Phosphotyrosinrest
und der SH2-Domidne von Src fiihrt. Die Blockierung der SH2-Domidne hat eine
enzymatische Inaktivierung der Src-Kinaseaktivitdt zur Folge. Eine Dephosphorylierung
dieses Tyrosinrests oder eine Deletion des Proteins vor Y527 (wie in v-Src) verdndert die
Konformation von c-Src und bewirkt eine katalytische Aktivierung (Ishizawar & Parsons,
2004).

Bereits 1995 konnte gezeigt werden, dass die Transformation von 3Y1, NIH/3T3 und
BALB/c3T3 Zellen durch v-Src zur Tyrosinphosphorylierung von STAT3 fiihrt (Yu et al.,
1995). Weitere Studien zeigten, dass dabei v-Src und STAT3 direkt iiber die Wechselwirkung
zwischen der SH2-Doméne von STAT3 und der SH3-Doméne von v-Src interagieren und
diese direkte Wechselwirkung die Phosphorylierung des Tyrosinrests 705 von STAT3 bewirkt
(Cao et al., 1996; Chaturvedi et al., 1997; Lund et al., 1997). Im Gegensatz zu den oben
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genannten Interferon-gesteuerten Aktivierungsmoglichkeiten von STAT3 verlduft die Src-
gesteuerte  STAT3-Phosphorylierung unabhingig von den JAKs (Simon et al., 2002). Diese
direkte Aktivierung von STAT3 durch v-Src fiihrt zu einer Homodimerisierung von STAT3,
der Bindung der STAT3-Homodimere an Promotorelemente der Zielgene und Regulation der
Transkription (Smith & Crompton, 1998).

Andere Mitglieder der Src-Familie werden ebenfalls in Verbindung mit STAT-Aktivierung
gebracht. In der T-Lymphoma Mauszelllinie LSTRA, in welcher Lck 40fach iiberexprimiert
vorliegt, konnte neben einer Tyrosinphosphorylierung und DNA-Bindungsaktivitit von
STAT3 und STATS eine Autophosphorylierung und in vitro Kinaseaktivitit von JAK1 und
JAK2 demonstriert werden (Yu et al., 1997). Eine direkte Interaktion zwischen Lck und
STATS3 konnte ebenfalls nachgewiesen werden (Lund ef al., 1999).

1.1.2.3. STAT-Aktivierung durch Wachstumsfaktoren

Wachstumsfaktoren, wie zum Beispiel EGF (epidermal growth factor), PDGF (platelet-
derived growth factor) oder FGF (fibroblast growth factor) filhren zu einem gesteigerten
Wachstum bei verschiedenen Zellarten. Deren Rezeptoren gehdren zur Gruppe der
Rezeptortyrosinkinasen (RTKs) und weisen eine intrinsische Proteintyrosinkinaseaktivitit auf
(van der Geer et al., 1994). RTKs sind in allen vielzelligen Organismen vorhanden und
konnen extrazelluldre Signale iiber Phosphorylierung einer Vielzahl von intrazelluldren
Substraten bis zum Zellkern weiterleiten.

Auch hier fihrt die Aktivierung des EGFR zur Dimerisierung der Rezeptorunterheiten
(Songyang & Cantley, 1995) und zu einer zweiten konformationellen Anderung, die der
katalytischen Domidne die Moglichkeit bietet, verschiedene Substratmolekiile zu
phosphorylieren (Lemmon & Schlessinger, 1994; Ullrich & Schlessinger, 1990). Neben
anderen Signaliibermittlerproteinen konnen auch die STATs tiber den EGFR phosphoryliert
werden (Leaman et al., 1996), dabei spielt besonders c-Src eine wichtige Rolle (Olayioye et
al., 1999). Die Stimulation mit EGF resultiert in einer raschen Dimerisierung der STATs, dem
Transport in den Zellkern und der Bindung an die STAT-Bindungssequenz SIE (c-sis-
inducible element) (Sadowski et al., 1993; Silvennoinen ef al., 1993).

Auch bei den Wachstumsfaktoren PDGF (Vignais & Gilman, 1999) und FGF (Hart et al.,

2000) konnte eine Aktivierung der STATs nachgewiesen werden.
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1.1.3. STAT3-Dimerisierung
Die STAT-Dimerisierung ist ein zentrales Element in der Signalkaskade des JAK-STAT-

Signalwegs. Fiir die nukledre Translokation und die Bindung an Promotorelemente der
Zielgene wird fast ausschlieBlich eine vorangegangene Homodimerisierung der STATSs
benotigt. Alle Mitglieder der STAT-Familie besitzen einen konservierten Tyrosinrest C-
terminal von der SH2-Doméne. Durch die Aktivierung der STATs durch beispielsweise
entsprechende Wechselwirkung mit Rezeptoren wird dieser Tyrosinrest phosphoryliert und
kann anschlieend reziprok von der SH2-Domine des Dimerisierungspartners gebunden

werden (Haan et al., 1999).

Abb. 3: Kristallstruktur von STAT3.

Das Bandermodell der Kristallstruktur eines STAT3[
Homodimers gebunden an DNA. Gezeigt ist die helikale
N-terminale Doméne (blau), die B-Faltblattstruktur der
DNA-Bindungsdoméne (rot) mit der gebundenen DNA
(lila), ein Verbindungsstiick (griin) und die SH2-Doméne
mit dem phosphorylierten Tyrosin (gelb). Bild a zeigt eine
Seitenansicht, wihrend in der Ansicht von oben in Bild b
gut die reziproke Interaktion zwischen den beiden SH2-
Doménen der beiden STAT3-Proteine zu erkennen ist.
(Bilder entnommen aus (Becker et al., 1998b))

Eine Analyse der Kristallstruktur der STAT3-SH2-Domine (siche Abbildung 3) zeigt, dass
die Phosphatgruppe des phosphorylierten Tyrosinrests in einer tiefen Tasche unter anderem
von einem konservierten Arginin gebunden wird, wéhrend die 4 bis 5 Aminosduren
carboxyterminal zum phosphorylierten Tyrosin Wechselwirkungen mit den anderen
Aminosduren der SH2-Domine eingehen (Becker ef al., 1998b; Chen ef al., 1998; Waksman
et al., 1992). Diese wichtigen 4-5 carboxyterminalen Aminosiuren variieren zwischen den
einzelnen Mitgliedern der STAT-Familie und bilden somit ein Merkmal fiir die Spezifitit von
STAT-Dimerisierungen (Coleman et al., 2005; Shao et al., 2004; Wiederkehr-Adam et al.,
2003).

In der klassischen Betrachtungsweise ging man davon aus, dass die STATs als Monomere im
Zytoplasma vorliegen und erst nach Phosphorylierung des Tyrosins dimerisieren. Allerdings

mehren sich Hinweise, dass STATs auch ohne Aktivierung als Dimer vorliegen konnen. So
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wurde bereits 1996 das Vorkommen von STAT1/STAT2- und STAT1/STAT3-Heterodimeren
beschrieben (Stancato et al., 1996) und auch die Gegenwart von bivalenten Kationen fiihrte
zu Dimerisierung von STAT3 ohne vorangegangene Phosphorylierung des Tyrosins (Novak
et al., 1998). Weiterfilhrende Untersuchungen konnten bestitigen, dass sowohl STAT1 als
auch STAT3 bereits vor Aktivierung als Homodimere vorliegen (Braunstein et al., 2003).
Allerdings gibt es Unterschiede beziiglich der Stabilitdt dieser Dimere (Park et al., 2000).

Kiirzlich wurde in der Literatur ein strukturell neues STAT3-Homodimer beschrieben,
welches sich aufgrund oxidativen Stresses bilden kann und mittels einer Disulfidbriicke
zwischen zwei Cysteinen entsteht (Li & Shaw, 2004). Die biologische Signifikanz dieser

Disulfid-Dimere bedarf jedoch noch genauerer Untersuchungen.

1.1.4. Translokation von STAT3
Eukaroytische Zellen haben ein System fiir die Kompartimentalisierung ihrer chromosomalen

DNA entwickelt. Daher sind DNA-Replikation und -Transkription rdumlich von anderen
zelluldren Prozessen getrennt. Diese Kompartimentalisierung macht einen Mechanismus zur
Regulation der Replikation und der Transkription erforderlich, um den Zugang von DNA-
Bindungsfaktoren und anderen regulatorischen und enzymatischen Molekiilen zum Zellkern
zu steuern. Die nukledre Membran dient dabei als Barriere, die die Bereiche des Zellkerns
vom Zytoplasma rdumlich abtrennt. Der Transport von Makromolekiilen durch diese
Membran wird durch Strukturen gesteuert, die man als NPCs (nuclear pore complexes)
bezeichnet (Blobel & Wozniak, 2000; Davis, 1995; Lim & Fahrenkrog, ; Rout & Aitchison,
2001). Diese NPCs erlauben die passive Diffusion von kleinen Molekiilen, versperren aber
den Zugang fiir bestimme Molekiile, die eine Grofle von etwa 50 kDa iiberschreiten und keine
Signalsequenzen fiir die Lokalisation besitzen (Weis, 2003).

Fiir den aktiven Transport in den Zellkern mittels NPCs benétigt ein Protein ein NLS (nuclear
localization signal) Signal. Klassische NLS Signale haben in der Sequenz viele basische
Aminosduren wie Arginin und Lysin und werden direkt von der Familie der Importina-
Adapter erkannt (Hodel et al., 2001; Jans et al, 2000). Das aminoterminale Ende des
Importinot enthdlt mehrere konservierte Aminosdurereste, welche durch das Importinf1
erkannt werden und die als IBB (importinfl binding domain) bezeichnet werden. Das
ImportinB1 dient dazu, das Importina mit seinem gebundenen NLS-Protein durch die NPCs
zu transportieren (Cingolani et al., 1999). STAT1 und STAT3 besitzen eine NLS-Sequenz in
der ,coiled-coil“~-Domédne und konnen daher mit Hilfe der Importine in den Zellkern

transportiert werden. Wiahrend der Import von STATI1 durch Importina5 in den Zellkern
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bereits untersucht wurde (Fagerlund et al., 2002; McBride et al., 2002; McBride & Reich,
2003; Melen et al., 2001), gibt es anhaltende Diskussionen iiber den Import von STAT3, da es
hier signifikante Unterschiede zu STAT1 gibt. So konnten in STAT3 zwei entsprechende
NLS-Sequenzen in der ,.coiled-coil“-Doméne und der DNA-Bindungsdoméne identifiziert
werden (Ma et al., 2003), allerdings gibt es derzeit unterschiedliche postulierte Transport-
Modelle (Liu ef al., 2005; Ma & Cao, 2006; Ushijima et al., 2005).

Die carboxyterminalen Enden der Importino—Proteine werden von einem spezifischen
Exportrezeptor im Zellkern erkannt, dem CAS-Protein (cellular apoptosis susceptibility)
(Herold et al., 1998; Kutay et al., 1997). Das CAS-Protein dient dazu, das Importina zuriick
in das Zytoplasma zu befordern. STAT-Proteine hingegen werden mittels NES-Signalen
(nuclear export signal) vom Exportinl gebunden und vom Zellkern ins Zytoplasma
transportiert. STAT3 besitzt mehrere NES-Signale, von welchen einige fiir den Transport des
phosphorylierten STAT3 aus dem Kern, andere aber fiir einen von der Phosphorylierung
unabhingigen Transport von STAT3 aus dem Kern zustindig sind (Bhattacharya & Schindler,
2003; Sato et al., 2005). Ubereinstimmend mit diesen Ergebnissen konnten Pranada et al.
zeigen, dass STAT3 unabhéngig von der Tyrosinphosphorylierung zwischen Zytoplasma und
Zellkern hin- und herwandert (Pranada et al, 2004). Erst nach erfolgter
Tyrosinphosphorylierung reichern sich die STAT-Dimere im Zellkern an und regulieren die

Transkription ihrer Zielgene (Marg et al., 2004; Meyer et al., 2004).

1.1.5. STATS3 als Transkriptionsfaktor
Die Transkription von Verstarkerabhédngigen eukaryotischen Genen durch RNA Polymerase

IT (Pol II) erfordert eine Vielzahl von einzelnen Schritten. Eukaryotische Gentranskription
benotigt die Mitwirkung von Faktoren wie Aktivatorproteinen, Coaktivatorproteinen und der
allgemeinen Transkriptionsmaschinerie (Lemon & Tjian, 2000). Im Falle der STAT3-
gesteuerten Transkription sind die STATs selbst die Aktivatorproteine. Die Koordination
zwischen den STAT3-Proteinen und der Transkriptionsmaschinerie wird von
Coaktivatorproteinen iibernommen, einer Vielzahl von Multiproteinkomplexen, von welchen
viele in der Lage sind, Chromatin zu modifizieren (Naar et al., 2001) oder als Adapter

zwischen Verstirkerproteinen und allgemeinen Faktoren dienen (Myers & Kornberg, 2000).
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1.1.5.1. Stat3-regulierte Zielgene

Im Zellkern binden die STATs an Promotorregionen ihrer Zielgene und konnen mit Hilfe des
Transkriptionsapparats die Transkription bestimmter Proteine aktivieren. Eine Vielzahl an
Studien konnte belegen, dass das anti-apoptotische Protein Bcl-x;. ein Zielgen von STAT3 ist
(Catlett-Falcone et al., 1999; Grandis et al., 2000; Hsieh et al., 2005; Karni et al., 1999;
Kijima et al., 2002; Liu et al., 2006; Masuda et al., 2002; Niu et al., 2002a; Toyonaga et al.,
2003; Xi et al., 2004; Zamo et al., 2002). Indem man die Signalkette von STAT3 durch die
Transfektion einer dominant-negativen Variante von STAT3 blockiert, wird die IL-6
induzierte Expression von bc/-x; in menschlichen Plasmozytomzellen unterdriickt, was die
Zellen wiederum flir Fas-gesteuerte Apoptose empfindlich macht (Catlett-Falcone et al.,
1999). In einem @hnlichen Experiment in menschlichen HNSCC (head and neck squamous
cell carcinoma) Zellen konnte gezeigt werden, dass durch Inhibition des STAT3-Signalwegs
die Expression von bcl-x; unterdriickt wurde, was in dieser Zelllinie ebenfalls zum Zelltod
fiihrte (Grandis et al, 2000). Auch die Depletion von Src-Kinaseaktivitit in
Maiusefibroblasten fiihrte zu einem Verschwinden der konstitutiven Phosphorylierung von
STATS3, einer erniedrigten bcl-x; Expression und zu einer gesteigerten Apoptoserate (Karni et
al., 1999).

Ein weiteres Mitglied der Bcl-2-Proteinfamilie, Mcl-1, hat gleichfalls eine anti-apoptotische
Wirkung und wird von STAT3 beispielsweise in ,Jleukemic large granular lymphocytes*
(Epling-Burnette et al., 2001) reguliert. Das Mcl-1-Protein reprisentiert ebenso einen
Uberlebensfaktor fiir hiimatopoetische Zellen (Zhou et al., 1997). Auch bei Mcl-1 konnten
weitere zahlreiche Studien einen Zusammenhang mit STAT3 herstellen (Bhattacharya et al.,
2005; Hajime Isomoto, 2005; Hsieh ef al., 2005; Lin ef al., 2005; Liu et al., 2003; Niu et al.,
2002a; Rahaman et al., 2002).

Mitglieder der IAP-Proteinfamilie (inhibitor of apoptosis protein), wie zum Beispiel Survivin,
werden durch konstitutive Aktivierung von STAT3 wiéhrend der Onkogenese ebenfalls
hochreguliert (Gao et al., 2006; Gritsko et al., 2006; Hsieh et al., 2005; Kanda et al., 2004)
und tragen zum Uberleben von Tumorzellen mit bei (Aoki et al., 2003; Hasegawa et al.,
2003).

Ein Kontrollgen des Zellzyklus, c-myc, wird vom STAT3-Signalweg beispielsweise in der
menschlichen Brustkrebszelllinie MDA-MB-435S kontrolliert (Hsieh et al., 2005). Es konnte
gezeigt werden, dass die Expression von c-myc durch STAT3 bei der durch v-Src-induzierten
Onkogenese in Fibroblasten und bei der PDGF-induzierten Mitogenese in normalen Zellen

eine Rolle spielt (Bowman et al., 2001).
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Ein weiteres Beispiel an einem Kontrollgen vom Zellzyklus, welches von STAT3 reguliert
wird, ist das pro-proliferative cyclin DI Gen (Hsieh et al., 2005; Kijima ef al., 2002; Liu et
al., 2006; Masuda et al., 2002; Sinibaldi et al., 2000; Toyonaga et al., 2003; Xi et al., 2004).
Neben der Transkription von Genen, die Proliferation und Apoptose beeinflussen, benotigt
progressives Tumorwachstum auch die kontinuierliche Bildung von neuen Blutgefifien
(Angiogenese) (Folkman, 1990). Die Aktivierung von onkogenen Signalwegen regt die
Angiogenese von Tumoren an, wofiir zumindest teilweise die Hochregulation von VEGF
(vascular endothelial growth factor) verantwortlich ist. Auch hier konnte bereits gezeigt
werden, dass STAT3 den vegf Promotor transkriptionell aktiviert (Christine et al., 2005; Gray
et al., 2005; Hsieh et al., 2005; Jung et al., 2005; Niu et al., 2002b; Xu et al., 2005; Yahata et
al.,2003).

Diese Aufzdhlung von potentiellen STAT3-Zielgenen ist mit Sicherheit nicht vollstindig,
sondern gibt nur einen Uberblick iiber die am hiufigsten beschriebenen Zielgene der STATSs.
In einigen Fillen, wie bei bcl-x; oder mcl-1, gibt es Hinweise, dass diese Gene direkte
Zielgene von STAT3 sind, wihrend bei anderen Zielgenen, wie bei vegf, Hinweise vorliegen,
dass hier die Regulation iiber STAT3 nur indirekt verlduft. Es ist erwéhnenswert, dass es bei
Tumorzellen eine grofle Variation bei der Regulation von STAT3-gesteuerten Genen gibt, die
Einfluss auf Zellwachstum und Apoptose nehmen. Beispielsweise werden die bcl-x; und
cyclin DI Gene nicht in allen menschlichen Krebszellen induziert, in welchen STAT3
konstitutiv-aktiv ist. Diese Zelltyp-abhdngige Regulation verschiedener Zielgene von STAT3
spiegelt moglicherweise den Einfluss STAT3-interagierender Proteine wider, wie zum
Beispiel anderer Transkriptionsfaktoren und anderer Signalwege, die sich mit der STAT3-
Signalkette kreuzen. Daher werden in Zukunft insbesondere Gen-Arrays eine wichtige Rolle
einnehmen, um die STAT3-regulierten Zielgene moglichst umfassend und Zell-spezifisch
untersuchen zu konnen, wie an ersten Ansdtzen bereits zu sehen ist (Chen et al., 2006; Dauer

et al., 2005; Hsieh et al., 2005)

1.1.5.2. Unphosphoryliertes STAT3 als Transkriptionsfaktor

Eine genauere Analyse der Kristallstruktur von STATI1 =zeigte, dass STAT1 ohne
Tyrosinphosphorylierung dimerisieren kann (Mao et al, 2005) und es konnte auch
demonstriert werden, dass unphosphoryliertes STAT3 in den Zellkern wandern kann (Pranada
et al., 2004). STATI kann auch ohne Aktivierung an DNA binden (Chatterjee-Kishore ef al.,
2000) und eine neuere Studie mit Affymetrix-Arrays ergab, dass sowohl aktiviertes STAT3

als auch unphosphoryliertes STAT3 die Transkription verschiedener Zielgene regulieren
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kénnen (Yang et al., 2005). Daher ist es moglich, dass eine Uberexpression von STAT3 selbst
bereits einen basalen Beitrag zur Tumorgenese liefert, der unabhéngig von einer Aktivierung
durch Liganden ist und dieser Effekt durch die Tyrosinphosphorylierung von STAT3 weiter

verstarkt wird.

1.2. Fehlregulation von Signalwegen und Tumorentstehung
Tumorzellen zeichnen sich gegeniiber normalen Zellen durch eine erhohte Zellteilungsrate,

dem Verlust der Differenzierungsfahigkeit und der Kontaktinhibition, sowie der Fahigkeit zur
Invasivitdit und zur Metastasierung aus. Weitere Merkmale von Krebszellen sind ein
ununterbrochenes Wachstum verbunden mit einer Blockade der Apoptose, Versorgung mit
Wachstumsfaktoren und Angiogenese, eine mitotische Instabilitdt und ein Entkommen der
Immunantwort. Erworben werden diese Merkmale in einem mehrstufigen Prozess (Hanahan
& Weinberg, 2000).

Die Tumorbildung ist eine schrittweise Akkumulation von Fehlregulationen, die u.a. von
Mutationen ausgelost werden konnen. Die Ursachen dieser Mutationen konnen sehr
unterschiedlich sein. Das Spektrum reicht von intrinsischen Verdnderungen, wie z.B. Fehler
bei der DNA-Replikation iiber extern bedingte Schiddigungen durch z.B. UV- oder
Rontgenstrahlen bis hin zu Viren, die Mutationen verursachen. Gene, die in die Kontrolle des
Zellwachstums involviert sind, kdnnen aufgrund ihrer Funktion in zwei Kategorien eingeteilt

werden; Onkogene und Tumorsuppressorgene.

1.2.1. STATS3 als Onkogen
Normalerweise ist die Aktivierung der STATs ein transienter und genau kontrolliert

ablaufender Prozess. In Tumorzellen ist allerdings haufig eine konstitutive Aktivierung von
STAT3 und auch von STATS, zu beobachten. Dies ist nicht ungewohnlich, da die STATs
einen Punkt der Konvergenz in der Signalkette vieler Zytokine und Wachstumsfaktoren
bilden und diese Signalkaskaden in Krebszellen hiufig iiberreguliert vorliegen. In vielen
Féllen wird die onkogene Tyrosinkinaseaktivitit durch unkontrollierte autokrine oder
parakrine Ligandenbindung erzeugt, wie man beispielsweise bei der IL-6 regulierten
JAK/STAT3-Signalkette in Plasmozytomzellen oder der TGFoa-regulierten (transforming
growth factor ) EGFR Signalkette in HNSCC (head and neck squamous cell carcinoma)
Zellen sehen kann (Catlett-Falcone et al., 1999; Grandis et al., 1998). Auch onkogene

Derivate einiger Nicht-Rezeptor-Tyrosinkinasen (v-Src, v-Eyk, v-Ros und Lck) kénnen fiir
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eine konstitutive STAT-Aktivitdt in Zellen verantwortlich sein (Garcia et al., 1997; Turkson
& Jove, 2000; Yu et al., 1995). Alternativ gibt es auch die Moglichkeit, dass genetische
Verianderungen, die in Tumorzellen, aber nicht in normalen Zellen gefunden werden (z.B.
Ber-Abl  Fusionsproteine), zu einer Liganden-unabhédngigen STAT-Aktivierung fiihren
konnen (Coppo et al., 2003). Es gibt dabei keine Hinweise auf natiirlich vorkommende
Mutationen in STAT3-Proteinen. Durch libermiBige Tyrosinkinaseaktivitdt kann es jedoch zu
einer konstitutiven Aktivierung von STAT3 kommen.

Viele Studien liefern iiberzeugende Hinweise darauf, dass eine konstitutive Aktivierung der
STATs, insbesondere von STAT3 und STATS, aktiv an der malignen Transformation
beteiligt ist (Yu & Jove, 2004). Diese Annahme beruht auf einer grofen Bandbreite von
experimentellen Systemen, zum Beispiel transformierten Zelllinien, primédren Zellen und
Tiermodellen. Konstitutiv-aktive STATs wurden aber nicht nur in verschiedenen
Tumorzelllinien gefunden, sondern kénnen auch in menschlichen Primértumoren identifiziert
werden, wenn die Tumorzellen mit den entsprechenden parentalen Zellen verglichen werden
(siche Tabelle 1). In vielen Féllen findet man mehr als ein permanent aktives Mitglied der

STAT-Familie.

Tumorart Konstitutiv-aktive STATSs
Plasmozytom STATI, STAT3
Leukimien

HTLV-I-abhingig (human T-cell leukemia virus) | STAT3, STATS

Erythroleukdmie STATI, STATS

Akute myeloische Leukédmie (AML) STATI, STAT3, STATS

Chronisch myeloische Leukdmie (CML) STATS

LGL (large granular lymphocyte leukaemia) STAT3
Lymphoma

Burkitt Lymphom STAT3

Mycosis fungoides STATS3

Kutanes T-Zellen-Lymphom STAT3

Non-Hodgkin-Lymphom (NHL) STAT3

GroBzelliges anaplastisches Lymphom (ALCL) | STAT3
Mammakarzinome STATI1, STAT3, STATS
Kopf-Hals-Tumoren STATI, STAT3, STATS
Melanoma STAT3
Ovarialtumoren STAT3
Lungentumoren STATS3
Pankreaskarzinome STAT3
Prostatakarzinome STAT3

Tabelle. 1: Aktivierung der STAT-Proteine in menschlichen Tumorerkrankungen

Eine Ubersicht iiber die konstitutiv-aktiven STAT-Proteine, die in verschiedenen Studien in den
jeweiligen Tumorerkrankungen identifiziert werden konnten.

(Tabelle verdndert entnommen aus (Yu & Jove, 2004))
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Ein genetischer Hinweis fiir das onkogene Potential von STAT3 kommt von einer konstitutiv-
aktiven rekombinanten Mutante von STAT3, die als STAT3C bezeichnet wird (Bromberg et
al., 1999). Das STAT3C-Protein ist, wenn es stabil exprimiert wird, ausreichend, um einige
Aspekte der zelluldren Transformation von Maiusefibroblasten zu steuern, und STAT3C hat
die Fahigkeit, Tumore in Nacktméusen zu erzeugen. Weiterhin wurde gezeigt, dass STAT3
wihrend der Transformation durch v-Src konstitutiv-aktiv ist (Yu et al., 1995). Nachfolgende
Studien haben dies bestitigt und demonstrierten, dass aktives STAT3 fiir die onkogene
Transformation durch v-Src oder durch andere Onkogene notwendig ist (Bromberg et al.,
1998).

Obwohl die STATI1-Aktivitit ebenfalls in einigen Tumoren und Tumorzelllinien erhdht ist,
wurde die Funktion des Proteins mehr mit einer versuchten Unterdriickung des Wachstums
als mit maligner Transformation in Verbindung gebracht. STAT1 wird daher allgemein als
ein potentieller Tumorgegenspieler angesehen (Bromberg et al., 1996; Stephanou &

Latchman, 2005; Widschwendter et al., 2002).

1.2.2. Inhibition des STAT3-Signalwegs
Eine konstitutive Aktivierung von STAT3 trdgt zu einer permanenten Verdnderung im

genetischen Programm der Zelle bei. Da STAT3 daran beteiligt ist, fundamentale biologische
Prozesse, wie z.B. Apoptose und Wachstum, iiber die Transkription der Zielgene zu
regulieren, ist die Inhibition der STAT3-Signalkette ein neuer Ansatz, maligne Progression in
einer gro3en Bandbreite an menschlichen STAT3-abhéngigen Tumoren zu blockieren. Dabei
gibt es viele Strategien, Inhibitoren zu entwickeln. Ein Ansatz beinhaltet die Identifizierung
von Proteinen und Rezeptoren, die STAT3 aktivieren konnen und das Design
pharmakologischer Inhibitoren, die spezifisch die Funktion dieser Proteine inhibieren konnen
(z.B. Tyrphostin AG490). Beispiele solcher Proteine sind Zytokine, Wachstumsfaktoren,
Tyrosinkinasen, Serinkinasen und ihre Rezeptoren. Alternativ kann aber auch versucht

werden, die Funktion von STAT3 direkt zu inhibieren.

1.2.2.1. Physiologische Protein-Modulatoren der STAT3-Aktivierung

Physiologische Proteininhibitoren der STAT3-Signalkaskade sind endogene Proteine, welche
direkt oder indirekt die Aktivierung von STAT3 herunterregeln kdnnen. Zwei Proteinfamilien
spielen dabei eine wichtige Rolle, zum einen die Familie der SOCS-Proteine (suppressor of

cytokine signaling) und andererseits die Familie der PIAS-Proteine (protein inhibitor of



1 Einleitung 19

activated stat). Die SOCS-Proteine, welche nach Stimulation durch Zytokine exprimiert
werden, konnen an die STAT- bzw. JAK-Bindungsstellen der Rezeptoren binden und somit
die Aktivierung weiterer STAT-Proteine verhindern (Krebs & Hilton, 2001). PIASI und
PIAS3, Mitglieder der PIAS-Familie, interagieren nur mit phosphoryliertem STATI1 bzw.
STAT3, verhindern im Zellkern die Bindung der STATs an die DNA und blockieren damit
die Transkriptionsaktivitit der STATs (Chung et al., 1997; Shuai, 2000).

Die reversible Proteinphosphorylierung wird als Zusammenspiel zwischen Proteinkinasen und
den dazu  antagonistischen  Proteinphosphatasen  verstanden. = Wihrend  die
Proteintyrosinkinasen die Phosphorylierung von Tyrosinen katalysieren, katalysieren die
Proteintyrosinphosphatasen  die = Dephosphorylierung. Durch  dieses ausgewogene
Gleichgewicht wird die spezifische reversible Tyrosinphosphorylierung genau gesteuert. Die
Phosphatasen SHP1, SHP2 und PTP1B konnen katalytisch in die Tyrosinphosphorylierung
der STATs eingreifen (Rakesh & Agrawal, 2005). Ob jedoch eine dieser Phosphatasen auch
fiir die direkte Dephosphorylierung von STAT3 verantwortlich ist, konnte bislang nicht
abschlieBend geklirt werden.

1.2.2.2. Direkte Inhibition der STAT3-Aktivierung

siRNA

Eine hdufig eingesetzte Methode zur Inaktivierung eines Proteins ist die Transfektion von
synthetischen kleinen RNA Molekiilen. Diese siRNAs (small interfering RNAs) werden in
menschlichen Zellen von der RNAase III Dicer aus transfizierter doppelstringiger RNA
herausgeschnitten und anschlieBend in einen Proteinkomplex RISC (RNA-induced silencing
complex) eingebaut. RISC bindet mit Hilfe der eingebrachten RNA-Fragmente an die mRNA
des Zielgens, baut dieses ab und verringert dadurch spezifisch die Expression dieses Zielgens
(Dorsett & Tuschl, 2004). Durch den Einsatz dieser Methode bei STAT3 konnte
beispielsweise gezeigt werden, dass durch das Inaktivieren von STAT3 das Wachstum von
Kehlkopftumoren (Gao et al., 2006) und Prostatakarzinomen (Gao et al., 2005) gehemmt
wird, die Induktion von Mammatumoren in Nacktmiuse inhibiert wird (Ling & Arlinghaus,

2005) und in Astrozytomzellen Apoptose induziert wird (Konnikova et al., 2003).

Kodernukleotide (decoy oligonucleotides)

Diese Methode beruht auf der Transfektion doppelstrangiger Oligonukleotide, welche die

Konsensus-Bindungssequenz eines Transkriptionsfaktors enthalten und von diesem gebunden
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werden. Diese Interaktion fiihrt dazu, dass der Transkriptionsfaktor nicht mehr an die
Promotorregionen des Zielgens binden kann, was zu einer signifikanten Reduktion oder sogar
zu einer volligen Blockade der Transkriptionsaktivitit fiihrt (Crinelli ef al., 2002). Auch hier
wurde gezeigt, dass die Inhibition von STAT3 in vivo das Tumorwachstum hemmen kann
bzw. zum programmierten Zelltod der Tumorzellen fiihrt (Barton et al., 2004; Leong et al.,
2003; Xi et al., 2004).

,.G-quartet” Oligonukleotide

Guanin-reiche DNA- und RNA-Sequenzen konnen inter- und intramolekulare vierstrangige
Strukturen bilden, die als ,,G-quartet* Oligonukleotide bezeichnet werden. Fiir STAT3 wurde
ein ,,G-quartet” Oligonukleotid entwickelt, welches nach Bindungsstudien am Computer an
die SH2-Doméne des Proteins binden soll und die Bindung von STAT3 an die DNA inhibiert
(Jing et al., 2004; Jing et al., 2003). Diese Oligonukleotide kénnen das Tumorwachstum von
HNSCC (head and neck squamous cell carcinoma) in Nacktméusen inhibieren und werden

derzeit als moglicher therapeutischer Ansatz bei Krebserkrankungen nédher untersucht (Jing et

al., 2006).

Dominant-negatives STAT3-Protein

Wie bereits in Kapitel 1.1.1. beschrieben, existiert von STAT3 eine natiirlich vorkommende
Spleifvariante, das so genannte STAT3f. Dieses Protein hat keine Transkriptionsdoméne und
agiert daher bei Uberexpression in einer Zelle als dominant-negatives STAT3 und verhindert
die Transkriptionsaktivitit von STAT3. So konnte beispielsweise mit dieser Methode gezeigt
werden, dass eine Inhibition von STAT3 in U266 Zellen (Catlett-Falcone et al., 1999) und
dass eine Gentherapie in vivo bei B16 Melanoma (Niu et al., 1999; Niu ef al., 2001) zu einer

erhohten Apoptoserate in den jeweiligen Zelllinien fiihrt.

Antisense

Bei dieser Methode wird ein RNA Strang transfiziert, der komplementdr zur mRNA des zu
inhibierenden Gens ist. Wird die mRNA des Gens transkribiert, bildet die transfizierte
Antisense-RNA mit der mRNA einen Doppelstrang, der nicht mehr an den Ribosomen
abgelesen werden kann, wodurch die Translation inhibiert wird. Durch RNA-Interferenz-
Mechanismen (RNA1) wird der kiinstlich gebildete RNA-Doppelstrang zudem rasch abgebaut
(Redell & Tweardy, 2005). Diese Technik fiihrt bei der Inhibition von STAT3 ebenfalls zu

einem verminderten Tumorwachstum von Prostatakarzinomen (Mora et al., 2002) und LGL
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(large granular lymphocyte leukaemia) (Epling-Burnette et al., 2001) und 16st in HNSCC
(head and neck squamous cell carcinoma) Zellen in Nacktméusen Apoptose aus (Grandis et

al., 2000).

Peptide

Peptidische Inhibitoren werden dazu benutzt, um spezifische Protein-Protein-Interaktionen zu
verhindern. Daher liegt es nahe, Peptide zu finden, die spezifisch an die STAT3-SH2-Doméne
binden und dadurch die Aktivierung und die Homodimerisierung von STAT3 verhindern. Das
Phosphopeptid PpYLKTK inhibiert spezifisch die Bindung von STAT3-Dimeren an DNA.
Ein Fusionsprotein dieser Sequenz mit einer Membran-translozierenden Sequenz inhibiert das
STAT3-abhingige Wachstum v-Src transformierter 3T3 Zellen in Weichagar (Turkson et al.,
2001). Nur wenig spéter konnte das Phosphopeptid pYLPQTYV, welches von einer STAT3-
SH2-Bindungsstelle am gp130 Protein abgeleitet ist, identifiziert werden (Ren et al., 2003).
Dieses Phosphopeptid besitzt eine beinahe 100fach hohere Affinitit zur SH2-Doméne von
STAT3 verglichen mit dem Phosphopeptid pYLKTK, welches von der STAT3-SH2-
Bindungsstelle des STAT3-Proteins abgeleitet ist. Weiterfiihrende Untersuchungen des
YXXQ-Bindemotivs von STAT3 an verschiedenen Rezeptoren lieferten die Grundlagen fiir
die Erstellung spezifischer Peptidinhibitoren des STAT3-Proteins (Shao et al., 2003; Shao et
al., 2006; Shao et al., 2004; Wiederkehr-Adam et al., 2003).

Peptide besitzen zwar in vitro eine sehr hohe spezifische Aktivitit, haben aber den groB3en
Nachteil, dass sie nur sehr schwer die Zellmembran durchdringen konnen und im Organismus
leicht durch Proteasen abgebaut werden. Daher beschéftigt sich ein Zweig der Organischen
Chemie mit der Entwicklung von so genannten Peptidmimetika. Diese haben &hnliche
Eigenschaften wie die Peptide, sind aber durch die verdnderte chemische Struktur besser
zellgdngig und weniger angreifbar durch Proteasen. Erste Ansitze in diese Richtung wurden
auch fiir die beiden STAT3-Phosphopeptide publiziert (Coleman et al., 2005; Turkson et al.,
2004a).

Chemische Inhibitoren

Die Modulation von Protein-Protein-Interaktionen mit kleinen organischen Molekiilen ist,
obwohl die Durchfiihrbarkeit durch verschiedene Naturstoffe wie Taxol bereits bewiesen
werden konnte, mit einer Reihe von Herausforderungen verbunden (Berg, 2003). Das erste
Problem ist die Identifikation einer Leitstruktur. Eine zweite Schwierigkeit stellt die enorm

groBe Fliche der beteiligten Aminosduren von etwa 1100 A” bei Protein-Protein-Interaktionen
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dar (Conte et al., 1999). Diese Flache tlibersteigt bei weitem den Bereich, an den ein kleines
organisches Molekiile binden kann. Solche groflen Flichen mit organischen Molekiilen zu
modulieren, die noch dazu die Voraussetzungen haben, um spéter als oral verabreichte
Medikamente zu fungieren (Lipinski et al., 2001), scheint auf den ersten Blick unmdglich.
Allerdings konnte gezeigt werden, dass tatsdchlich nur einige wenige Aminosduren der
Grenzflache bei einer Interaktion zwischen zwei Proteinen fiir den Hauptteil der freien
Bindungsenergie verantwortlich sind (Clackson & Wells, 1995). Diese so genannten ,,hot
spots“ freier Bindungsenergie scheinen in nahezu allen Protein-Protein-Interaktionen
vorhanden zu sein (Bogan & Thorn, 1998) und sind im Zentrum der Interaktionsfldche auf
engem Raum lokalisiert, wihrend sie von energetisch weniger bedeutsamen Aminosiduren
umgeben sind. Ein drittes Problem ist, dass die Grenzfldche bei Protein-Protein-Interaktionen
meist sehr flach ist und daher keine Bindungsstellen fiir kleine organische Molekiile
aufweisen konnte (Jones & Thornton, 1996; Preissner et al, 1998). Ein durch eine
Hochdurchsatz-Analyse gefundener Antagonist der c-Myc/Max-Dimerisierung zeigt jedoch,
dass auch Protein-Protein-Interaktionen von Transkriptionsfaktoren durch kleine organische

Molekiile inhibiert werden koénnen (Berg et al., 2002).

Auch fiir den Transkriptionsfaktor STAT3 finden sich in der Literatur mogliche Antagonisten
(Abb. 4). Aus Bakterien wurde der Naturstoff Galiellalakton isoliert (Hautzel et al., 1990),
welcher unter anderem die die DNA-Bindungsaktivitit von STAT3 inhibiert. Es wurde
postuliert, dass eine kovalente Bindung zwischen dem Naturstoff und dem Cystein-468 in
STAT3 fiir die Wirkung verantwortlich ist, ein experimenteller Beweis konnte aber nicht
erbracht werden (Weidler ef al., 2000).

Im Folgenden wurden einige Antagonisten des JAK-STAT3-Signalwegs publiziert, allerdings
erfolgt in diesen Féllen vermutlich nur indirekt eine Inhibition von STAT3. So wirkt
Natriumarsenat wahrscheinlich durch Inhibition von JAK1 antagonistisch auf den STAT3-
Signalweg (Cheng et al, 2004). Kurkumin (Diferuloylmethan) inhibiert die
Tyrosinphosphorylierung von STAT3, aber nicht von STATS und wirkt wachstumshemmend
bei Plasmozytomzellen (Bharti et al., 2003). Zusitzlich wirkt Kurkumin antagonisierend auf
eine Reihe anderer Signalwege (Aggarwal et al., 2003). Das Cyclopentanon-Prostaglandin
15d-PGJ, vermindert moglicherweise iiber die JAKs eine Phosphorylierung des Tyrosins von
STAT3 und lost Apoptose in SCC Zellen (squamous cell carcinoma) aus (Siavash et al.,
2004). Indirubinderivate (Inhaltsstoffe der traditionellen chinesischen Krautermedizin)

(Eisenbrand ef al., 2004; Xiao et al., 2002) antagonisieren die Aktivierung von STAT3, c-Src
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und JAK1 und fithren zum programmierten Zelltod in STAT3-abhéngigen Zelllinien (Nam e?
al., 2005). Das Azaspiran Atiprimod, ein entziindungshemmender Wirkstoff, fiihrt ebenfalls
zur Inhibition des STAT3-Signalwegs und bewirkt bei Plasmozytomzellen Apoptose und
Zellzyklusarrest (Amit-Vazina et al., 2005). Der aus Meeresbakterien isolierte Naturstoff
Apratoxin A fiihrt zur Apoptose in U20S Zellen und wirkt vermutlich {iber den FGFR-
Signalweg inhibierend auf die Tyrosinphosphorylierung von STAT3 (Luesch et al., 2006).
Resveratrol ist ein natlirlich vorkommendes Phytoalexin mit antioxidativer und
entziindungshemmender Wirkung, ist in roten Trauben und Rotwein vorhanden und wird mit
dem Schutz vor Herzerkrankungen in Verbindung gebracht (Kopp, 1998). Studien
demonstrierten weiterhin eine Wirksamkeit gegen Krebs (Delmas et al., 2006) und kiirzlich
verdffentlichte Untersuchungen zeigten eine inhibitorische Wirkung auf die Aktivitit von Src
und STAT3 (Kotha et al., 2006). In einer zelluliren Hochdurchsatz-Analyse, in welcher die
Wirkung von Substanzen einer Bibliothek auf die STAT3-Phosphorylierung in NIH3T3
Zellen untersucht wurde, konnte JSI-124 (Cucurbitacin I) aus der Familie der Cucurbitacine
(Naturstoffe mit bekannten zytotoxischen Effekten auf Tumorzellen) (Chen et al., 2005)
identifiziert werden. JSI-124 ist ein Antagonist der STAT3-Phosphorylierung und fiihrt zur
Apoptose und zum verminderten Tumorwachstum in Nacktmiusen bei STAT3-abhidngigen
Zelllinien. Allerdings ist auch in diesem Fall die Phosphorylierung der Kinasen JAK1 und
JAK2 ebenfalls verringert, was annehmen lédsst, dass die Substanz nicht an STAT3 bindet
(Blaskovich et al., 2003). Eine neuere Studie zeigte, dass Cucurbitacin I auch das Zytoskelett
gesunder Zellen beeinflussen konnte (Graness et al., 2006). Eine Untersuchung von JSI-124
Derivaten fiihrte zur Identifizierung von Cucurbacitin Q (Sun et al., 2005), einer Verbindung,
die die Phosphorylierung von STAT3 inhibiert und ebenfalls Apoptose in STAT3-abhéngigen
Zelllinien auslost. Zwar wurde gezeigt, dass die Aktivierung von c-Src und JAK2 nicht
beeinflusst wird, aber es fehlt bislang ein experimenteller Beweis, dass Cucurbacitin Q direkt
an STAT3 bindet und dadurch die antagonistische Wirkung ausiibt.

Platinkomplexe, wie zum Beispiel Cisplatin, sind DNA-interkalierende Substanzen, die
hdufig als Zytostatika eingesetzt werden, die aber nicht nur auf die schnell proliferierenden
Tumorzellen, sondern auch auf die parentalen Korperzellen Einfluss nehmen. Der
Platinkomplex CPA-7 verringert die Bindung von STAT1 und STAT3 an die DNA und
vermindert so das Wachstum von STAT3-abhéngigen Zelllinien (Turkson et al., 2004b). Ein
durch eine Hochdurchsatz-Analyse gefundenes Derviat 1S3 295 16st Apoptose in STAT3-

anhingigen Zelllinien aus, verringert die Wachstumsrate dieser Zellen, verhindert die
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Transkription einiger Zielgene von STAT3 und inhibiert das Wachstum von Kolonien in
Weichagar (Turkson et al., 2005).

Uber ein virtuelles Screening wurde der Inhibitor STA-21 identifiziert, der iiber die Bindung
an die SH2-Doméne von STAT3 dessen Dimerisierung inhibieren soll. Zwar konnte gezeigt
werden, dass dieser Antagonist Apoptose in STAT3-abhédngigen Zelllinien auslost und in
vitro die Dimerisierung und die DNA-Bindungsaktivitit von STAT3 verhindert, allerdings
konnte auch hier kein experimenteller Beweis erbracht werden, dass STA-21 an die SH2-

Doméne von STAT3 bindet (Song et al., 2005).
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Abb. 4: STAT3-Inhibitoren.
Gezeigt sind die chemischen Strukturen der im Kapitel 1.2.2.2. beschriebenen chemischen Inhibitoren
von STAT3 bzw. des STAT3-Signalwegs.
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1.3. HTS (High-throughput screening)
AuBler einem Peptid, welches an die STAT3-SH2-Doméne bindet (Turkson et al., 2001),

existierte zu Beginn dieser Arbeit keine Leitstruktur eines direkten STAT3-Inhibitors. Die
Suche nach geeigneten Peptidmimetika ist aber oft schwierig. Um ein kleines organisches
Molekiil zu finden, welches an STAT3 bindet und tiber diese Bindung spezifisch den STAT3-
Signalweg blockiert, muss man mehrere Tausend chemische Verbindungen auf ihre
Wirksamkeit hin tiberpriifen. Fiir eine Hochdurchsatz-Analyse von chemischen Modulatoren

gibt es in der Literatur vielféltige Ansitze.

Zum einen gibt es die Mdglichkeit einer in silico Untersuchung am Computer, um in
chemischen Datenbanken mogliche Leitstrukturen zu finden, die an einen ,,hot spot* einer
Protein-Protein-Interaktion binden und damit diese modulieren. Zwar erhélt man durch diesen
Ansatz eine mogliche Vorhersage iiber die chemische Struktur der Verbindung, allerdings
benodtigt man filir eine solch detaillierte computergestiitzte Analyse exakte strukturelle
Informationen iiber die Interaktionsfliche der Proteindimere (NMR und Kristallstruktur) und
muss die identifizierten Substanzen anschlieBend synthetisieren bzw. gezielt erwerben und in
einer herkdmmlichen Hochdurchsatz-Analyse testen (Shoichet, 2004).

Eine zweite Alternative ist die Hochdurchsatz-Analyse von chemischen Substanzbibliotheken
in einem in vitro Assay oder in einem zelluliren System (Berg, 2005). Hier benétigt man
zwar kein Vorwissen iiber die Struktur, aber man braucht eine groBlere Anzahl chemischer
Verbindungen, die analysiert werden. In einem zelluliren System beobachtet man die
biologischen Effekte einer Testsubstanz und kann wirksame von unwirksamen Substanzen
entweder durch einen bestimmten Phénotyp mittels automatisierter Mikroskopie oder durch
verschiedene molekularbiologische Experimente voneinander unterscheiden. Zwar erhilt man
hier bereits die zellgdngigen und nichttoxischen Substanzen, allerdings hat die Methode den
Nachteil, dass Phinotypen optisch oft schwierig voneinander zu differenzieren sind und die
molekularbiologischen Untersuchungen meistens nicht auf ein Hochdurchsatz-Format
formatiert werden konnen. Die grofiten Nachteile jedoch liegen darin, dass man fiir die Tests
eine groBere Menge an Testsubstanz bendtigt und dass verschiedene antagonisierte Protein-
Protein-Interaktionen zum selben Phénotyp fithren kdnnen. Die Suche nach dem eigentlichen
Zielprotein des Inhibitors gestaltet sich dann hdufig aufwendig.

Eine in vitro Analyse bietet dabei einige Vorteile gegeniiber einem zelluliren Ansatz,
insbesondere bei einem intrazelluldren Zielprotein wie STAT3. Zum einen vereinfacht die
Prisenz eines einzigen Zielproteins im Assay die Folgeexperimente nach der Hochdurchsatz-

Analyse. Zum anderen kann eine in vitro Analyse mit hoherer Konzentration der
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Testsubstanzen durchgefiihrt werden, was die Moglichkeit der Identifikation neuer wirksamer
Substanzklassen erhoht (Walters & Namchuk, 2003). Natiirlich miissen die erhaltenen
moglichen Inhibitoren zundchst verifiziert werden und auch in einem zelluliren Assay
getestet werden, aber dies gestaltet sich einfacher im Vergleich zu einer zelluliren
Hochdurchsatz-Analyse, da die Anzahl der zu testenden Verbindungen bereits stark

eingegrenzt wurden.
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1.4. Aufgabenstellung
Das Protein STAT3 galt zu Beginn dieser Arbeit bereits als Onkogen und wurde in

Publikationen als mogliches Zielprotein bei der Suche nach Wirkstoffen bei einigen
Krebserkrankungen genannt. Tatséchlich wurde diese Hypothese auch im Laufe dieser Arbeit
durch vielfiltige Publikationen untermauert. Neben einem chemischen Inhibitor des STAT3-
Signalwegs (Weidler et al., 2000) und einem peptidischen Inhibitor (Turkson et al., 2001)
waren zu dieser Zeit jedoch nur biologische Methoden bekannt, um STAT3 direkt zu
inhibieren. Das Peptid bindet an die SH2-Doméne von STAT3 und verhindert so dessen
Aktivierung und Dimerisierung. Damit kann STAT3 nicht mehr an DNA binden und es wird
das Wachstum von Kolonien in Weichagar verhindert. Dies zeigt, dass auch eine chemische
Verbindung, die gezielt an die SH2-Doméne von STAT3 bindet, die Aktivierung und die
Dimerisierung des Proteins prinzipiell inhibieren kann. Im Gegensatz zu biologischen
Inhibitionsverfahren wiirde ein chemischer Inhibitor keinen Transfektionsschritt bendtigen.
Aufgrund der langen Halbwertszeit von STAT3 wiirde damit auch die zeitliche Kontrolle
einer Inhibition vereinfacht.

Daher sollte im Rahmen dieser Arbeit zunichst ein in vitro Hochdurchsatz-Verfahren
entwickelt werden, mit welchem gezielt Substanzen aus verschiedenen Substanzbibliotheken
identifiziert werden konnten, welche die Funktion der STAT3-SH2-Domine inhibieren. Der
ndchste Schritt wire, die gefundenen Substanzen daraufhin zu untersuchen, ob sie spezifisch
die Aktivierung und Homodimerisierung von STAT3 antagonisieren. Wurde in diesen
Versuchen ein spezifischer STAT3-Inhibitor identifiziert, wiirden sich in vitro Versuche und
zelluldre Testsysteme anschlieBen, um den Inhibitorkandidaten ndher zu charakterisieren.
Anhand von Derivaten des Antagonisten sollten die fiir die Reaktion wichtigen
Strukturelemente anhand einer Struktur-Wirkungs-Beziehung identifiziert werden, um
Riickschliisse auf den moglichen Reaktionsmechanismus zu gewinnen.

Ein spezifischer chemischer Inhibitor der STAT3-Aktivierung und -Dimerisierung wire als
neues biologisches Werkzeug nutzbar, um die Rolle von STAT3 bei Krebserkrankungen
ndher zu charakterisieren. Auf der anderen Seite konnte ein solcher Inhibitor auch als

mogliche neue Leitstruktur bei der Suche nach Krebstherapeutika dienen.
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2. Material und Methoden

2.1. Bezugsquellennachweis

2.1.1. Chemikalien

Acrylamid

Agar

Agarose

Ampicillin

Aprotinin

APS (Ammoniumperoxodisulfat)

ATP (Adenosintriphosphat)

BES (N,N-Bis(2-Hydroxyl)2-amino-
ethansulfonsdure

Bisacrylamid

Bisbenzimid

BOC-Cystein

Bradford Reagenz

Bromphenolblau

BSA (Rinderserumalbumin)

Chloramphenicol

Coomassie G250

DAPI (4°,6-Diamidin-2’-phenylindol-
dihydrochlorid)

Desoxynucleotide (dG/A/T/CTP)

DMSO, wasserfrei

Doxorubicin

DTT (Dithiothreitol)

EGTA (Ethylenglykoltetraessigsdure)

Ethidiumbromid

Geneticin® (G418)

GST-Bind-Resin

Hefeextrakt

HEPES (4-2-Hydroxyethyl-1-
piperazin-ethansulfonsiure

His-Bind-Resin

Humaninsulin® Normal 40

lodnitrotetrazoliumchlorid

IPTG (Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid)

Kanamycin

L-Cystein

L-Glutamin
L-Glutathion, oxidiert
L-Glutathion, reduziert
L-Lysin

L-Serin

L-Threonin

L-Tyrosin

Serva, Heidelberg
Difco, Detroit

BRL, Eggenstein
Boehringer, Mannheim
Sigma, Taufkirchen
Bio-Rad, Miinchen
Pharmacia, Freiburg

Sigma, Taufkirchen
Roth, Karlsruhe

Sigma, Taufkirchen
Fluka, Steinheim
Biorad, Miinchen
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Calbiochem, Darmstadt
Serva, Heidelberg
Roche, Mannheim

Boehringer, Mannheim
Aldrich, Steinheim
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Gibco, Eggenstein
Novagen, Darmstadt
Difco, Detroit

Serva, Heidelberg
Novagen, Darmstadt
Lilly, Giessen
Fluka, Steinheim
Fermentas, St. Leon-Rot
Gibci, Eggenstein
Fluka, Steinheim
Gibco, Eggenstein
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Fluka, Steinheim
Fluka, Steinheim
Fluka, Steinheim
Fluka, Steinheim
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MOPS (3-(N-Morpholino)propan-

sulfonsdure Biomol, Haub

Natriumazid Serva, Heidelberg
Natriumdeoxycholat Sigma, Taufkirchen
Natriumfluorid Sigma, Taufkirchen
Natriumorthovanadat Aldrich, Steinheim
Nonidet-P40 Fluka, Steinheim
Penicillin/Streptomycin Gibco, Eggenstein
PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid) Sigma, Taufkirchen
Poly(dIdC) Roche, Mannheim
Ponceau S Sigma, Taufkirchen
Propidiumiodid Sigma, Taufkirchen
SDS (Natriumdoceylsulfat) Roth, Karlsruhe
SU6656 Calbiochem, Darmstadt
TEMED (N,N,N‘,N‘-Tetramethylendiamin)  Serva, Heidelberg
Tetrazyklin Sigma, Taufkirchen
Tris (Tris-(hydroxymethyl)aminomethan) Sigma, Taufkirchen
Triton X-100 Serva, Heidelberg
Tween® 20 (Polyoxymethylensorbitan

Monolaurat) Sigma, Taufkirchen
Wasserstoffperoxid Aldrich, Steinheim

Alle hier nicht aufgefiihrten Chemikalien wurden in analysenreiner Qualitdt von der Firma
Merck (Darmstadt) bezogen.

2.1.2. Enzyme
Klenow-DNA-Polymerase Fermentas, St. Leon-Rot
Biolabs, New England
Polynukleotidkinase (PNK) Fermentas, St. Leon-Rot
Restriktionsenzyme Pharmacia, Freiburg
Boehringer, Mannheim
Biolabs, New England
MBI Fermentas, St. Leon-Rot
T4-DNA-Ligase Boehringer, Mannheim
Taq-DNA-Polymerase Boehringer, Mannheim
Trypsin Gibco, Eggenstein

2.1.3. Radiochemikalien

Radiochemikalien wurden von der Firma Amersham (Braunschweig) bezogen und vor Ablauf
der ersten Halbwertszeit eingesetzt.

[<*P]-dATP >5000 Ci/mmol

2.1.4. Kits“ und sonstige Materialien

Cryo-Rohrchen Nunc
ECL Kit NEN, Briissel
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Filterpapier 3SMM
Hyperfilm™ MP
Kodak X-omat AR
Kulturgetife, Plastik

Micro BCA Protein Assay Kit
Nucleopore® Polycarbonat Filter
Parafilm

Protein A-Sepharose

Protein G-Sepharose

QIAEX II Gel Extraction Kit
QIAGEN Plasmid Maxi Kit
QIAGEN Plasmid Mini Kit
QIAprep Spin Miniprep Kit
QIAquick PCR Purification Kit
Sterilfilter 0.22 um, Zelluloseacetat
Sterilfilter 0.45 um, Zelluloseacetat

2.1.5. Wachstumsfaktoren und Liganden

IL-6, human
IFN-y, human
EGF, human

2.1.6. Medien und Puffer

2.1.6.1. Medium fiir E.coli Bakterien

LB Medium 1,0% Trypton
0,5% Hefeextrakt
1,0% NaCl (pH 7,.2)
2xYT Medium  1,6% Trypton

1,0% Hefeextrakt
0,5% NaCl (pH 7,2)

Bei Bedarf wurden dem Medium nach dem Autoklavieren folgende Antibiotika zugesetzt:

Whatman, USA
Amersham, Braunschweig
Kodak, Stuttgart
Greiner, Solingen
Nunclon, Danemark
Falcon, U.K.

Pierce, USA
Whatman, Singapur
Dynatech, Denkendorf
Pharmacia, Freiburg
Pharmacia, Freiburg
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden

Nalge Company, USA
Nalge Company, USA

Pepro Tech, USA
Pepro Tech, USA
Pepro Tech, USA

Ampicillin 100 mg/mL (in Wasser)
Kanamycin 10 mg/mL (in Wasser)
Chloramphenicol 34 mg/mL (in Ethanol)
Tetrazyklin 12,5 mg/mL (in 50% Ethanol)

Zur Herstellung fester Nahrboden wurde dem Medium 1,5% Agar zugesetzt.
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2.1.6.2. Zellkulturmedien
Alle Zellkulturmedien sowie alle Zusitze wurden von der Firma Gibco (Eggenstein) bezogen,
fotales Kélberserum (FCS) stammten von der Firma Sigma, Taufkirchen.

HepG2 Modified Eagle’s Media (MEM)

10% FCS

2 mM L-Glutamin

0,1 mM Nicht-essentielle Aminosiuren
1 mM Natriumpyruvat

1,5 g/L Natriumbicarbonat

100 pg/mL Penicillin/Streptomycin

NIH3T3 Dulbecco’s Modified Eagle Media (D-MEM)
(4500 mg/L Glukose)

10% FCS

2 mM L-Glutamin

1 mM Natriumpyruvat

100 pg/mL Penicillin/Streptomycin

Phoenix Eco Dulbecco’s Modified Eagle Media (D-MEM)
(4500 mg/L Glukose)

10% FCS

2 mM L-Glutamin

1 mM Natriumpyruvat

100 pg/mL Penicillin/Streptomycin

MDA-MB-231 Leibovitz’s L15

10% FCS

2 mM L-Glutamin

1 mM Natriumpyruvat

100 pg/mL Penicillin/Streptomycin

MDA-MB-435S Leibovitz’s L15

10% FCS

0,01 mg/mL Insulin, human

2 mM L-Glutamin

100 pg/mL Penicillin/Streptomycin

MDA-MB-453 Leibovitz’s L15

10% FCS

2 mM L-Glutamin

100 pg/mL Penicillin/Streptomycin

MDA-MB-468 Leibovitz’s L15

10% FCS

2 mM L-Glutamin

100 pg/mL Penicillin/Streptomycin
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2.1.7. Stammldsungen und haufig verwendete Puffer
Die im folgenden aufgefiihrten Losungen wurden mit bidestilliertem Wasser angesetzt.

Acrylamidlésung (30/0,8%) 30% (w/v) Acrylamid
0,8% (W/v) Bisacrylamid
DNA-Auftragspuffer (6x) 0,25% Bromphenolblau
0,25% Xylencyanol
30% Glyzerin
100 mM EDTA pH 8,0
Laemmli-Puffer (2x) 65 mM Tris/HCI pH 6,8
3% SDS
30% Glyzerin
0,01% Bromphenolblau
5% [B-Mercaptoethanol
Lyse-Puffer (Stammldsung) 50 mM Hepes pH 7,5
150 mM NaCl
1 mM EDTA
10% Glyzerin
1% Triton X-100
10 mM Tetranatriumpyrophosphat
NET (10x) 150 mM NaCl
5mM EDTA
50 mM Tris
0,05% Triton X-100
pH 7,4 (HCI)
Paraformaldehyd (3,7%) 60 mM PIPES
55 mM HEPES
20 mM EGTA
16,4 mM MgSO4
3,7% Paraformaldehyd
pH 7,0 (KOH)
PBS 13,7 mM NaCl
2,7 mM KCl
80,9 mM Na,HPO,
1,5 mM KI‘I2P04
pH 7.4 (HCI)
4x Sammelgelpuffer 0,5M Tris/HCI pH 6,8
0,4 % SDS
SD-Transblot 50 mM Tris/HCI pH 7,5
40 mM Glycin
20% Methanol

0,004% SDS
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Strip-Puffer 65 mM
2%
0,68%

TAE (10x) 400 mM
10 mM

pH 8.0 (Eisessig)

Tris/HCI pH 6,8
SDS

b-Mercaptoethanol

Tris/Acetat
EDTA

TBE (10x) 890 mM Tris
890 mM Borséure
20 mM EDTA pH 8,0
TE (10:0,1) 10,0 mM Tris/HCI pH 8,0
1,0 mM EDTA pH 8,0
4x Trenngelpuffer I,5M Tris/HCI pH 8,8
0,4% SDS
Tris-Glycin-SDS (10x) 248 mM Tris/HCI pH 7,5
1,918 M Glycin
1,0% SDS
2.1.8. Bakterienstamme (E. coli)
Eigenschaften
DH5a F¢/end A1 hsd17 (rymy), supE44,
recAl, gyrA (Nal), thi-1, (lacZY A-
argF), Amp"
Rosetta (DE3) F ompT hsdSg(rgmg’) gal dem (DE3)
pRARE2’ (Cam®)
TKB1 B F dem ompT hsdS(rg'mg’) gal I (DE3)

[pTK Tet®]

Referenz
Stratagene

Novagen

Stratagene
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2.1.9. Zellinien

Zellinie Ursprung Referenz

HepG2 Homo sapiens (Mensch), ATCC HB-8065
hepatokarzinomale Epithelzellen

NIH3T3 Mus musculus (Maus), embryonale ATCC CRL-1658

Fibroblasten

NIH3T3/v-Src

Mus musculus (Maus), embryonale
Fibroblasten, stabil infiziert mit
pLXSN-v-Src

d. AG

NIH3T3/h-Ras

Mus musculus (Maus), embryonale
Fibroblasten, stabil infiziert mit
pLXSN-h-Ras

d. AG

NIH3T3/pLXSN

Mus musculus (Maus), embryonale
Fibroblasten, stabil infiziert mit pLXSN

d. AG

Phoenix Eco

Packungszelllinie fiir die Produktion
von ecotropischen Retroviren

Nolan, Stanford

MDA-MB-231 Homo sapiens (Mensch), Brust- ATCC HTB-26
Adenokarzinom

MDA-MB-435S Homo sapiens (Mensch), ATCC HTB-29
Brustdriisenkarzinom

MDA-MB-453 Homo sapiens (Mensch), Brustkarzinom | ATCC HTB-131
metastatisch

MDA-MB-468 Homo sapiens (Mensch), Brust- ATCC HTB-132

Adenokarzinom
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2.1.10 Antikorper

Die folgenden Antikdrper wurden als primire Antikdrper eingesetzt.

Antikorper Eigenschaften Referenz
aSTAT3 (pTyr705) Kaninchen, polyklonal Cell Signaling
aSTATI (pTyr701) Kaninchen, polyklonal Cell Signaling
aSTATI Kaninchen, polyklonal Cell Signaling
aSrc (pTyrd16) Kaninchen, polyklonal Cell Signaling
aJAK2 (pTyr1007/pTyr1008) Kaninchen, polyklonal Cell Signaling
ap44/p42 MAP kinase (pThr202/pTyr204)  Kaninchen, polyklonal Cell Signaling
oJNK (pThr183/pTyrl185) Kaninchen, polyklonal Cell Signaling
oAkt (pSerd73) Kaninchen, polyklonal Cell Signaling
aJAKT1 (pTyr1022/pTyr1023) Kaninchen, polyklonal BioSource
aSTAT3 Kaninchen, polyklonal Santa Cruz
aSrc Kaninchen, polyklonal Santa Cruz
aJNK1 Kaninchen, polyklonal Santa Cruz
oERK1/2 Kaninchen, polyklonal Santa Cruz
aAktl/2 Kaninchen, polyklonal Santa Cruz
aH-ras Ratte, monoklonal Santa Cruz
aJAK?2 Kaninchen, polyklonal Upstate

aJAK1 Maus, monoklonal BD Biosciences
aSTATI1 Maus, monoklonal BD Biosciences
aRCCl1 Maus, monoklonal BD Biosciences
aActin Kaninchen, polyklonal Sigma
aTubulin Maus, monoklonal Sigma

Die bei der Immundetektion von Proteinen verwendeten sekundidren Antikorper waren mit

Meerrettichperoxidas (HRP) konjugiert.

Antikorper Verdiinnung

Ziege gegen Maus 1:7500
Ziege gegen Kaninchen 1:7500

Referenz

DakoCytomation
DakoCytomation

Die bei der Immunofluoreszenz verwendeten sekundiren Antikorper waren wie folgt

konjugiert:

Antikorper
Alexa Fluor 488 Ziege gegen Kaninchen
Alexa Fluor 546 Ziege gegen Maus IgG;

Verdiinnung
1:1000
1:1000

Referenz
MolecularProbes
MolecularProbes
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2.1.11 Plasmide und Oligonukleotide

2.1.11.1. Ausgangsvektoren

Vektor Eigenschaften Referenz
pcDNA3 Expressionsvektor, Amp', CMV Promotor, BGH poly |Invitrogen, USA
A, hohe Kopienzahl
pLXSN Retroviraler Expressionsvektor, Amp', Neo', ori aus | Clontech Laboratories
pBR322, 5°-LTR und 3'-LTR aus MoMuLV, SV40
Promotor
pET28a Proteinexpressionsvektor, Kan', ori aus pPBR322, His |Novagen
Tag, T7 Promotor
TAP-tag- Modifizierter Proteinexpressionsvektor, Amp', Dr. Mayer,
F/A Kombination zwischen pMAL-Tev2 und pQE70, N- | Martinsried
term. MBP tag, C-term. His tag, Schnittstellen fiir
Fsel und Ascl
pLXSN pLXSN Vektor mit einer modifizierten MCS J. Ruhe, diese AG
ESK/EKS
pET32a cDNA von STAT3p (Aminosduren 127-722), Maus | Dr. Mueller,
STAT3BRTC Grenoble, Frankreich
pET20b cDNA von STAT1-T-flag, full length, Mensch Dr. Heim,
STATI1 Basel, Schweiz
pcDNA3 cDNA von h-Ras G12V, full length Dr. Biesinger, diese AG
h-Ras
pBaseHygro | cDNA von v-Src, full length Prof. Martin
v-Src Berkeley, CA, USA
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2.1.11.2. Spezifizierte Vektoren

Verwendete Vektoren fiir FRET:

Vektor Eigenschaften Referenz
pET28a cDNA von STAT3p, Maus diese AG
STAT3 — 468 CFP Aminosduren 468 bis 722, N-term. CFP
pET28a cDNA von STAT3p, Maus diese AG
STAT3 — 468 YFP Aminoséduren 468 bis 722, N-term. YFP
pET28a cDNA von STAT3p, Maus diese AG
STAT3 - 573 CFP Aminoséduren 573 bis 722, N-term. CFP
pET28a cDNA von STAT3p3, Maus diese AG
STAT3 - 573 YFP Aminoséduren 573 bis 722, N-term. YFP
pET28a cDNA von STAT3[, Maus diese AG
STAT3 - 575 CFP Aminoséduren 575 bis 722, N-term. CFP
pET28a cDNA von STAT3[, Maus diese AG
STAT3 - 575 YFP Aminoséduren 575 bis 722, N-term. YFP
Verwendete Vektoren fiir FP-Assays:
Vektor Eigenschaften Referenz
pET28a cDNA von STAT3f, Maus, diese AG
STAT3 BTC-VSV Aminosduren 127 bis 722,
N-term. 2x VSV tag und poly-His tag
pET 28a cDNA von STAT1, Mensch, diese AG
STATI1 T-flag Aminoséuren 135 bis 712,
N-term. poly-His tag, C-term. T-flag tag
TAP-tag-F/A cDNA von STAT5b, Mensch, diese AG
STATS5b Aminosduren 136 bis 704,
N-term. MBP tag, C-term. poly-His tag
gPGEX c¢DNA von Lck, Mensch, Dr. Biesinger,
LckSH2 Aminoséduren 121-226, Erlangen
N-term. GST tag
Verwendete Vektoren fiir die Infektion von NIH3T3 Zellen:
Vektor Eigenschaften Referenz
pLXSN cDNA von v-Src, full length diese AG
v-Src
pLXSN c¢DNA von Ras G12V, Mensch, diese AG
h-Ras full length




2 Material und Methoden 38

2.1.11.3. Wichtige Oligonukleotide

STAT468-,,sense* Oligomer
5’-ATCAGTCCGGAAACATCTGTCAGATGCCAAATGC-3’
STATS573-,,sense* Oligomer
5’-ATCAGTCCGGACTTGTGAAAAAGTACATCCTGG-3’
STATS75-,,sense* Oligomer
5>-TTCAGTCCGGAAAAAAGTACATCCTGGCCCTTTG-3’
STAT722-,,antisense* Oligomer
5’-CCGGAATTCGCGGCCGCTTAAATGGTATTGCTGCAGGTCGTTG-3’
Zur Klonierung der FRET-Konstrukte STAT3 — 468/573/575 CFP/YFP

VSVNdeF-,,sense* Oligomer
5’-TATGTACACCGACATCGAAATGAACCGTCTGGGTAAATACACCGACATCGAAA
TGAACCGTCTGGGTAAACA-3’

VSVNdeR-,.antisense* Oligomer
5’-TATGTTTACCCAGACGGTTCATTTCGATGTCGGTGTATTTACCCAGACGGTTCA
TTTCGATGTCGGTGTACA-3’

Zur Klonierung von STAT3 BTC-VSV (pET28a)

STATM480F Oligomer
5’-GGTATAACATGCTGACCAATAACC-3’
STATM280F Oligomer
5’-CAAATTAAGAAACTGGAGGAGCTG-3
Zur Sequenzierung von STAT3

STAT5b136Fwd-,,sense* Oligomer
5’-ATTGGCCGGCCCATGTCCCAGAAACACCTCCAGATC-3’
STAT5b741Rev2-,antisense’* Oligomer
5’-ATTGGCGCGCCGGGTTCTGTGGGTACATGTTATAG-3’

Zur Klonierung von STAT5b (TAP-tag-F/A) aus cDNA (isoliert aus MDA-MB-435S)

hSIEF-,,sense* Oligomer
5’-AGCTTCATTTCCCGTAAATCCCTA-3’
HSIER-,.antisense* Oligomer
5’-TAGGGATTTACGGGAAATGAAGCT-3’
hSIE-Mut-F-, sense* Oligomer
5’-AGCTTCATTTCCCTTAAATCCCTA-3’
hSIE-Mut-R-,antisense Oligomer
5’-TAGGGATTTAAGGGAAATGAAGCT-3’
Fiir die EMSA-Analysen

MycMax-,,sense* Oligomer

5’-Texas red-CACGTGCTGCTGGG-3’
MycMax-,,antisense* Oligomer
5’-CCCAGACCACGTG-3’

JunJun-,,sense* Oligomer

5’-Texas red-ATGACTCATATCGGTCC-3’
JunJun-,,antisense* Oligomer
5’-GGACCGATATGAGTCAT-3’

Fiir die FP-Assays
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2.1.12 Peptide

Alle verwendeten Peptide wurden unter Benutzung von 9-Fluorenylmethoxycarbonyl (FMoc)
Schutzgruppenchemie durch Dr. F. Freundenmann (MPI Biochemie, Martinsried) und Peptide
Speciality Laboratories (Heidelberg) synthetisiert und aufgereinigt. Eine Kopplung an 5-
Carboxyfluorescein wurde tiiber NHS-Ester realisiert. Alle Peptide wurden vor der
Verwendung mittels HPLC (high pressure liquid chromatography) und Massenspektrometrie
analysiert.

Peptid Verwendung
5-Carboxyfluorescein-PpY LK TKFI FP-Assay
5-Carboxyfluorescein-GpY LKTKF FP-Assay
5-Carboxyfluorescein-GpYLPQTV-NH, FP-Assay (STAT3)
5-Carboxyfluorescein-GpYDKPHVL FP-Assay (STATI1)
5-Carboxyfluorescein-GpYLVLDWK FP-Assay (STATS5b)
5-Carboxyfluorescein-GpY EEIP FP-Assay (Lck)
GpYEEIP FP-Assay
PGSAAPpYLKTKFI-OH FP-Assay
PpYLKTK-OH FP-Assay
pYLPQTV-NH, FP-Assay
Ac-pYLPQTV-NH, FP-Assay, EMSA
GpYDKPHVL EMSA

2.1.13 Rekombinante Proteine

Protein Referenz
STAT3 468 CFP (A.S. 468-722) diese AG
STAT3 468 YFP (A.S. 468-722) diese AG
STAT3 573 CFP (A.S. 573-722) diese AG
STAT3 573 YFP (A.S. 573-722) diese AG
STAT3 575 CFP (A.S. 575-722) diese AG
STAT3 575 YFP (A.S. 575-722) diese AG
STAT3 BTC VSV (A.S. 127-722) diese AG
STATI1 T-flag (A.S. 135-712) diese AG
STATSb (A.S. 136-704) diese AG
Lck (A.S. 121-226) diese AG
c-Myc A. Kiessling, diese AG
Max A. Kiessling, diese AG
c-Jun A. Kiessling, diese AG
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2.1.14 Chemische Testsubstanzen

Fiir die Hochdurchsatz-Analyse zur Identifikation von Inhibitoren der Aktivierung und der
Homodimerisierung von STAT3 wurden 8.298 Substanzen von Chemical Diversity und 9.000
Substanzen von Maybridge untersucht. Weiterhin wurden 1.000 Verbindungen -einer
Analyticon Naturstoffbibliothek und 4.163 Substanzen aus zur Verfligung gestellten
Bibliotheken vom Hans-Knéll-Institut (Jena) und vom Max-Planck-Institut fiir Molekulare
Physiologie (Dortmund) analysiert.

Speziell untersuchte Testsubstanzen:

Bezeichnung 1) Referenz

Stattic MWP00043 Maybridge

2 MWP00044 Maybridge

3 MWP00042 Maybridge

4 TB50 Dr. Berg, diese AG

Die Synthese von Verbindung 4 wurde von Dr. Berg durchgefiihrt:

10 mg (4,7 pmol) Stattic wurden in 4 mL einer 1:1 Mischung von t-BuOH und trockenem
THF gelost. Die Losung wurde mit Wasserstoff gesattigt. 120 mg Wilkinson-Katalysator
wurde zugegeben und zusitzlicher Wasserstoff durch die Suspension geblasen. Nach 45
Minuten bei Raumtemperatur wurde die Reaktionsmischung durch neutrales Al,Os3 gefiltert
und mit THF/t-BuOH (1:1) gewaschen. Nach dem Zusatz von einer geséttigten NH4Cl
Losung wurde die organische Phase mit Diethylether extrahiert. Das organische
Losungsmittel wurde abgezogen, und das Produkt wurde mittels SiO, Chromatographie
(Ethylacetat/Pentan) isoliert. Die Ausbeute betrug 10%.

Alle speziell untersuchte Testsubstanzen wurden vor ihrer Verwendung mittels
Massenspektrometrie und NMR analysiert.
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2.2. Molekularbiologische Methoden

2.2.1. Plasmidpraparation fur analytische Zwecke

Fiir analytische Zwecke wurden geringe Mengen von DNA aus 2 mL E. coli Kultur mittels
des QIAGEN Miniprep Kits (Qiagen, Hilden) nach Angaben des Herstellers aufgereinigt.

2.2.2. Plasmidpraparation fur praparative Zwecke

Falls groBere und reinere DNA Mengen bendtigt wurden, wurde deren Aufreinigung mit Hilfe
des QIAGEN Plasmid Maxi Kits (Qiagen, Hilden) nach Herstellerangaben durchgefiihrt.

2.2.3. Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die Konzentrationsbestimmung der Nukleinsduren wurde in einem Spektralphotometer bei
der Wellenldange A = 260 nm verwendet. Um Verunreinigungen mit Proteinen abzuschitzen,
bestimmt man den Quotienten OD,5/OD5sy, welcher fiir reine DNA etwa 1,8 betrdgt. Die
Messungen wurden in einem NanoDrop UV-Vis Spektrometer nach Herstellerangaben
durchgefiihrt.

2.2.4. Enzymatische Behandlung von DNA

2.2.4.1. Verdau von DNA-Fragmenten mit Restriktionsendonukleasen

Alle Restriktionen erfolgten mit Typ II Restriktionsendonukleasen, welche meist Tetra-,
Penta- oder Hexanukleotidsequenzen mit palindromischer Struktur erkennen. Diese Enzyme
schneiden die DNA innerhalb der Erkennungsregion im Gegensatz zu Typ III
Restriktionsendonukleasen, bei welchen die Erkennungssequenz und die Schnittstelle nicht
identisch sind. Man kann entweder glatte Enden (b/unt ends) oder iiberhdngende (sticky ends)
3" oder 5" Enden erzeugen.

Der Verdau erfolgte stets mit den vom Hersteller empfohlenen Inkubationspuffern iiber
mindestens 2 Stunden beim Temperaturoptimum des jeweiligen Enzyms (in der Regel 37 °C).

2.2.4.2. Dephosphovlierung von 5 -Enden

Die Religation von Vektoren mit kompatiblen Ende wurde durch Dephosphorylierung ihrer
5°-Enden verhindert. 1-4 ug geschnittene DNA wurde in einem Reaktionsvolumen von 10-20
ul in 1x Phosphatasepuffer (50 mM Tris/HCI pH 8,0; 0,1 mM EDTA pH 8,5) nach Zugabe
von 1 pl alkalischer Phosphatase aus Kilberdarm (1 E) fiir 60 min bei 37°C inkubiert.
Anschliefend wurde die dephosphoylierte DNA iiber ein Agarosegel (ca. 1% Agarose)
aufgereinigt und eluiert.

2.2.4.3. Auffiillen iberhingender 5 -Enden mit Klenow-Polymerase

Die Klenow (DNA Polymerase I, groBes Fragment) kann zum Auffiillen von 5'-Uberhingen
verwendet werden, um nach Restriktionsverdaus glatte Enden (blunt ends) fiir eine
anschlieende Ligation zu erhalten.
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Nach dem Restriktionsverdau, bei dem durch passend gewdhlte Restriktionsenzyme 5°-
Uberhiinge gebildet wurden, wurde der 60 pl Ansatz (3 ug DNA) mittels Qiagen-Séulen
(QIAquick™ PCR Purification Kit) gereinigt und mit 32 ul H,O eluiert. Zum Eluat wurden 4
pl 10x Klenow Puffer, 0,1 mg/ml BSA, 40 uM dNTPs und 3 Units Klenow-Polymerase (1 U
pro pug DNA) zugegeben. Der Gesamtansatz (40 pl) wurde fiir 10 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert und anschliefend fiir 10 Minuten bei 75°C hitzeinaktiviert.

Nach Reinigung des Ansatzes iiber eine Gelelektrophorese mit anschlieBender Isolierung der
DNA aus dem Agarosegel wurde diese fiir eine blunt end-Ligation verwendet.

2.2.4.4. Verknipfung von DNA-Fragmenten mit T4-DNA-Ligase

Bei der Ligation katalysiert T4-DNA Ligase die Bildung von Phosphodiesterbindungen
zwischen einem 5 -Phosphat und einem 3°-Hydroxylende von Polynukleotiden. 20 bis 100 ng
geschnittene Vektor-DNA wurden mit einem 2-5fachen Uberschuss des zu klonierenden
DNA-Fragments, 1 ml 10x T4-DNA-Ligasepuffer (0,66 M Tris/HCI pH 7,5, 50 mM MgCl,,
50 mM DTT, 10 mM ATP) und 1 ml T4-DNA-Ligase (1 E) versetzt (Gesamtvolumen 10 pl)
und iber Nacht bei 15°C inkubiert. Der Ligationsansatz wurde anschlieBend zur
Transformation von Bakterien verwendet. Uberschiissiger Ligationsansatz wurde bei -20°C
gelagert.

2.2.4.5. Radioaktive Markierung von DNA-Fragmenten fiir EMSA

Die einzelstrangigen ,,sense* und ,,antsense* Oligonukleotide, die fiir den EMSA verwendet
wurden, wurden vor der radioaktiven Markierung zunichst in einem Puffer bestehend aus 10
mM Tris, pH 8.0 und 100 uM EDTA 10 Minuten bei 95°C inkubiert und langsam auf
Raumtemperatur heruntergekiihlt. Die dimerisierten doppelstringigen Oligonukleotide
wurden nun mittels Polynukeotidkinase radioaktiv markiert. Dazu wurden 25 pmol der
doppelstringigen DNA-Molekiile 15 Minuten mit 150 pCi [y-""P]dATP und 50U T4
Polynukleotidkinase (Fermentas) inkubiert, anschlieBend mit 25 mM EDTA versetzt und
weitere 10 Minuten bei 75°C behandelt, um die Kinase zu inaktivieren. Die radioaktiv
markierten Oligonukleotide wurden mittels Quick Spin DNA Columns (Roche) nach
Angeben des Herstellers aufgereinigt und nach dem Messen der Aktivitit an einem
Szintillationszéhler auf 50.000 cpm verdiinnt.

2.2.5. Gelelektrophorese von DNA

Doppelstrangige DNA-Molekiile im Gréfenbereich von 250 bp bis 14 kb wurden in 0.6 bis
2%igen horizontalen Agarosegelen aufgetrennt, die mit Ethidiumbromid versetzt waren. Als
Laufpuffer diente 1x TBE. Die aufzutrennende DNA wurde mit 1/5 Vol 6x DNA-
Auftragspuffer versetzt. Als GroBenmarker wurde die 1 kb DNA Leiter von Gibco (Smart
Ladder) aufgetragen, mit dessen Hilfe die GroBe der linearisierten DNA Fragmente ermittelt
werden konnte. Die Auftrennung erfolgte ja nach GelgroBe bei 30-120 Volt innerhalb von 1-2
Stunden. Die DNA Banden wurden auf einem Transilluminator (UVP) mittels der
Ethidiumbromid-Fluoreszenz unter UV-Licht ( A = 302 nm) sichtbar gemacht und unter
Verwendung eines Orangefilters fotografiert (Polaroid 667). Durch Exposition der DNA im
UV-Licht bestand jedoch die Gefahr des so genannten ,Photoknicks®, wobei es zu
chemischen Veridnderungen der Nukleotide kommt. Um Mutationen der DNA durch das UV-
Licht zu verhindern, wurde DNA, die in weiteren Experimenten verwendet wurde, mit Hilfe
eines Darkreaders (Clare Chemical Research) sichtbar gemacht. Dieses Gerit sendet Licht mit
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einer Wellenldnge von 460 nm aus und hat somit eine geringere denaturierende Wirkung auf
die DNA.

2.2.6. Isolierung von DNA-Fragmenten

Die zu isolierenden Banden wurden mit Hilfe eines Darkreaders (Clare Chemical Research)
mit einem sterilem Skalpell ausgeschnitten und in ein 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefall
tiberfiihrt. Die Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen erfolgte durch die
Verwendung des ,,QIAquick™ Gel Extraktion Kits“ der Firma Qiagen nach Angaben des
Herstellers.

2.2.7. Arbeiten mit kompetenten Bakterien

2.2.7.1. Herstellung chemisch kompetenter E. coli Bakterien (DH5a)

Zur Herstellung kompetenter E. coli-Bakterien wurde die Methode von Chung und Miller
(Chung and Miller, 1993) verwendet. Die Transformationseffizienz war groBer als 5x10°
Klone/pug DNA.

2.2.7.2. Transformation von kompetenten £. coli Bakterien (DH5a)

Zur Transformation von DHS5o wurden 3 pl des entsprechenden Ligationsansatzes (100 ng
DNA) verwendet. Zu der DNA wurden 50 pl kompetente, auf Eis aufgetaute Bakterien
pipettiert und dieser Ansatz wurde anschlieBend 30 Minuten auf Eis, 45 Sekunden bei 42°C
und zwei Minuten auf Eis inkubiert, dann mit 500 pl LB-Medium versetzt und 1 h bei 37°C
geschiittelt. Nach Zentrifugation und Aufnahme des Pellets in 50 ul LB-Medium wurden die
Reaktionsansitze auf Agarplatten, welche mit den bendtigten Antibiotika versehen waren,
ausplattiert.

2.2.7.3. Transformation von kompetenten E. coli Bakterien (Rosetta)

Zur Transformation von Rosetta wurden 1-10 ng DNA verwendet. Zu der DNA wurden 9 pl
kompetente, auf Eis aufgetaute Bakterien pipettiert und dieser Ansatz wurde anschlieend 5
Minuten auf Eis, 30 Sekunden bei 42°C und zwei Minuten auf Eis inkubiert, dann mit 50 pl
LB-Medium versetzt und 1 h bei 37°C geschiittelt. AnschlieBend wurden die
Reaktionsansitze auf Agarplatten, welche mit den bendtigten Antibiotika versehen waren,
ausplattiert.

2.2.7.4. Transformation von kompetenten £. coli Bakterien (TKB1)

Zur Transformation von TKB1 wurden 1-10 ng DNA verwendet. Die Transformation erfolgte
nach Angaben des Herstellers (Novagen).

2.2.7.5. Dauerkultur von E.coli-Bakterien

Zur Herstellung von Dauerkulturen wurden jeweils 750 pL einer stationdren Bakterienkultur
(LB-Medium mit Antibiotikazusatz) mit 500 pL einer 50%-igen Glyzerinldsung versetzt, kurz
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gemischt und bei -80°C gelagert.

2.2.8. Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Die Methode der Polymerase-Kettenreaktion bietet die Moglichkeit, einen DNA Bereich
zwischen zwei bekannten Regionen in vitro zu amplifizieren. In einem sich stindig
wiederholenden Zyklus aus Denaturierung der DNA, Hybridisierung der Oligomere an den
Matrizen-Strang und Synthese des komplementidren Stranges durch Verldngerung der
Oligomere wird der zwischen den Oligonukleotiden liegende Sequenzbereich exponentiell
amplifiziert.

Die PCR-Reaktionen wurden nach folgendem Grundschema in einem Reaktionsvolumen von
50 ul angesetzt:

1 ul Matrizen-DNA (30 ng/ul)

1 ul sense 3'-Oligomer, 10 pmol

1 ul antisense 5°-Oligomer, 10 pmol

5 ul 10x LA Taq Polymerase Puffer
(20 mM Tris/HCI pH 8,0, 0,1 mM KCIl, 20mM DTT, 0,1 mM
EDTA, 0,5% Nonidet P40 (v/v), 0,5% Tween 20 (v/v))

8 ul ANTP-Mix, 2.5 mM (dGTP, dATP, dTTP, dCTP)

0.5 ul LA Tag-Polymerase (0,1-0,5 E)

ad 50 ul H,O

Dabei wurde folgendes PCR-Synthese-Programm verwendet:

3 min 94°C (1. Denaturierung)
Amplifikation 1 min 94°C (Denaturierung)
25-35 Zyklen I min X°C (Hybridisierung)

x min 72°C (Synthese)
5 min 72°C (AbschluB3-Synthese)
abkiihlen auf 4°C

Nach Beendigung der Synthese das Produkt iiber Gelelektrophorese aufgereinigt.

2.2.9. Sequenzierung

Sequenzierungen erfolgten automatisiert mittels eines ABI PRISM™ 310 Genetic Analyzer
(Perkin Elmer) gemél der Kettenabbruchmethode (Sanger). Die zu sequenzierende DNA
wurde hierflir einer vorausgehenden PCR nach folgendem ,,ABI Big Dye Terminator Cycle
Sequencer*“-Protokoll unterzogen wurde:

Reaktionsansatz:

4,0 pl Terminator Ready Reaction Mix (TRR)
0,5 ug dsDNA
5,0 pm Primer
ad 20,0 ul HO
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PCR-Programm:

25 Zyklen 30 sec 96°C (Denaturierung)
15 sec 45-60°C (Hybridisierung)
4 min 60°C (Synthese)
abkiihlen auf 4°C

Anschliefend wurde die amplifizierte DNA durch Zugabe von 80 ml H,O und 250 ml Ethanol
(absolut) gefillt und 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde die DNA bei
13000 rpm fiir 20 Minuten in einer Tischzentrifuge pelletiert, das Pellet in 250 ml Ethanol
(75%) gewaschen und erneut durch 5-miniitige Zentrifugation pelletiert. Darauthin wurde der
Uberstand mit einer Kaniile abgezogen, und das Pellet fiir eine Minute bei 90°C im Heizblock
getrocknet. Das Pellet wurde daraufhin in 20 ml Wasser (HPLC gereinigt) aufgenommen und
von dieser Losung wurden 4 ml in 16 ml Wasser (HPLC gereinigt) in ein Sequenziergefal3
verdiinnt, welches vorsichtig mit einem Septum verschlossen wurde. Die so préiparierte DNA
wurde dann bis zur Sequenzierung bei —20°C aufbewahrt und direkt vor der Sequenzierung
fiir 2 Minuten bei 90°C inkubiert.

2.2.9. Rekombinante Proteinexpression

2.2.9.1. Proteinexpression aus E. coli (Rosetta)

Mit jeweils einem Klon einer Agarplatte wurde eine Ubernachtkultur (LB-Medium mit dem
entsprechenden Antibiotikum) angeimpft. Die Vorkultur wurde am nédchsten Morgen 1:50 bis
1:100 in LB-Medium mit dem entsprechenden Antibiotikum verdiinnt und die Bakterien bei
37°C in einem Schiittler inkubiert. Bei ODgoo = 0,3 wurden die Bakterien bei Raumtemperatur
so lange weitergeschiittelt, bis der ODgyp Wert 0,6 erreicht hatte. Isopropyl-p-D-
thiogalactopyranosid (IPTG) ist ein kiinstlicher Induktor des Lactose-Operons bei Escherichia
coli. Mit 1 mM IPTG wurde die Proteinexpression 5 Stunden lang bei Raumtemperatur
induziert und die Zellen anschlieend abzentrifugiert (3.500 rpm, 15 Minuten, 4°C). Nach
dem Abnehmen des Uberstandes wurde der Zellhaufen bei -80°C gelagert und konnte
anschlieend aufgeschlossen und das Protein aufgereingt werden.

2.2.9.2. Proteinexpression aus £. coli (TKB1)

Mit jeweils einem Klon einer Agarplatte wurde eine Ubernachtkultur (LB-Medium mit dem
entsprechnden Antibiotikum) angeimpft. Die Vorkultur wurde am nichsten Morgen 1:50 bis
1:100 in LB-Medium mit dem entsprechenden Antibiotikum verdiinnt und die Bakterien bei
37°C in einem Schiittler inkubiert. Bei ODgoo = 0,3 wurden die Bakterien bei Raumtemperatur
so lange weitergeschiittelt, bis der ODgyp Wert 0,6 erreicht hatte. Mit 1 mM IPTG wurde die
Proteinexpression 5 Stunden lang bei Raumtemperatur induziert und die Zellen anschlieBend
abzentrifugiert (3.500 rpm, 15 Minuten, 4°C). Nun erfolgte die Induktion der Tyrosinkinase
nach Angaben des Herstellers und die Zellen wurden danach nochmals abzentrifugiert (3.500
rpm, 15 Minuten, 4°C). Nach dem Abnehmen des Uberstandes wurde der Zellhaufen bei -
80°C gelagert und konnte anschlieBend aufgeschlossen und das Protein aufgereingt werden.
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2.2.9.3. Aufreinigung der Proteine

Die Bakterienzellen der STAT-Proteine wurden in einem Imidazolpuffer (20 mM Tris-HCI,
pH 7,9, 500 mM NacCl, 5 mM Imidazol) resuspendiert und mit jeweils 10 pM PMSF und 100
ng/mL Aprotinin versetzt. Die Suspension wurde 5-10 mal fiir jeweils 2 Minuten auf Eis
sonifiziert (Standardeinstellung fiir Intensitét, 70%/30%). Nach dem Zellaufschlul wurde die
Suspension abzentrifugiert (19.000 rpm, 20 Minuten, 4°C) und der Uberstand jeweils durch
einen 45 um Filter (Nalgene, Rochester, USA) sterilfiltriert. Die Aufreinigung der STAT-
Proteine erfolgte tiber Schwerkraftsdulen (Novagen) mit dem ,,His Bind Resin“ (Novagen)
nach Angaben des Herstellers. Die Proteine binden iiber ihre Poly-His Markierung an
Nickelkationen, welche auf der Sdule am ,,His Bind Resin“ immobilisiert wurden. Nachdem
ungebundene Proteine weggewaschen sind, kann das Zielprotein durch Elution mit einem
Imidazolpuffer aus der Séule eluiert werden. Die Elution der Proteine erfolgte mit einem
Elutionspuffer (20 mM Tris-HCI, pH 7,9, 500 mM NacCl, 500 mM Imidazol, 10 uM PMSF,
100 ng/mL Aprotinin), anschlieBend wurde das Protein gegen einen Dialysepuffer dialysiert
(100 mM NaCl, 50 mM HEPES, pH 7,5, 1 mM EDTA, 1 mM Dithiothreitol, 10% Glyzerin,
0,1% Nonidet-P40). Die gereinigten Proteine wurden aliquotiert, in fliissigem Stickstoff
schockgefroren und bei -80°C gelagert.

Die Bakterienzellen des Lck-Proteins wurden in einem STE Puffer (10 mM Tris-HCI, pH 8,0,
150 mM NaCl, ImM EDTA) resuspendiert und mit jeweils 10 uM PMSF und 100 ng/mL
Aprotinin versetzt. Die Suspension wurde 5-10 mal fiir jeweils 2 Minuten auf Eis sonifiziert
(Standardeinstellung fiir Intensitdt, 70%/30%). Nach dem Zellaufschlufl wurde die Suspension
abzentrifugiert (19.000 rpm, 20 Minuten, 4°C) und der Uberstand jeweils durch einen 45 pm
Filter (Nalgene, Rochester, USA) sterilfiltriert. Die Aufreinigung erfolgte {iber
Schwerkraftsdulen (Novagen) mit dem ,,GST-Bind"™ Resin® (Novagen) nach Angaben des
Herstellers. Die Elution der Proteine erfolgte mit einem Elutionspuffer (75 mM HEPES, PH
7,4, 150 mM NaCl, 5 mM DTT, 10 mM Glutathion (reduziert), 10 uM PMSF, 100 ng/mL
Aprotinin), anschlieBend wurde das Protein gegen einen Dialysepuffer dialysiert (100 mM
NaCl, 50 mM HEPES, pH 7,5, 1 mM EDTA, 1 mM Dithiothreitol, 10% Glyzerin, 0,1%
Nonidet-P40). Die gereinigten Proteine wurden aliquotiert, in fliissigem Stickstoff
schockgefroren und bei -80°C gelagert.

Die Reinheit der Proteine wurde mittels Polyacrylamid-Gelelektrophorese iiberpriift.

2.3. Biophysikalische MeBmethoden

2.3.1. Fluoreszenzpolarisation (FP)

Fluoreszenzpolarisation (FP) wurde dazu benutzt, die Affinitit der Testsubstanzen zur SH2-
Domine der verwendeten Proteine zu testen. Ein Fluorophor-markiertes Peptid, welches an
die SH2-Doméne des jeweiligen Proteins bindert, konkurriert mit der jeweiligen Testsubstanz.
Mit Hilfe von FP konnte analysiert werden, welcher Anteil der Peptide nicht mehr an das
Protein gebunden waren und somit ermittelt werden, zu welchem prozentualen Anteil diese
Bindung durch die jeweiligen Testsubstanzen verhindert werden konnte.

Die Experimente wurden mittels eines Ultra Evolution 384 Lochplatten-Leser (Tecan)
durchgefiihrt. Falls nicht anders im Text aufgefiihrt, wurde stets unter denselben
Pufferbedingungen (50 mM NaCl, 10 mM HEPES, pH 7,5, I mM EDTA, 0,1% Nonidet-P40,
2 mM Dithiothreitol, 10% DMSO) gearbeitet. Die Fluoreszenz-markierten Phosphopeptide
wurden bei einer Konzentration von 10 nM eingesetzt. Die Experimente wurden in
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unbehandelten schwarzen 384 Lochplatten (Corning) durchgefiihrt. Die eingesetzte
Proteinkonzentrationen richtete sich nach den jeweiligen K4 Werten, die den Bindungskurven
entnommen wurden. Bei Raumtemperatur und 30°C wurden 150 nM STAT3, 60 nM STATI,
150 nM STATS und 30 nM Lck eingesetzt. Bei 37°C wurden 370 nM STAT3 und 100 nM
Lck verwendet.

Fir die c-Myc/Max und Jun/Jun Dimerisierungsuntersuchungen wurden 50 nM Jun/Jun
Dimere und 30 nM c-Myc/Max Dimere benutzt. Es wurde derselbe Puffer fiir beide Proteine
verwendet (60 mM Tris/HCI, pH 7,5, 150 mM NaCl, 9 mM MgCl,, 3 mM EDTA, 10%
DMSO und 0,1% Nonidet-P40). Als Fluoreszenzprobe wurde 3 nM der Texasrot-markierten
Oligonukleotide EBox-TR bzw. TRE-TR eingesetzt. Die Inkubation und Messung der
Fluoreszenzpolarisation erfolgte analog der STAT-Proteine bei 37°C.

Nach dem Mischen der Testsubstanzen (aus einer 20x Konzentration in DMSO gel6st) mit
dem entsprechenden Protein in Eppendorfgefilen wurden die Reaktionslosungen fiir 10-60
Minuten bei Raumtemperatur, bei 30°C oder bei 37°C inkubiert. Dabei wurden die geldsten
Fluoropeptide erst nach der ersten Inkubationszeit den EppendorfgefiBen zugegeben. In
Dublikaten zu jeweils 20 pL wurde die Reaktionsmischung anschlieend in die schwarzen
Mikrotiterplatten pipettiert, fiir mindestens 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und die
Fluoreszenzpolarisation und die Totalintensitdt gemessen.

Die Bindungskurven wurden mit dem Computerprogramm SigmaBlot (SPSS Science
Software GmbH, Deutschland) angepasst und ausgewertet. Uber die Bindungskurven wurden
bei Inhibitionskurven die Fluoreszenzpolarisationswerte in eine entsprechende
Proteinkonzentration umgerechnet. Ein Vergleich der Proteinkonzentrationen lieferte die
durch die jeweilige Testsubstanz induzierte prozentuale Inhibition der Bindung des
markierten Peptids an die SH2-Doméne des Proteins.

2.3.2. HTS (High-Throughput-Screening)

Die Testsubstanzen der Substanzbibliotheken wurden mittels Fluoreszenzpolarisation auf ihre
Féhigkeit hin untersucht, die Bindung des Fluorophor-markierten Peptids an die SH2-Doméne
des Proteins zu inhibieren. Das Screenen der Platten wurde bei Raumtemperatur durchgefiihrt
(25°C bis 30°C). Die Zusammensetzung des Puffers war identisch fiir alle Untersuchungen
mit Fluoreszenzpolarisation (10 mM HEPES, pH 7,5, 1 mM EDTA, 0,1 % Nonidet P-40, 50
mM NaCl, 10% DMSO). Alle Fluorophor-markierten Peptide wurden bei der
Endkonzentration von 10 nM verwendet. Die Konzentration von STAT3 richtete sich nach
dem Ky Wert des Proteins, daher wurde STAT3 bei einer Endkonzentration von 150 nM
verwendet.

Die Testsubstanzen waren in DMSO gelost und 384 Lochplatten formatiert. Gelagert wurden
die Bibliotheken bei -40°C und wurden vor ihrer Verwendung im Trockenschrank bei
Raumtemperatur aufgetaut. Unter Verwendung des Beckman FX Roboters (Beckman
Coulter) und entsprechenden Spitzen (Nerb) wurden 20 puL Proteinlosung in 384 Lochplatten
(Corning) vorgelegt. Der Transfer der Testsubstanzen erfolgte mittels eines ,,HDR Tools*
(Beckman Coulter) unter Verwendung des Roboters. Der Transfer wurde vorher mit einer
Farbstofflosung geeicht, so dass die Endkonzentration der Testsubstanzen etwa 100 puM
betrug. Die Metallspitzen des ,,HDR Tools*“ wurden nach jedem Transferschritt durch
Ultraschall in einem DMSO-Bad, durch Eintauchen in ein Methanolbad und durch Trocknen
der Spitzen gereinigt. Nach dem Schiitteln der Platten wurden jeweils 10 uL Peptidlosung
zugegeben und erneut geschiittelt. Die Platten wurden vor der Messung der
Fluoreszenzpolarisation an einem Ultra Evolution 384 Lochplatten-Leser (Tecan) mindestens
eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert.
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2.4. Methoden zur Arbeit mit eukaryotischen Zellen

2.4 1. Alilgemeine Zellkulturtechniken

Alle in dieser Arbeit verwendeten Sadugetierzellen wurden in Brutschridnken (Heraeus, B5S060
Ek/CO,) bei 0-5% CO,, 37°C und wasserdampfgesittigter Atmosphére kultiviert. Die
Zellkulturarbeiten wurden aseptisch in Sterilbdnken (Heraeus, Laminair) ausgefiihrt. Die
Zellen wurden regelméBig (alle 2-3 Tage) mit frischem Medium versorgt und stets vor dem
Erreichen der Konfluenz passagiert. Das Einfrieren von Zellen erfolgte im so genannten
Einfriermedium (90% FCS und 10% DMSO) in Cryo-Roéhrchen (Nunc). Die Bestimmung der
Zellzahl fiir eine Transfektion oder fiir andere spezielle biochemische Zelltechniken erfolgte
mittels des Coulter-Counters ZM der Firma Coulter.

2.4.2. Infektion von NIH3T3 Zellen

Zur Infektion von pLXSN Konstrukten wurde die Verpackungszelllinie Phoenix Eco mittels
einer modifizierten Kalziumphosphatmethode mit den Vektoren pLXSN/v-Src, pLXSN/h-Ras
oder einem leeren pLXSN Vektor als Kontrolle transfiziert. Dazu wurden 2x10°
vorselektionierte Phoenix Eco Zellen auf 60 mm Zellkulturschalen (Falcon) ausgeséht und
nach 12 Stunden mit 25 pM Chloroquin versetzt. Die Transfektion mit den jeweiligen
Konstrukten wurde in einem 2x HBS Puffer (280 mM NaCl, 1,5 mM Na,HPO,4, 100 mM
HEPES, pH 7,0) durchgefiihrt.

Nach 24 Stunden wurden die Zellen mit einem minimalen Volumen an Nihrmedium versetzt
und der retrovirale Uberstand wurde nach 36 Stunden, nach weiteren 4 Stunden und 8
Stunden gesammelt und jeweils durch einen 45 pum Filter (Nalgene, Rochester, USA)
sterilfiltriert. Der Uberstand wurde jeweils mit 5 pg/ml Polybren (Sigma) versetzt und zu den
zu infirierenden NIH3T3 Zellen gegeben. 24 Stunden nach erfolgter erster Infektion wurden
die NIH3T3 Zellen mit frischem G418-versetzten Nahrmedium 14 Tage selektioniert.

Die Selektion Neomycin-Analogon Geneticin® (G418), einem Aminoglykosid-Antibiotikum
(3-Desoxystreptamin), das am 80S Ribosom wirkt und die eukaryotische Proteinbiosynthese
blockiert. G418 wird durch die bakterielle Phosphotransferase APH(3")II, fiir die ein Gen im
Transposon Tn 5 (Neo-Resistenzgen) kodiert, inaktiviert. Zellen ohne Neo-Resistenzgen
sterben innerhalb weniger Tage.

2.4.3. Mykoplasmentest

Mykoplasmenkontamination von  Zellkulturen beeinflusst die  Expression von
Zelloberflachenproteinen, die Vermittlung extrazelluldrer Signale, den Stoffwechsel und
andere Vorgidnge und fiihrt hierdurch zu einer Verfidlschung von Versuchsergebnissen.
Subkonfluente Zellen auf 6 cm Schalen wurden mit Methanol fixiert, zweimal mit PBS
gewaschen und dann fiir 15 min mit dem DNA-Farbstoff Bisbenzimid (0,1 mg/ml in PBS) bei
37°C gefarbt. AnschlieBend wurden die Zellen unter dem Fluoreszenzmikroskop auf
Mykoplasmen hin untersucht.
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2.5. Proteinanalytische Methoden

2.5.1. Stimulation und Lyse von eukaryotischen Zellen

Durch Stimulation sollte die Aktivierung von unterschiedlichen Signaltransduktionswegen in
Zellen untersucht werden. Dazu wurden die Zellen 24 h in serumfreiem Medium gehungert
und anschliefend nach Bedarf mit den entsprechnenden Liganden versetzt.

Zur spezifischen Aufreinigung von Proteinen wurden die Zellen mit Hilfe des Detergens
Triton X-100 lysiert. Dabei werden die Zellmembranen aufgelost, wihrend der Zellkern und
die iibrigen Zellkompartimente intakt bleiben und durch Zentrifugation abgetrennt werden
konnen.

HepG2 Zellen wurden 24 Stunden in serumfreien Medium gehungert und eine Stunde mit der
entsprechenden Konzentration an Testsubstanz (aus einer 100x Konzentration) oder 1%
DMSO versehen. Nach Stimulation der Zellen mit 50 ng/mL IL-6 (25 Minuten) oder 50
ng/mL IFN-y (15 Minuten) wurden die Zellen zweimal mit eiskaltem PBS gewaschen und mit
150 pL Lysepufter (50 mM HEPES, pH 7,5, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 10% Glyzerin, 1%
Triton X-100, 10 mM NasP,07, 10 mM NaF, 20 uM NazVOy4, 10 uM PMSF und 100 ng/mL
Aprotinin) behandelt.

Zellextrakte aus NIH3T3 Zellen wurden im Wesentlichen wie bei den HepG2 Zellen
gewonnen. 3x10° Zellen wurden nach 24 Stunden Inkubation mit den entsprechenden
Konzentration an Testsubstanz (aus einer 1000x Konzentration) oder 0,1% DMSO zwei
Stunden behandelt. Die Zellen wurden nach dem Waschen mit PBS mit 100 pL. NP-40-
Lysepuffer (50 mM Tris-HCI, pH 7,5, 1% Nonidet-P40, 0,25% Natriumdeoxycholat, 150 mM
NaCl, I mM EGTA, 10 mM NaF, 20 uM Na3;VOy, 10 uM PMSF und 100 ng/mL Aprotinin)
versehen.

MDA-MB-231, MDA-MB-435S, MDA-MB-453 und MDA-MB-468 Zellen bei einer
Konfluenz von etwa 90% mit den entsprechenden Konzentrationen an Testsubstanz (aus einer
500x Konzentration) oder 0,2% DMSO zwei Stunden behandelt und analog zu den HepG2
Zellen lysiert.

Nach 10 Minuten Lyse auf Eis wurde das Zelllysat gesammelt und in ein 1,5 ml Eppendorf-
Reaktionsgefal tiberfiihrt. Durch Zentrifugation (10 min, 13000 rpm, 4°C) konnten unldsliche
Zellbestandteile wie Zellkerne und Zytoskelett abgetrennt werden. Der Uberstand, der alle
zytosolischen und die meisten membranstindigen Proteine enthélt, wurde in ein neues
Eppendorf-Reaktionsgefdl iiberfiihrt und entweder zur Immunprézipitation weiterverwendet
oder als Gesamtlysat benutzt.

2.5.2. Gewinnung von Zellkernextrakten

Zellkernextrakte aus HepG2 Zellen wurden wie in der Literatur beschrieben angefertigt
(Weidler et al., 2000). Dazu wurden HepG2 Zellen in 100mm Zellkulturschalen (Falcon)
ausgesdht und fiir 72 Stunden bei 37°C und 5% CO, in Brutschrinken inkubiert.
AnschlieBend wurden die Zellen fiir weitere 24 Stunden mittels serumfreien MEM Medium
gehungert.

Um vorphosphorylierte Zellkernextrakte von HepG2 Zellen fiir die in vitro Untersuchungen
im EMSA zu erhalten, wurden die Zellen nach dem Entzug des Serums 30 Minuten mit 50



2 Material und Methoden 50

ng/mL IL-6 (STAT3-Aktivierung) beziechungsweise 15 Minuten mit 50 ng/mL IFN-y
(STATI1-Aktivierung) stimuliert und anschlieend lysiert.

Fiir den Effekt der Testsubstanzen auf die STAT Phosphorylierung zu ermitteln, wurden die
Zellen vor der Stimulation eine Stunde mit der jeweiligen Testsubstanz vorinkubiert (1%
DMSO) und erst anschlieBend 30 Minuten mit 50 ng/mL IL-6 (STAT3-Aktivierung)
beziehungsweise 15 Minuten mit 50 ng/mL IFN-y (STATI-Aktivierung) stimuliert und
lysiert.

Nach dem Entfernen des Mediums, wurden die Zellen zweimal mit eiskaltem PBS
gewaschen, einmal mit eiskaltem PBS (versetzt mit 1 mM Na;VO,4 und 5 mM NaF) und mit
Hypotonischen Puffer (20 mM HEPES, pH 7,9, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM DTT, 20
mM NaF, 1 mM Na3;VO,, 1 mM NaysP,0; und 1:50 Complete Protease Inhibitor Cocktail
(Roche)) gewaschen. Nach dem Waschen wurden die Zellen mit 150 pL Hypotonischen
Puffer, welcher zusétzlich 0.2% NP-40 enthielt, versetzt, und mit einem sterilen Zellschaber
in Eppendorf GefidBe iiberfiihrt. Nach dem Zentrifugieren der Suspension (1 Minute bei
13.000 rpm) wurde der Uberstand abgezogen und die Zellriickstinde in 30 pL
Hypertonischen Puffer (20 mM HEPES, pH 7,9, | mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM DTT, 20
mM NaF, 1 mM Na;VO,, 1 mM NayP,07, 420 mM NaCl, 30% Glyzerin und 1:50 Complete
Protease Inhibitor Cocktail (Roche)) resuspendiert. Die Eppendorfgefdfie wurden bei 4°C 30
Minuten lang sanft geschiittelt und 20 Minuten zentrifugiert (13.000 rpm, 4°C). Der
Uberstand wurde aliquotiert, in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.

2.5.2. Proteinbestimmung

2.5.2.1. BCA Kit

Zur Proteinbestimmung wurde der ,,Micro BCA Protein Assay Kit“ nach Angaben des
Herstellers verwendet. Diese Methode beruht auf der Reduktion von Kupferionen
(Cu®* = Cu") durch verschiedene Seitengruppen von Aminosduren (vor allem Cystin,
Cystein, Tryptophan, Tyrosin), die als Reduktionsmittel fungieren. Die Proteinbestimmung
wird nicht durch Detergenzien, wie sie bei der Lyse von Zellen eingesetzt werden, gestort.
Die Kupferionen werden durch BCA (Bicinchonische Saure) komplexiert und bilden eine
charakteristische violette Farbung, deren Extinktion in einem Elisa-Reader (Dynatech
MR5000) gemessen wurde. Als Vergleichsstandard (Kalibrierungskurve) wurde eine
Rinderserumalbumin-Konzentrationsreihe (100-2000 pg Protein/ml) eingesetzt.

2.5.2.1. Bradford Proteinbestimmung

Bei der Bindung von Coomassie brilliant blue G-250 an Proteine verschiebt sich das
Absorptionsmaximum der Farbe (465 nm ohne Protein, 595 nm mit Protein). Die Zunahme
der Absorption bei 596 nm ist daher ein MaR fiir die Proteinkonzentration in Losung. Die
Durchfithrung der Proteinbestimmung erfolgte mit Bradfordlosung (Biorad) nach Angaben
des Herstellers. Als Vergleichsstandard (Kalibrierungskurve) wurde eine y-Globulin-
Konzentrationsreihe (20-400 pg Protein/ml) eingesetzt.
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2.5.3. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

SDS-Polyacrylamidgele ermdglichen die Auftrennung von Proteingemischen nach ihrem
Molekulargewicht. Durch das Detergenz SDS (Natriumdodecylsulfat) werden die Proteine
unter Aufhebung ihrer Sekundérstruktur komplexiert, d.h. Konformationseffekte werden
dadurch weitgehend aufgehoben. Die Proteine erhalten zugleich eine negative Ladung, die
nicht von ihrer Aminosdurezusammensetzung bzw. ihrer Eigenladung abhéngt und so ihre
Wanderung im Gel vorwiegend durch ihr Molekulargewicht bestimmt wird. Das im Laemmli-
Probenpuffer vorhandene [-Mercaptoethanol sorgt zudem dafiir, daf intra- und
intermolekulare Disulfidbriicken der Proteine reduziert und somit gespalten werden, was
schlielich zu einer Denatuierung der Sekundér-, Tertidr- und Quartérstruktur fiihrt.

Es wurden stets vertikale Gelapparaturen von Atto verwendet. Abhdngig vom
Molekulargewicht der aufzutrennenden Proteine wurden 7-15%ige SDS-Polyacryamidgele als
Trenngel gegossen, iiber welches im Anschluf ein 4%iges Sammelgel gegossen wurde. Die
SDS Gelelektrophorese wurde wie von Sambrook ef al. (1990) beschrieben durchgefiihrt. Die
Gele wurden entweder mit Coomassie G250 gefarbt oder die Proteine auf Nitrozellulose
transferiert. Als Molekulargewichtsstandard bei der Gelelektrophorese wurde ein
Kaleidoskopmarker (Bio-Rad) verwendet.

2.5.4. Coomassie-Farbung und Fixierung von Polyacrylamidgelen

Die Gele wurden mit Coomassie Losung (1% Coomassie G250, 10% Essigsdure, 40%
Methanol) 5-60 min gefdrbt und anschlieBend mit 10% Methanol und 10% Essigsdure
entfarbt und fixiert. Die Gele wurden zwei gewdsserten Lagen Zellufanfolie gelegt und
getrocknet.

2.5.5.Transfer von Proteinen auf eine Nitrozellulosemembran

Zur Immundetektion von Proteinen wurden diese nach der Gelelektrophorese auf eine
Nitrozellulosemembran transferiert (Gershoni & Palade, 1983). Der Transfer erfolgte mit
Transblot-SD Puffer fiir 2-3 h bei 0,8 mA/cm? Nitrozellulosemembran (Schleicher & Schuell,
BA 85, 0,45 uM) auf einer ,,Semidry“-Blotapparatur. Das in Transblot-SD equlibrierte Gel
wurde auf eine den Gelausmafen zurechtgeschnittene Nitrozellulosemembran gelegt, die zu
beiden Seiten von mehreren Lagen Filterpapier umgeben war.

2.5.6. Ponceau S-Farbung der Nitrozellulosemembran

Nach dem erfolgten Transfer der Proteine auf die Nitrozellulosemembran wurde diese fiir 1
min mit einer Losung des roten Farbstoffs Ponceau S (2 g/L in 2% (w/v) Trichloressigsédure)
angefarbt. Unspezifisch angefarbte Bereiche der Nitrozellulose wurden mit destilliertem
Wasser entfirbt, so dal letztlich Banden des Proteinmarkers, der zur Immunprézipitation
eingesetzten Antikdrper oder der Proteine des Zellysats sichtbar wurden. Die Nitrozellulose
wurde dann durch mehrmaliges Waschen in 1x NET-Gelantine (0,25% Gelantine in 1x NET)
entfarbt.
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2.5.7. Immundetektion von Proteinen (Immunoblot-Analyse)

Bei der Immundetektion wurden die auf der Nitrozellulosemembran immobilisierten Proteine
mit einem Antikorper-gekoppelten Verfahren nachgewiesen. Das Prinzip dieser Methode
basierte darauf, dafl in einem ersten Schritt die spezifischen Antikorper die immobilisierte
Antigene auf der Nitrozellulose erkennen, wihrend im zweiten Schritt diese ihrerseits durch
Antikdrper erkannt werden, an die Meerrettich-Peroxidase gekoppelt ist. Durch diese
enzymatische Aktivitidt werden schlielich die Antigenbanden detektiert.

Die Behandlung der Nitrozellulosemembran mit den jeweiligen primédren und sekundiren
Antikorpern richtete sich nach den Empfehlungen des jeweiligen Herstellers. Die Detektion
der Banden erfolgte mit dem ,,ECL-Kit” (Enhanced Chemoluminescence) der Firma NEN und
der Exposition der Membran auf einem Rontgenfilm.

Sollte dieselbe Membran ein weiteres Mal benutzt werden, konnten die gebundenen
Antikorper durch Inkubation in "Strip"-Puffer (62,5 mM Tris-HCl pH 6,8, 100 mM B-
Mercaptoethanol, 2% SDS) bei 50°C fiir 1 h in einem Warmwasserschiittler entfernt werden.

2.5.8. EMSA

Der EMSA (electrophoretic mobility shift assay) unter der Benutzung einer nicht-
denaturierenden Polyacrylamid-Gelelektrophorese stellt eine einfache, schnelle und extrem
sensitive Methode dar, um Sequenz-spezifische DNA-bindende Proteine zu untersuchen.
Proteine, welche spezifisch an ein radioaktiv markiertes DNA Fragment binden,
verlangsamen die Bewegung des Fragments wéhrend der Elektrophorese. Dies fiihrt zu
diskreten Banden im Gel, die den jeweiligen Protein-DNA-Komplexen entsprechen.

Um die Inhibierung der Dimeriserung vorphosphorylierter STAT-Dimere zu untersuchen,
wurden 3 pL Zellkernextrakt (etwa 50 pg Protein) zu 2 pL 5x Bindungspuffer (65 mM
HEPES, pH 7,9, 0,75 mM EDTA, 40% Glyzerin und 0,1 % Nonidet-P40), 1 uL Testsubstanz
(gelost in DMSO von einer 10x Mischung) und 1 pg poly(dI-dC) (Roche Applied Science)
gegeben. Fiir die Kontrollbahnen wurden entsprechende Oligonukleotide der Reaktion in
einem S5fachen Uberschuss beigefiigt. Peptide, welche an die SH2-Domine von STATI
(GpYDKPHVL) bzw. STAT3 (Ac-pYLPQTV-NH;) binden und somit mit der Testsubstanz
konkurrierten, wurden zu einer Endkonzentration von 1 pM zugegeben. Fiir die so genannte
wupershift“-Kontrolle wurden 1 pg anti-STAT3 Antikorper, 1 pg anti-STAT1 Antkorper
oder 1 pg anti-Src  Antikorper als unspezifischer Kontrollantikorper zu  den
Reaktionsmischungen beigefiigt. In allen Féllen betrug das Gesamtvolumen der Reaktion 10
uL. Alle Reaktionsgemische wurden vor der Zugabe der radioaktiv markierten
Oligonukleotide bei 30°C im Heizblock 60 Minuten lang inkubiert.

Fir die Untersuchung des FEinflusses der Testsubstanzen auf die Phosphorylierung der
STATs, wurden die Reaktionsgemische eine Stunde bei Raumtemperatur ohne zugebene
Testsubstanz bzw. DMSO inkubiert.

In beiden Fillen wurde nach der Inkubation der Reaktionsgemische 50.000 cpm (~2,5 pmol)
radioaktiv markierte hSIE Oligonukleotid-Dimere zugesetzt und die Reaktionsgemische
erneut fiir 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Jeweils 9 pL der Reaktionsgemische
wurden auf einem 4% Polyacrylamidgel (0,5x TBE, 2,5% Glyzerin) aufgetrennt. Das Gel
wurde in einem 0,5x TBE Puffer bei Raumtemperatur und 130V gefahen, anschlieend auf
3MM Whatmanpapier {iiberfithrt, unter Vakuum getrocknet und bei -80°C auf einem
Rontgenfilm sichtbar gemacht.
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2.5.9. In vitro Src-Kinase Assay

Das Src Substratpeptid KVEKIGEGTYGVVYK (Endkonzentration: 150 uM) (Upstate)
wurde mit 25 ng aktiver Src-Kinase (Upstate) und den Testsubstanzen im Reaktionspuffer (8
mM MOPS, PH 7,0, 0,2 mM EDTA) mit einem Gesamtvolumen von 15 pL. gemischt. Nach
45 Minuten Inkubation bei 37°C wurde 10 uL ATP Mix (I mM HEPES, pH 7,0, 22,5 mM
Magnesiumacetat, 225 pM ATP, 100 pCi [y-*P]-ATP) zugefiigt und die Kinasereaktion
wurde 15 Minuten lang bei 37°C durchgefiihrt. 20 pL jeder Kinasereaktion wurde auf ein P81
Papier (Upstate) iiberfilhrt und die Phosphorylierung des Substratpeptids wurde nach
Angaben des Herstellers untersucht.
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2.6. Zellbiochemische und —biologische Untersuchungen

2.6.1. Immunofluoreszenz-Untersuchungen

HepG2 Zellen wurden in LabTek 16-Loch-Glasplatten (Nunc) ausgesdht und 24 Stunden mit
Serum-freien Néhrmedium gehungert. Nach einstiindiger Inkubation mit entsprechenden
Konzentrationen an Testsubstanzen (aus einer 100x Konzentration) oder 1% DMSO wurden
die Zellen mit 50 ng/mL IL-6 und 50 ng/mL IFN-y 40 Minuten lang stimuliert. Nach dem
Abziehen des Mediums wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen und mit einer 3,7%
Paraformaldehyd-Losung fixiert.

Nach dem Fixieren wurden die Zellen zweimal fiir jeweils 5 Minuten mit PBS gewaschen, fiir
10 Minuten mit einer 1% Triton-X100 Losung in PBS permeabilisiert und zweimal fiir jeweils
5 Minuten mit PBS gewaschen. Unspezfische Bindungen wurden mittels Inkubation fiir 20
Minuten mit einem Block-Puffer (1% Ziegenserum und 0,1% Tween-20 in PBS) inhibiert.
Die Inkubation mit den Antikérpern gegen STAT3 (1:250) und STAT1 (1:50) im Block-
Puffer erfolgt fiir 60 Minuten in einer Feuchtigkeitskammer, gefolgt von dreimaligen
Waschen mit PBS-T (0,1% Tween-20 in PBS) fiir jeweils 5 Minuten. AnschlieBend wurden
die Zellen 60 Minuten mit den sekunddren Antikdrpern Alexa Fluor 488 und Alexa Fluor 546
(jeweils 1:1000) im Block-Puffer in einer abgedunkelten Feuchtigkeitskammer inkubiert und
dreimal mit PBS-T gewaschen. Die Zellen wurden mit DAPI (1:200 in PBS-T) 10 Minuten
gegengefarbt und nochmals 5 Minuten mit PBS-T gewaschen. Die Glasplatten wurden zuletzt
mit 200 uL Fluoromount G (Interchim) und einem Glasplattchen abgedeckt und wurden mit
einem entsprechenden Fluoreszenzmikroskop analysiert.

2.6.2. Verankerungsunabhangiges Wachstum in Weichagar

Freedman und Spin fanden 1974 heraus, da3 zwischen dem tumorbildenden Potential einer
Zelle in vivo und ihrer Fihigkeit, verankerungsunabhingig in vitro zu wachsen, ein
allgemeiner Zusammenhang besteht (Freedman & Shin, 1974). Obwohl diese Generalisierung
nicht fiir jede transformierte Zelle gilt, kann das Wachstum in Weichagar benutzt werden, um
in vitro Transformation und Tumorigenizitdt vorherzusagen. Die Methode hat den Vorteil,
daB sie leicht umgesetzt werden kann und weniger Zeit als ein in vivo Assay braucht.

7x10° NIH3T3/v-Src, NIH3T3/h-Ras oder NIH3T3/pLXSN Zellen wurden in 200 pL MEM
Néhrmedium (0,25% Agar, 10% FCS, 2 mM L-Glutamin, 1 mM Natriumpyruvat, 100 pg/mL
Penicillin/Streptomycin) und entsprechenden Konzentrationen an Testsubstanzen (aus einer
100x Konzentration) oder 1% DMSO suspendiert und auf eine feste 300 uL. Bodenschicht
(MEM Medium mit 0,5% Agar) in 24 Lochplatten (Falcon) ausgesdht. Alle 2-3 Tage wurden
die Zellen mit 100 pL MEM Ndhrmedium (0,25% Agar, 10% FCS, 2 mM L-Glutamin, 1 mM
Natriumpyruvat, 100 pg/mL Penicillin/Streptomycin) mit denselben Konzentrationen an
DMSO bzw. Testsubstanzen wie oben versehen. Nach 10-14 Tagen Wachstum wurden die
Kolonien mit 20 pL einer 1 mg/mL lodnitrotetrazoliumchlorid Losung eingefirbt. Am
nichsten Tag wurden die Zellen am Durchlichtmikroskop analysiert und jedes Feld wurde an
vier zufillig ausgewdhlten Positionen ausgezahlt (4x VergroBerung).
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2.6.3. Apoptose

2.6.3.1. FACS-Analyse

Der Einfluss der Testsubstanzen auf den programmierten Zelltod (Apoptose) wurde mittels
einer von I. Nicoletti et al verdffentlichten Methode (Nicoletti et al., 1991) mit
Durchflusszytometrie analysiert. Ein wichtiges Merkmal apoptotischer Zellen ist das
Auftreten von DNA Fragmentierung, wodurch der DNA-Gehalt im Vergleich zu nicht-
apoptotischen Zellen abnimmt. Apoptotische Zellen besitzen deshalb einen DNA-Gehalt, der
geringer ist als der von Zellen in der GO/GIl-Phase. Nach Fixierung von Zellen und
vollstindiger Anfiarbung der DNA mit Fluoreszenzfarbstoffen wie Propidiumiodid, einer
sequenzunspezifisch DNA-interkalierenden Substanz, ist die Fluoreszenz dieser Zellen
abhingig von deren DNA-Gehalt. Apoptotische Zellen zeigen im Durchflusszytometer
deshalb weniger Fluoreszenz als Zellen in Gy/Gj, es erscheint ein so genannter Sub-Gy/G-
Wert.

NIH3T3/v-Src, NIH3T3/h-Ras und NIH3T3/pLXSN wurden zu 5x10* Zellen in 6-
Lochplatten (Corning) ausgesdht und 24 Stunden inkubiert. Nach Zugabe entsprechender
Konzentrationen an Testsubstanzen (in DMSO aus einer 1000x Konzentration) oder 0,1%
DMSO wurden die Zellen weitere 48 Stunden inkubiert. MDA-MB-231, MDA-MB-4358S,
MDA-MB-453 und MDA-MB-468 Zellen wurden zu 5x10* Zellen in 6-Lochplatten
(Corning) ausgesidht und nach 24 Stunden Inkubation mit Ndhrmedium mit entsprechender
Konzentrationen an Testsubstanzen (in DMSO aus einer 1000x Konzentration) oder 0,1%
DMSO versehen und weitere 24 Stunden inkubiert.

Alle Zellen wurden anschlieBend durch Zugabe einer Trypsin-EDTA Losung (Gibco) in
Eppendorf Gefdle gesammelt und in einem Propidiumiodidpuffer (0,1% Natriumcitrat, 0,1%
Triton-X100 und 20 pM Propidiumiodid in PBS) resuspendiert. Die Zellsuspension wurde 3
Stunden bei 4°C inkubiert und anschlieBend wurden 10* Zellen pro Analyse durch
Durchflusszytometrie mit einem FACSCalibur (BD Biosciences), welches mit einem 488 nM
Laser ausgestattet war, untersucht.

2.6.3.2. TUNEL-Assay

MDA-MB-231, MDA-MB-435S, MDA-MB-453 und MDA-MB-468 Zellen wurden zu
jeweils 4x10° Zellen in LabTek 16-Loch-Glasplatten (NUNC) ausgesiht und 24 Stunden
inkubiert. Die Zellen wurden anschliefend mit entweder 1% DMSO oder entsprechende
Konzentrationen an Testsubstanz (aus einer 100x Konzentration) weitere 24 Stunden
behandelt. Nach dem Waschen mit PBS wurden die Zellen mit einer 4%
Paraformaldehydlosung (in PBS) 60 Minuten bei Raumtempertaur fixiert und nach dem
Waschen mit PBS zwei Minuten auf Eis permeabilisert (0,1% Triton X-100 und 0,1%
Natriumcitrat in PBS). DNA-Strangbriiche wurden anschlieBend mittels des ,,In Situ Cell
Death Detection Kits, Fluorescein® (Roche) sichtbar gemacht. Die Durchfithrung des Assays
erfolgte nach Angabe des Herstellers. Die Zellen wurden mit DAPI (1:200 in PBS-T) 10
Minuten gefarbt und nochmals 5 Minuten mit PBS-T gewaschen. Die Glasplatten wurden
zuletzt mit 200 pL. Fluoromount G (Interchim) und einem Glasplittchen abgedeckt und
wurden mit einem Zeiss Axioplan 2 Mikroskop (40fach VergroBerung) analysiert.



3 Ergebnisse 56

3. Ergebnisse

3.1. Etablierung eines Hochdurchsatz-Verfahrens fiir das Protein STAT3
Die Signaliibermittlung innerhalb der Zelle ist normalerweise ein reguliert ablaufender

Mechanismus. Allerdings findet man in Tumorzellen hiufig genetische Verdnderungen, zum
Beispiel Mutationen in Rezeptortyrosinkinasen, die zu einer dauerhaften Aktivierung einiger
Signalwege fiihren (Normanno et al., 2006). Daher ist es nicht verwunderlich, dass man in
vielen Tumorzelllinien, aber auch in menschlichen Primédrtumoren eine konstitutive
Aktivierung von STAT3 findet, da dieses Protein ein wichtiger Signaliibermittler in der
Signalkette von Zytokinen und Wachstumsfaktoren iiber ihre jeweiligen Rezeptoren ist
(Singer & Koretzky, 2002). Die onkogene Rolle von STAT3 in der Tumorentstehung und
Tumorprogression konnte bereits mehrfach durch verschiedene Experimente bestétigt werden
(Yu & Jove, 2004). Es wurde weiterhin gezeigt, dass ein Peptid, welches an die SH2-Doméne
von STAT3 bindet, dessen Dimerisierung inhibiert und dadurch die Zelltransformation,
ausgelost durch das onkogene Proteins v-Src, verhindert (Turkson et al., 2001). Dies deutet
darauf hin, dass ein kleines organisches Molekiil, welches wie das Peptid an die SH2-Doméne
von STAT3 bindet, ebenfalls die Aktivierung und Dimerisierung des Proteins verhindern

wirde.

3.1.1. FRET
Um einen solchen STAT3 Antagonisten zu identifizieren, ist es notwendig, mehrere

Substanzbibliotheken nach geeigneten Kandidaten zu durchsuchen. In der Literatur gibt es
verschiedene publizierte in vitro Hochdurchsatz-Verfahren, die auch fiir das STAT3-Protein
anwendbar wiren. Die Stirke von Fluoreszenz-basierten Verfahren liegt darin, dass diese sehr
robust und gut reproduzierbar sind (Hovius et al., 2000). Eine Voraussetzung fiir die
Anwendung von Fluoreszenztechniken ist, dass das zu untersuchende Protein stark
fluoreszierend sein muss und gut von der natiirlichen Hintergrundfluoreszenz zu
unterscheiden ist. Da jedoch bei Proteinen, wie auch im Falle von STATS3, duBerst selten eine
Eigenfluoreszenz vorliegt, ist es notwendig, STAT3 mit einem Fluoreszenzmarker zu
versehen. Fine gédngige Technik, um Proteindimerisierungen zu untersuchen, stellt FRET
(fluorescence resonance energy transfer) dar. FRET findet statt, wenn zwei verschiedene
Chromophoren  iiber einen  Dipol-Dipol-Mechanismus  reagieren.  Ein  durch
monochromatisches Licht angeregter Chromophor (Donor) kann bei raumlicher Nihe seine

Anregungsenergie auf den anderen Chromophor (Akzeptor) iibertragen. Dabei muss das
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Absorptionsspektum des Akzeptors mit dem Fluoreszenzemissions-Spektrum des Donors
iiberlappen. Falls zusitzlich die beiden Molekiile eng benachbart stehen (ca. 10 — 100 A) und
die Orientierung des Dipolmoments der Fluorophore ungefahr parallel ist, wird die eigentliche
Fluoreszenz des Donors reduziert und eine neue Fluoreszenz, die des Akzeptors, tritt in

Erscheinung.

(a) Testsubstanz inhibiert Homodimersierung ADD. 52 Prinzip von FRET.
M Oben: Zwei mit den unterschiedlichen
ﬂ Chromophoren CFP und YFP markierten
0 STAT3-Proteine dimerisieren nach erfolgter
STAT3  STAT3 /ol Tyrosinphosphorylierung. Nach Zugabe der
Q g 2o, ﬂ — Testsubstanz ~ konnen  diese  nach
m| Jmmhﬂ [.gimm__w\ , erfolgreicher Bindung an STAT3 die
oo E N ? Dimerisierung verhindern und es erfolgt nur

|

// o
.

ein Emissionssignal (Fall a). Falls die
Fluoreszenz (Emission) S Testsubstanz ~ nicht die Dimerisierung
il inhibiert, erhdlt man ein zweites
(b) Testsubstanz ist kein Inhibitor Emissionssignal, da die Anregungsenergie
von CFP auf das in rdumlicher Nihe

befindliche YFP iibertragen wird (Fall b).
Unten: Theoretisches Emissionsdiagramm
aufgetragen gegen die Wellenldnge der

emitierten Fluoreszenz fiir beide Fille.

Wellenlinge (nm)

In Abbildung 5 erkennt man das Prinzip des Assays fiir eine in vitro Untersuchung der
STAT3-Dimerisierung. Zwei mit den unterschiedlichen Chromophoren CFP (cyan fluorescent
protein) und YFP (yellow fluorescent protein) markierten STAT3-Proteine dimerisieren nach
Tyrosinphosphorylierung. Falls eine zugegebene Testsubstanz die Dimerisierung von STAT3
inhibiert, sind die beiden Chromophoren rdumlich voneinander getrennt und man registriert
nur das Emissionssignal von CFP. Ohne erfolgreiche Trennung der beiden Dimere befinden
sich die chromophoren Fluoreszenzmarker CFP und YFP in rdumlicher Néhe, wodurch eine
Ubertragung der Anregungsenergie von CFP auf YFP stattfinden kann. Man erhilt nun ein
zweites Emissionssignal und kann mit dieser Methode in einer Hochdurchsatz-Untersuchung
gut beide Fille voneinander unterscheiden und somit Testsubstanzen identifizieren, die die
Dimerisierung inhibieren.

Fiir diese Analyse benotigt man phosphorylierte STAT3-Proteine, die jeweils mit den beiden
Fluoreszenzmarkern versehen sind. Mittels der Rontgenstruktur vom STAT3-Dimer (Becker
et al., 1998b) wurden im Dimer in rdumlicher Ndhe befindliche N-terminale Aminosduren
identifiziert, es wurden drei STAT3-Fusionsproteine unterschiedlicher Lénge (siche Material
und Methoden) konstruiert und rekombinant aus TKB1 E.coli exprimiert. Am N-terminalen

Ende waren diese drei STAT3-Konstrukte mit jeweils einem Chromophor CFP oder YFP
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versehen, um die beiden Chromophoren im Falle einer Dimerisierung in eine rdumliche Néhe
zu bringen und somit ein FRET-Signal zu erzeugen. Die TKB1 kompetenten Zellen stammen
vom BL21(DE3) Stamm ab und enthalten neben einer durch IPTG (Isopropyl--D-
thiogalactopyranosid) induzierbarer T7 RNA-Polymerase, die Proteinexpression erlaubt, eine
induzierbare Tyrosinkinase, welche Tyrosinreste des exprimierten Proteins phosphoryliert. Da
die Konstrukte ebenfalls einen Poly-His-Rest enthielten, konnten sie nach Expression und
Phosphorylierungsreaktion iiber eine Nickelsdule aufgereinigt werden und in einem
Polyacrylamidgel aufgetrennt und angefarbt werden. Wie man in Abbildung 6 sehen kann,
waren jedoch nur vier STAT3 Konstrukte 16slich, auch fanden sich selbst nach Aufreinigung
der Proteine viele zusdtzliche Banden im Gel, was eine direkte weitere Verwendung der
Proteine fiir eine Hochdurchsatz-Analyse ausschloss. Da auch weitere Optimierungen der
Expression und Aufreinigungsschritte nicht zu einem reinen Protein fiihrten (Daten nicht

gezeigt), wurde im Folgenden ein alternatives Verfahren entwickelt.
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3.1.2. Fluoreszenzpolarisation
Eine zweite Technik, die ebenfalls recht haufig in Hochdurchsatz-Verfahren genutzt wird, ist

die so genannte Fluoreszenzpolarisation (FP) oder auch Anisotropie (Weber, 1952). Hier wird
ausgenutzt, dass die Rotationsgeschwindigkeit von Molekiillen in Losung mit ihrem
Molekulargewicht korreliert. Wenn mit einem Fluoreszenzmarker versehene Molekiile in
Losung mit linear polarisiertem Licht bestrahlt werden, ist auch das emittierte Licht linear
polarisiert. Diese Polarisation ist ein Ergebnis der Photoselektion von Fluorophoren beziiglich

ithrer Orientierung im Vergleich zur Polarisationsebene des Anregungslichtes. Da Molekiile in
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Losung nicht starr sind, dndert sich ihre Orientierung und somit die Ausrichtung ihrer
Ubergangsdipolmomente wihrend der Zeit, in der sie sich im angeregten Zustand befinden.
Hauptsédchlich durch diese Rotationsdiffusion kommt es dabei zu einer mehr oder minder
starken Depolarisierung des emittierten Lichts. Die Messung der Polarisation der Fluoreszenz
in Abhdngigkeit von der Zeit ermdglicht somit die Bestimmung der Rotationsbewegung der
Chromophore. Daher kénnen durch Fluoreszenzpolarisations-Experimente Abweichungen der
Rotationsbewegung, ausgeldst durch Anderungen am Molekulargewicht beispielsweise durch

Bindungsreaktionen, registriert werden (Sittampalam et al., 1997).

3.1.2.1. Prinzip eines FP Hochdurchsatz-Verfahrens fiir STAT3

Andere in der Literatur beschriebene Verfahren, wie zum Beispiel ein ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay) (Haan et al., 1999) oder eine EMSA-Analyse (electrophoretic mobility
shift assay) (Turkson et al., 2001), fiir die Identifizierung kleiner organischer Molekiile, die an
die SH2-Domine von STAT3 binden, eignen sich aufgrund der arbeitsintensiven
Durchfilhrung wenig fiir die Hochdurchsatz-Analyse von groflen chemischen
Substanzbibliotheken. Mit Fluoreszenzpolarisation (FP) kann man die Bindung eines kleinen
Fluoreszenz-markierten Molekiils an seinen signifikant groBeren Bindungspartner
analysieren, und FP bietet ein homogenes Assayformat, welches die automatisierte
Untersuchung grofer Substanzbibliotheken erlaubt (Owicki, 2000). Auf der Basis bereits
veroffentlichter Assayformate fiir die SH2-Doménen von Src (Lynch et al., 1997; Lynch et
al., 1999) und STAT1 (Wu et al., 1997) wurde daher ein neuer Assay entwickelt, um mittels

FP kleine organische Molekiile zu identifizieren, die die Funktion der SH2-Doméne

inhibieren.
Linear polarisiertes Licht Abb. 7: Prinzip der Fluoreszenzpolarisation.
Einfallendes linear polarisiertes Licht trifft auf ein
Phosphopeptid Fluoreszenz-markiertes Phosphopeptid, welches an
L~ die SH2-Domine von STAT3 bindet. Das freie

k? Phosphopeptid rotiert schnell in der Losung, es erfolgt
a ‘ - 0 “-F eine Depolarisation des Lichts. Bindet das
' Phosphopeptid an das STAT3-Protein, rotiert der

Proteinkomplex langsam in Losung, das Licht bleibt
L~ /e~ polarisiert (a). Verdringt eine Testsubstanz das

“‘F ‘4 k? Phosphopeptid von der SH2-Doméne (b), rotiert
»

STAT3 Testsubstanz

dieses schnell. Es erfolgt eine Depolarisation des
Lichts.
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Die Polarisation ist direkt proportional zum Molekularvolumen V und zur Viskositit n und
indirekt proportional zur Fluoreszenzlebensdauer T und zur Temperatur T der Losung (Pope et
al., 1999). Wird ein mit einem Fluoreszenzmarker versehenes Phosphopeptid in Losung mit
linear polarisiertem Licht bestrahlt, kommt es aufgrund der Rotationsdiffusion zu einer
Depolarisierung des emittierten Lichts. Bindet das Phosphopeptid an ein Protein, hat dieser
Komplex ein viel groBeres Molekulargewicht und weist daher eine geringere
Rotationsdiffusion auf als das freie Peptid. Als Folge davon wird das emitierte Licht weniger
depolarisiert (Abbildung 7a). Bindet eine Testsubstanz an die SH2-Doméne, bewirkt dies eine
Verdriangung des Phosphopeptids, welches in Folge des geringeren Molekulargewichts
schneller rotiert, was eine Depolarisation des Lichts bewirkt (Abbildung 7b).

3.1.2.2. Expression und Aufreinigung der rekombinanten Proteine

Aus der Literatur war bereits die Expression von rekombinantem STAT3 aus E. coli bekannt
(Becker et al., 1998a). Es wurden Konstrukte fiir STAT3, STAT1 und STATS5b kloniert (siche
Material und Methoden) und diese Fusionsproteine zusammen mit Lck (siehe Material und
Methoden) rekombinant aus dem E.coli Stamm Rosetta exprimiert und aufgereinigt. Die
Rosetta E.coli stammen vom BL21(DE3) Stamm ab und enthalten neben seltenen tRNAs eine
durch IPTG induzierbare T7 RNA Polymerase, die Proteinexpression erlaubt. Die
Aufreinigung erfolgte bei den STAT-Proteinen iiber einen Poly-Histidin Rest, Lck wurde {iber
eine GST (anti-glutathione S-transferase) Markierung aufgereinigt (siche Material und

Methoden).

Abb. 8: Reinheit des rekombinanten STAT3-Proteins.

200 — Das aufgereinigte STAT3-Protein aus Rosetta wurde in einer Gelelektrophorese
16 — aufgetrennt und das Gel mit Coomassie angeférbt und anschlieend eingescannt.
Mit dem Analyseprogramm AIDA wurden die Banden quantifiziert und die
@ « stars Reinheit des STAT3-Proteins auf 96% bestimmt.

66

45 —

31




3 Ergebnisse 61

Nach der Aufreinigung der Proteine wurden diese in einer Polyacrylamidgel-Analyse
aufgetrennt und das Gel mit Coomassie angefarbt. Nach dem Scannen des Gels und dem
Quantifizieren der Proteinbanden wurde die Reinheit der Proteine mittels AIDA, einem
Analyseprogramm, auf 96% fiir STAT3 (Abb. 8) bestimmt. STAT1 besal} eine Reinheit von
94 %, STATSb 96 % und Lck 98 % (Daten nicht gezeigt).

3.1.2.3. Das Phosphopeptid GpYLPQTYV bindet an unphosphoryliertes STAT3
Die Peptidsequenz P/A-pYLKTK ist von der SH2-Bindungsdomine von STAT3 abgeleitet
(Turkson et al., 2001). Der N-terminale Teil der Peptidsequenz PpYLKTKFI wurde mit dem

Fluoreszenzmarker 5-Carboxyfluorescein versehen und die Bindung dieses Phosphopeptids
an unphosphoryliertes rekombinantes STAT3-Protein untersucht. Dieses Peptid zeigte jedoch
kaum eine Bindung an STAT3 (Daten nicht gezeigt). Eine dhnlich schwache Bindung an das
Protein war mit dem Peptid 5-Carboxyfluorescein-GpYLKTKF zu beobachten. Bei diesem
Peptid war das N-terminale Prolin gegen ein Glycin substituiert worden, um die Kopplung an
den Fluoreszenzmarker zu vereinfachen. Auch in diesem Fall stieg der Wert fiir die
Fluoreszenzpolarisation mit steigender Proteinkonzentration nur sehr schwach an (Abbildung
8). Die Idee fiir den Austausch zwischen Prolin und Glycin beim N-terminalen Ende des
Peptids kam von Fluoreszenz-markierten Peptiden fiir die Bindung an STATI bzw. Src
(Lynch et al., 1997; Lynch et al., 1999; Wu et al., 1997). Ein vollig anderes Bild ergab die
Bindung des Phosphopeptids 5-Carboxyfluorescein-GpYLPQTV-NH,, welches vom gp130-
Rezeptor abgeleitet war (Ren et al., 2003) und eine hohe Affinitit zur STAT3 SH2-Doméne
aufwies. Dieses Phosphopeptid zeigte bei steigender Konzentration von unphosphoryliertem
STAT3-Protein im Gegensatz zu den anderen beiden Peptiden einen grofen Anstieg in der

Fluoreszenzpolarisation (Abbildung 9).

Abb. 9: Vergleich zweier
300 - Phosphopeptide fiir STAT3.

Die Bindung der Fluoreszenz-markierten

250 Phosphopeptide 5-Carboxyfluorescein-
. GpYLPQTV und 5-Carboxyfluorescein-
o 200 | GpYLKTKF  an  unphosphoryliertes
é 150 | ° Fluor-GpYLPQTV STATS3. Die Peptide Wurdeq be% einer
& o Fluor-GoYLKTKE Konzentra‘qon von 10 nM b'el steigender
100 | P Konzentration von STAT3 eingesetzt und
die Fluoreszenzpolarisation gemessen. Die

50 ¢ Fehlerbalken repriasentieren das Mittel +

0 S.A. flir drei unabhingig voneinander

| \ ‘ ‘ ‘ | durchgefiihrte Experimente. Aufgrund der
0 200 400 o600 800 1000 geringen S.A. sind die Fehlerbalken von

STAT3 (nM) den Symbolen iiberlagert.
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3.1.2.4. Einfluss der Pufferzusammensetzung auf die Bindungskurve

Alle Experimente mit Fluoreszenzpolarisation wurden unter denselben Pufferbedingungen
durchgefiihrt. Neben einer Puffersubstanz, die dazu diente, den pH Wert der Losung stabil zu
halten, enthielt der Puffer auch Natriumchlorid. Bei der Bindung des Nukleotidinhibitors
Guanosin-3’-Monophosphat an Ribonuklease wurde festgestellt, dass mit steigender
Salzkonzentration in Lésung die intermolekulare Protein-Bindung gelockert wird (Waldron et
al., 2005). Analog dazu wurde bei frilheren Messungen der Bindung zwischen
Phosphopeptiden und Proteinen mittels Fluoreszenzpolarisation eine Lockerung der Bindung
zwischen dem Phosphopeptid und dem Protein bei steigender Salzkonzentration beobachtet
(Lynch et al, 1997, Wu et al, 1997). Bei der Bindung des Phosphopeptids 5-
Carboxyfluorescein-GpYLPQTV-NH; an unphosphoryliertes STAT3-Protein wurde ebenfalls
eine Schwichung der Bindung registriert (Abbildung 10).

300
250 1
=200 |
£
= 150 y// ® Fluor-GpYLPQTYV, 50 mM NaCl
L 100 |/ 0 Fluor-GpYLPQTV, 100 mM NaCl
D A Fluor-GpYLPQTV, 150 mM NacCl
50 5 v Fluor-GpYLPQTV, 200 mM NaCl
01

0 500 1000 1500 2000
STAT3 (nM)

Abb. 10: Einfluss von NaCl auf die Bindung zwischen Fluor-GpYLPQTYV und STAT3.

Die Bindung zwischen dem Phosphopeptid 5-Carboxyfluorescein-GpYLPQTV (10 nM) und
steigender Konzentrationen unphosphoryliertem STAT3-Protein wurde bei verschiedenen
Salzkonzentrationen mittels FP bestimmt. Die Fehlerbalken repréisentieren das Mittel = S.A. fiir drei
unabhédngig voneinander durchgefiihrte Experimente. Aufgrund der geringen S.A. sind die
Fehlerbalken von den Symbolen {iberlagert.

Um den Einfluss der Salzkonzentration auf die Bindung zwischen dem Phosphopeptid und
STAT3 zu quantifizieren, wurde der jeweilige K4 Wert aus den Bindungskurven errechnet.
Der K4 Wert ist definiert als diejenige Proteinkonzentration, bei welcher die Bindungskurve
halbmaximal ist. Der K4 bei 50 mM NaCl errechnete sich zu 150 £ 10 nM. Eine Erhéhung der
Salzkonzentration auf 100, 150 oder 200 mM NaCl steigerte die Kq Werte auf 190 + 20, 310 +
30 und 430 £ 50 nM. Im Folgenden wurde die Konzentration von NaCl konstant bei 50 mM
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gehalten, um die Bindung zwischen dem Phosphopeptid und dem Protein nicht vor der

Zugabe der Testsubstanzen im Vorhinein zu stark zu schwichen.

Abb. 11: Einfluss von DMSO auf die
Bindung zwischen Fluor-GpYLPQTYV und

300 | STATS3.
Die Bindung zwischen dem Phosphopeptid 5-
250 1 Carboxyfluorescein-GpYLPQTV und
200 - steigender Konzentrationen an
® 0% DMSO unphosphoryliertem STAT3-Protein wurde
150 m 5% DMSO bei verschiedenen DMSO Konzentrationen
A 10% DMSO mittels FP  bestimmt. Die Fehlerbalken
100 1 v 15% DMSO repriasentieren das Mittel + S.A. fiir drei

FP (mP)

unabhédngig  voneinander  durchgefiihrte
Experimente. Aufgrund der geringen S.A.
sind die Fehlerbalken von den Symbolen

0 500 1000 1500 2000 tberlagert.
STAT3 (nM)

50

Da die Testsubstanzen in DMSO geldst waren, wurden im Folgenden auch der Einfluss dieses
Losungsmittels auf die Bindungskurve zwischen dem Phosphopeptid und unphosphorylierten
STAT3 untersucht. Beim Vergleich der Bindung des Phosphopeptids an das Protein in
Abwesenheit von DMSO (Abb. 11) konnte bei Erhéhung der DMSO Konzentration auf 5, 10,
und 15% ein Absinken des Kg-Wertes um je 1, 11 und 19% registriert werden. Dies deutete
auf eine stirkere Bindung zwischen Phosphopeptid und Protein in Gegenwart dieses
Losungsmittels hin (siehe dazu Kapitel 3.1.2.6.). Daher wurde die DMSO Konzentration in
den Folgeexperimenten konstant bei 10% gehalten, um ein ausreichendes Losen der

Testsubstanzen im Assaypuffer sicherzustellen.

3.1.2.5. Untersuchung der Spezifitit der Bindung des Phosphopeptids an STAT3

Das Protein Lck gehort zur Src-Proteinfamilie (Isakov & Biesinger, 2000) und besitzt eine
SH2-Doméne, deren Bindungsmotiv stark von dem der STAT3-SH2-Domine abweicht. Um
die Selektivitdt der Bindung zwischen dem Phosphopeptid und dem STAT3 zu testen, wurden
daher 10 nM 5-Carboxyfluorescein-GpYLPQTV-NH; mit steigenden Konzentrationen an Lck
inkubiert und mittels Fluoreszenzpolarisation die Bindung des STAT3-Phosphopeptids an die
SH2-Doméne von Lck untersucht. Wie man in Abbildung 12 sieht, hat das Phosphopeptid
auch bei hohen Konzentrationen von Lck nicht an dessen SH2-Domidne gebunden, ein
weiterer Hinweis dafiir, dass dieses Peptid spezifisch an die SH2-Doméne von STAT3 bindet.
Um nachzuweisen, dass das GST-gereinigte Lck-Protein mit seiner SH2-Doméne funktional

war, wurde ebenfalls die Bindung des Phoshopeptids pYEEIP, das bevorzugte SH2-
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Bindungsmotiv von Mitgliedern der Src-Kinasefamilie (Lynch et al., 1997), an Lck mit FP
untersucht. Der starke Anstieg der Fluoreszenzpolarisation, der bei Inkubation des
Phosphopeptids 5-Carboxyfluorescein-GpYEEIP mit nanomolaren Konzentrationen an Lck
beobachtet werden konnte, war ein Hinweis auf die Funktionalitit des rekombinanten Lck-

Proteins (Abbildung 12).

Abb. 12: Spezifititskontrolle: Bindung

FP (mP)

250 verschiedener Phosphopeptide an GST-
Lck-SH2.

200 R A Die Peptide 5-Carboxyfluorescein-GpYEEIP

und 5-Carboxyfluorescein-GpYLPQTV-NH,

150 Ge 10 nM) wurden mit steigender

A Fluor-GpYEEIP Konzentration an GST-Lck-SH2  Protein

100 ®  Fluor-GpYLPQTV behandelt und die Bindung der Peptide an die

Lck-SH2-Doméne mittels FP charakterisiert.

50 Die Fehlerbalken reprisentieren das Mittel +

0 — . S.A. fiir drei wunabhidngig voneinander

‘ ‘ ‘ ‘ ‘ durchgefiihrte Experimente. Aufgrund der
0 50 100 150 200 250  geringen S.A. sind die Fehlerbalken von den
Symbolen tiberlagert.
Lck (nM)

3.1.2.6. Test der Inhibition der STAT3-Bindunggskurve mittels verschiedener Peptide

Im néchsten Schritt wurden verschiedene Peptidsequenzen ohne Fluoreszenzmarkierung auf
thre Fahigkeit hin untersucht, die Bindung zwischen dem Phosphopeptid 5-
Carboxyfluorescein-GpYLPQTV-NH; und der SH2-Doméne von STAT3 zu inhibieren. Wie
erwartet, hatte das von der STAT3-Bindungssequenz des gpl30-Proteins abgeleitete Peptid
Ac-pYLPQTV-NH, dabei die besten antagonistischen Eigenschaften (Abbildung 13). Die
Beobachtung, dass das korrespondierende Phosphopeptid mit einem freien N-terminalen Ende
(pYLPQTV-NH;) eine reduzierte Aktivitit aufwies (Abbildung 13), deckte sich mit fritheren
Publikationen, dass ein freies N-terminales Ende die Affinitdt von phosphotyrosinhaltigen

Peptiden zur STAT3-SH2-Doméne erniedrigt (Turkson et al., 2001).
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Abb. 13: Phosphopeptidische Inhibition der Bindung von Fluor-GpYLPQTV-NH, an STAT3.
Die Inkubation von 150 nM unphosphoryliertem STAT3-Protein und 10 nM 5-Carboxyfluorescein-
GpYLPQTV-NH, mit jeweils steigenden Konzentrationen an in der Grafik angegebenen
Phosphopeptiden fiihrte zu einer Inhibition der Bindung von Fluor-GpYLPQTV-NH, an die STAT3
SH2-Doméne mit jeweils unterschiedlicher antagonistischer Stérke. Die Inkubation erfolgte ohne
DMSO, ansonsten waren die Pufferbedingungen wie im Material- und Methodenteil beschrieben. Die
Fehlerbalken reprasentiecren das Mittel = S.A. fiir drei unabhingig voneinander durchgefiihrte
Experimente.

Ein quantitativer Vergleich der beiden ICsyp Werte ergab fiir die beiden antagonistischen
Phosphopeptide Werte von ICsp = 250 + 30 nM fiir das acetylierte Phosphopeptid und ICsy =
510 = 50 nM fiir das Phosphopeptid mit dem freien N-terminalen Ende (Tabelle 2). Die
fehlende inhibitorische Aktivitit des unphosphorylierten Peptids Ac-YLPQTV-NH;
demonstrierte, dass die Interaktion zwischen dem fluoreszierenden Peptid und STAT3 in der
Tat durch Wechselwirkungen zwischen der SH2-Doméne und dem Phosphotyrosin zustande
kam (Tabelle 2). In Ubereinstimmung mit vorherigen Ergebnissen, dass STAT3-abgeleitete
Phosphotyrosine, die ein pYLKTK Motiv enthalten, nur mit geringer Affinitdt an STAT3
binden (Abbildung 9), inhibierten die beiden Phosphopeptide PpYLKTK und
PGSAAPpYLKTKFI die Interaktion zwischen dem fluoreszierenden Phosphopeptid und
STATS3 nur bei signifikant hoheren Konzentrationen (Abbildung 13). Eine Quantifizierung
der ICsy Werte ergab bei Abwesenheit von DMSO Werte von ICsyp = 39 £ 3 uM fiir
PpYLKTK bzw. ICso = 57 = 10 uM fiir PGSAAPpYLKTKFI (Tabelle 2). Ebenfalls eine
Bestitigung vorheriger Experimente ist das Ergebnis, dass ein Peptid mit dem pYEEI Motiv,
welches an die SH2-Doméne des Src-Familienmitgliedes Lck bindet (Abbildung 12), keinen
inhibitorischen Effekt zeigte (Abbildung 13 und Tabelle 2). Diese Ergebnisse wiesen darauf
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hin, dass mit diesem Assay die selektive Identifikation von kleinen organischen Molekiilen

moglich sein sollte, die an die SH2-Domine von STAT3 binden.

Peptidsequenz ICso bei 0% DMSO (uM) ICs bei 15% DMSO (uM)
Ac-pYLPQTV-NH; 0,25+0,03 0,14 +£ 0,02

pYLPQTV-NH, 0,51 +0,05 0,33+ 0,06
Ac-YLPQTV-NH, < 5% Inhibition bei 100 pM | < 5% Inhibition bei 100 uM
PpYLKTK-OH 39+3 25+5
PGSAAPpYLKTKFI-OH 57+10 44 + 4

GpYEEIP < 10% Inhibition bei 100 uM | < 10% Inhibition bei 100 pM
pY < 10% Inhibition bei 100 uM | < 10% Inhibition bei 100 pM

Tabelle 2: Quantifizierung der Ergebnisse aus Abbildung 12.
Gezeigt ist das Mittel = S.A. fiir drei unabhéngig voneinander durchgefiihrte Experimente.

Interessanterweise waren die ICso Werte der Inhibitorpeptide um 23 — 41% in der Gegenwart
von 15% DMSO erniedrigt (Tabelle 2). Auch bei der Bindung von 5-Carboxyfluorescein-
GpYLPQTV-NH; an die SH2-Domédne von STAT3 war dieser Effekt, wenngleich mit einer
Reduktion von 19% in Gegenwart von 15% DMSO etwas niedriger, zu beobachten
(Abbildung 11). Es wurde spekuliert, dass der Zusatz von DMSO zum wissrigen Puffer die
Desolvatasierungsenergie der Peptide nach der Bindung an die SH2-Doméne herabsetzte, was
in einer festeren Bindung zwischen Protein und Peptiden resultierte. Die Tatsache, dass der
Effekt kleiner war bei Peptiden ohne Fluoreszenzmarkierung konnte eventuell durch eine
sterische Hinderung zwischen der SH2-Domédne und dem S5-Carboxyfluorescein erklart
werden, was den Einfluss der reduzierten Desolvatationsenergie auf eine verstirkte Bindung

zwischen STAT3 und dem Fluoreszenz-markierten Peptid senken wiirde.

3.1.2.7. Untersuchung der Zeitstabilitit des Assays

Da fiir eine Hochdurchsatz-Analyse die Stabilitdt des Verfahrens iiber mehrere Stunden
hinweg eine wichtige Rolle spielt, wurde die Bindung zwischen 5-Carboxyfluorescein-
GpYLPQTV-NH, und STAT3 iiber 24 Stunden hinweg beobachtet. Nur geringfiigige
Anderungen in den Ky Werten wurden in dieser Zeitperiode registriert, was den
Experimentator von einem potentiellen Termindruck wéhrend der Hochdurchsatz-Analyse

befreit (Abbildung 14).
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Abb. 14: Zeitliche Stabilitit der Bindung
300 | zwischen STAT3 und 5-
Carboxyfluorescein-GpYLPQTV-NH,.

250 1 Ein  Vergleich der Bindungskurven
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3.1.2.8. Berechnung des Z° Wertes

Ein weiteres wichtiges Kriterium fiir die Eignung eines Hochdurchsatz-Verfahrens ist der so
genannte Z> Wert (Zhang ef al., 1999a). Der Z° Wert korreliert die Abweichungen innerhalb
einer Lochplatte bei Abwesenheit einer Testsubstanz mit den Unterschieden der FP Werte
zwischen freiem und Protein-gebundenem Fluoreszenz-markierten Peptid. Betrachtet man
Unterschiede in der Fluoreszenzpolarisation zwischen freiem und Protein-gebundenem
Peptid, reprisentiert ein Z° Wert von 1 den perfekten Fall, in welchem die Variationen
innerhalb einer Lochplatte 0 sind. Ein Assay mit einem Z’ Wert von 0,5 wird dabei noch als
gut geeignet fiir Hochdurchsatz-Verfahren angesehen. Um den Z° Wert in diesem
Hochdurchsatz-Verfahren zu bestimmen, wurde die Fluoreszenzpolarisation von einer
Mischung, die das Fluoreszenz-markierte Peptid 5-Carboxyfluorescein-GpYLPQTV-NH; (10
nM) in Gegenwart von 150 nM STATS3 enthielt (gebundener Zustand), verglichen mit den FP
Werten einer korrespondierenden Mischung, welche zusitzlich das antagonistisch wirkende
Phophopeptid ohne Fluoreszenzmarkierung (10 uM) enthielt (freier Zustand) (Abbildung 15).

3-STABW +3-STABW,

gebunden frei
—FP

I:I) frei

gebunden

Die Formel fiir die Berechnung des Z’ Wertes war Z'=1-

9

wobei STABW die Standardabweichung innerhalb der Einzelwerte und FP den jeweiligen
Mittelwert der Fluoreszenzpolarisationswerte bedeutet. Der erhaltene Z’° Wert von 0,87 + 0,03
war eine weiterere Bestdtigung, dass dieser Assay sich sehr gut fiir ein Hochdurchsatz-

Verfahren eignet (Abb. 15).
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Abb. 15: Bestimmung von Z’°.
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3.2. Hochdurchsatz-Analyse chemischer Substanzbibliotheken
Es ist eine Schliisselfrage der Chemischen Biologie, wie man kombinatorische

Substanzbibliotheken anlegt, die die biologisch relevanten Regionen des chemischen
Strukturraums abbilden. Dies ist keineswegs trivial, insbesondere, wenn man bedenkt, dass
der gesamte chemische Strukturraum auf 10°° bis 10°* Strukturen errechnet wurde, aber nur
ein ganz geringer Anteil davon biologisch relevante Strukturen darstellt (Tan, 2005). Bei der
Zusammenstellung solcher Bibliotheken existieren zwei verschiedene Ansédtze. Zum einen
basieren einige Substanzbibliotheken zur Untersuchung biologischer Fragestellungen auf
organischen Substanzen aus dem Bereich der Kombinatorischen Synthese. Zum anderen gibt
es die Alternative, Bibliothcken aus Molekiilen zusammenzustellen, die aus Mikroben,

Pflanzen oder marinen Organismen gewonnen wurden (Tan, 2005).

3.2.1. Synthetische Substanzbibliotheken
Die Strukturen organisch synthetisierter Substanzbibliotheken basieren oft auf einem

stickstofthaltigen heteroaromatischen Grundgeriist und nur wenige Strukturen besitzen ein
Stereozentrum, um die Synthese zu vereinfachen (Tan, 2005). Einige dieser Grundgeriiste
wurden bereits als privilegierte Strukturen identifiziert, da diese an verschiedene
Proteinklassen binden konnen. Ein klassisches Beispiel fiir eine solche privilegierte Struktur
ist das Benzodiazepin-Geriist (DeSimone et al., 2004). Oft dienen diese Substanzbibliotheken

zur Identifikation neuer Wirkstoffe. Da diese bei oraler Bioverfiigbarkeit am niitzlichsten
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sind, werden meist Lipinskis ,,Rule of 5“ bei der Auswahl der Strukturen beriicksichtigt.
Diese Regeln beinhalten, welche Eigenschaften eine Struktur haben sollte, damit sie zu groB3er
Wahrscheinlichkeit eine orale Bioverfiigbarkeit besitzt (Lipinski et al., 2001). So sollte
beispielsweise das Molekulargewicht einer Substanz kleiner als 500 g/mol sein und die
Anzahl der OH-Bindungen oder NH-Bindung liegt idealerweise unter 5, wahrend die Anzahl

der Wasserstoffakzeptoratome maximal 10 ist.

3.2.1.1. Hochdurchsatz-Untersuchung synthetischer Substanzbibliotheken

Es wurden zwei verschiedene kommerziell verfiigbare Substanzbibliotheken erworben, und es
sollte im Folgenden in einem Hochdurchsatz-Verfahren diejenigen Substanzen dieser
Bibliotheken identifiziert werden, die spezifisch die Funktion der STAT3-SH2-Doméne
inhibieren. Da die Bibliotheken auch zur Identifikation von Modulatoren anderer Protein-
Protein-Interaktionen dienen sollten, wurde auf eine moglichst groBe Diversitit der in den
Bibliotheken vorhandenen Strukturen geachtet. Abbildung 16 gibt einen Uberblick iiber den
Ablauf eines Hochdurchsatz-Verfahrens bei der Identifikation von Protein-Protein-

Modulatoren.

Abb. 16: Durchfiihrung der

Substanzbibliothcken Biomek FX Roboter Costar 384 Locnpinen HHOChdurchsatz-Analyse chemischer

2o Substanzbibliotheken.
Die chemischen  Substanzbibliotheken
wurden nach dem Auftauen in einem
Trockenschrank mittels einer Pipetierhilfe
(Biomek FX) in Costar 384 Lochplatten
transferiert und mit STAT3 (150 nM) und

5-Carboxyfluorescein-GpYLPQTV-NH,
(10nM) gemischt. Das Auslesen der
Fluoreszenzpolarisation (FP) erfolgte in
einem Tecan Ultra Fluoreszenzleser. Die
Rohdaten in Matrixform wurden mit dem
Computeranalyseprogramm Megallan in
eine Excel Liste konvertiert. Die
identifizierten Substanzen, die an die SH2-
Domiéne von STAT3 banden, wurden im
letzten Schritt, dem so genannten ,,Cherry
Picking* nochmals per Hand verifiziert.

Sortierte Daten
Excel Liste

Magellan

> C()])]pll.t&’._‘ljgc:fll'.'llzm >
Identifikation
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Es wurden in dieser Analyse 17.298 Substanzen auf ihre Fahigkeit hin untersucht, die
Bindung zwischen dem Phosphopeptid 5-Carboxyfluorescein-GpYLPQTV-NH; und STAT3
zu inhibieren. Die Substanzbibliotheken wurden je zweimal untersucht und die
Fluoreszenzpolarisation gemessen. Aus dem Vergleich zwischen einer Negativkontrolle
(gebundenes Peptid) und einer Positivkontrolle (freies Peptid) wurde die
Fluoreszenzpolarisation in prozentuale Inhibition umgerechnet und diese Werte miteinander
verglichen. Mehrere Selektionskriterien wurden angewendet, um eine geeignete Testsubstanz
zu identifizieren. In einem mehrstufigen Prozess wurden zunéchst diejenigen Verbindungen
herausgefiltert, die in beiden Duplikatmessungen jeweils eine Inhibition von mehr als 60%
erreicht hatten (144 Verbindungen). Eine stark verdnderte Totalintensitdt war ein weiteres
Ausschlusskriterium, da die Berechnung der Fluoreszenzpolarisation auch auf der
Totalintensitdt beruht und eine Verdnderung dieses Wertes durch eine Eigenfluoreszenz der
Testsubstanz zu einem verfélschten Ergebnis gefiihrt hitte. Die in parallel durchgefiihrten
Hochdurchsatz-Analysen erhaltenen Modulatoren anderer Protein-Protein-Interaktionen
wurden mit den Ergebnissen dieser Arbeit verglichen und diejenigen Testsubstanzen
herausgefiltert, die unspezifisch an mehrere Proteine binden konnen. Die Fihigkeit der
Substanz, die Kernlokalisation von STAT3 zu inhibieren, wurde in HepG2 Zellen mit einem
Immunfluoreszenzverfahren am Mikroskop untersucht (Kapitel 3.4). Die serielle Auswertung
der genannten Kriterien (Daten nicht gezeigt) fiihrte schlieBlich zur Identifizierung eines
potentiellen Inhibitors von STAT3. In Tabelle 3 wird exemplarisch ein Auszug aus den
Primirdaten mit den Werten dieser Testsubstanz aus der Hochdurchsatz-Untersuchung

gezeigt.

ID ‘M(g/mol) ‘ FP 1 (mP) ‘ FP 2 (mP) ‘ Inhibition 1 (%) | Inhibition 2 (%)
MWPOOO43‘ 211,1918‘ 64 ‘ 57 ‘ 67 ‘ 74

Tabelle 3: Auszug aus den Primérdaten fiir den potentiellen STAT3 Inhibitor MWP00043.
Gezeigt ist die ID Nummer der Testsubstanz, das Molekulargewicht, die beiden
Fluoreszenzpolarisationswerte aus der doppelt ausgefiihrten Hochdurchsatz-Untersuchung und die
prozentuale Inhibition der Bindung des Fluoreszenz-markierten Peptids an die SH2-Doméne von
STATS3, die aus den FP Werten berechnet wurde.
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3.2.2. Naturstoffe
Aus Mikroben, Pflanzen oder marinen Organismen gewonnene Substanzen, so genannte

Naturstoffe, demonstrieren eine viel groBBere strukturelle Verschiedenheit und Komplexitit als
Substanzen aus kombinatorischen Synthesen. Sie enthalten meist mehr Sauerstoffatome als
Stickstoffatome und besitzen viele Stereozentren (Feher & Schmidt, 2003). Betrachtet man
sich die wachsende Anzahl von therapeutisch genutzten Naturstoffen der letzten Jahre, wird
die grofle Bedeutung dieser natiirlich vorkommenden Substanzen klar (Newman et al., 2003).
Es hat sich gezeigt, dass insbesondere bei der Modulation von Protein-Protein-Interaktionen,
die historisch gesehen schwierig mit kleinen organischen Molekiilen durchzufiihren war
(Arkin & Wells, 2004; Berg, 2003; Pagliaro et al., 2004), man innerhalb der Gruppe der
Naturstoffe mit einer hoheren Wahrscheinlichkeit eine geeignete Verbindung identifizieren
kann (Tan, 2005). Dies ist nicht verwunderlich, wenn man bedenkt, dass diese ,,privilegierten
Substanzen* in der Evolution als vorselektierte Liganden fiir viele Proteine ausgewdhlt

wurden (Dekker et al., 2005).

3.2.2.1. Hochdurchsatz-Untersuchung von Naturstoffbibliotheken

Analog zu den oben beschriebenen synthetisch erzeugten Substanzbibliotheken wurden die
Substanzen dreier verschiedener Bibliotheken von Naturstoffen oder Naturstoffderivaten auf
ihre Fahigkeit hin tiberpriift, die Funktion der SH2-Domine von STAT3 zu inhibieren. Die
Bibliothek von Analyticon enthielt 1000 verschiedene Naturstoffe. Fiir eine Voruntersuchung
der Spezifitdt wurde ebenfalls die Inhibition der Funktion der SH2-Doménen von STAT1 und
STATSb tiberpriift. Von den 1000 Verbindungen zeigten 19 Verbindungen eine prozentuale
Inhibition von mehr als 60% gegeniiber STAT3. Durch das Herausfiltern der unspezifischen
Verbindungen durch einen Vergleich mit einem parallel durchgefiihrten Hochdurchsatz-
Screening gegen STATI und STATS5b blieben noch 9 potentielle Inhibitorkandidaten fiir die
Inaktivierung von STAT3. In einem nachfolgenden Selektionsprozess wurde per Hand das
Ergebnis des Hochdurchsatz-Verfahrens validiert. Wie man in Abbildung 17 erkennen kann,
inhibierten bei der Validierung nur noch fiinf der neun untersuchten Verbindungen STAT3 zu
tiber 60% bei einer Inkubation mit jeweils 50 pM Testsubstanz in FP-Assays. Davon zeigten
nur die Verbindungen NP-2 und NP-6 eine signifikant niedrigere Inhibition der anderen

getesteten Proteine STAT1, STATSb und Lck.
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Abb. 17: Validierung der aus der Analyticon Bibliothek identifizierten STAT3
Inhibitorkandidaten.

Die genannten Proteine und die zugehorigen Fluoreszenz-markierten Phosphopeptide wurden mit
jeweils 50 uM Testsubstanz 60 Minuten bei 30°C inkubiert und die Fluoreszenzpolarisation gemessen
(siehe Kapitel 2). Uber die jeweiligen Bindungskurven der Proteine wurden die erhaltenen Werte in
Proteinkonzentrationen umgerechnet und in eine prozentuale Inhibition umgesetzt. Die gestrichelte
Linie zeigt das Auswahlkriterium einer Inhibition von 60%.

Anschlieend wurden die Verbindungen in HepG2 Zellen unter dem Mikroskop auf Toxizitdt
tiberpriift und die Fahigkeit der jeweiligen Substanz, die Kernlokalisation von STAT3 zu
inhibieren, mit einem Immunfluoreszenzverfahren am Mikroskop untersucht. Hier erwiesen
sich beide Verbindungen als zytotoxisch, wahrend die anderen untersuchten Testsubstanzen
nicht oder nur geringfiligig den Transport von STAT3 in den Zellkern inhibierten (Daten nicht
gezeigt). Daher wurde aus dieser Hochdurchsatz-Untersuchung kein spezifischer Inhibitor der

STAT3-Aktivierung identifiziert.

Weitere Substanzbibliotheken bestehend aus Naturstoffen oder Naturstoffderivaten wurden
vom Hans-Knoll-Institut in Jena und vom Max-Planck-Institut fiir Molekulare Physiologie in
Dortmund zur Verfiigung gestellt. Die Hochdurchsatz-Untersuchung der insgesamt 4163
Substanzen auf ihre Féhigkeit, an die SH2-Domiane von STAT3 zu binden, ergab jedoch keine
weiteren Inhibitorkandidaten von STAT3 (Daten nicht gezeigt).
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3.3. In vitro Charakterisierung des STAT3 Inhibitors ,,Stattic*
STATS3 spielt in der krankhaften Signaliibermittlung wie zum Beispiel bei Krebserkrankungen

eine bedeutende Rolle, da dieses Protein einen wichtigen Punkt der Konvergenz von Signalen
vieler iiberregulierter Wachstumsfaktoren, Zytokinrezeptoren oder anderen onkogenen
Proteinen wie beispielsweise Src bildet. Als Folge fiihrt in Krebszellen ein Ausschalten des
STAT3-Proteins unter anderem zur Apoptose, was durch zahlreiche zellbiologische
Untersuchungen belegt werden konnte (Yu & Jove, 2004). Dies unterstreicht die Rolle von
STAT3 als ein wichtiges Zielprotein bei der Entwicklung neuer Therapien von
Krebserkrankungen. So wird die Funktion der STAT3-SH2-Doméne in NIH3T3/v-Src Zellen
durch ein Phosphopeptid inhibiert, welches an diese Doméane bindet (Turkson et al., 2001).
Der groBBe Vorteil eines kleinen Molekiils, welches analog an das Protein binden wiirde, liegt
also darin, dass es vermutlich sowohl die Aktivierung als auch die Dimerisierung von STAT3

verhindern wiirde (Abbildung 18).

IL ] Ligand

Wachstumsfaktor-
| rezeptor

Zytokin-
rezeptor

Zellmembran (I

Abb. 18: Mechanismus der Inhibition der STAT3-SH2-Domiine.

Ein kleines Molekiil, welches die STAT3-SH2-Doméne bindet, wiirde das Andocken von STAT3 an
die aktivierten Oberflichenrezeptoren (z.B. den IL-6 Rezeptor) und konstitutiv-aktive Tyrosinkinasen
(z.B. v-Src) verhindern. Somit wére die Tyrosinphosphorylierung von STAT3 effektiv und selektiv
unterbunden (Fall A). Aber als zweiten Effekt hitte ein solcher Antagonist auch die Fahigkeit, die
Dimerisierung derjenigen STAT3 Molekiile zu inhibieren, die bereits am Tyrosinrest phosphoryliert
wurden, was die Effizienz der Inhibition erhoht (Fall B).
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3.3.1. Stattic
Bei der sequentiellen Analyse der bei der Hochdurchsatz-Untersuchung gefundenen

Inhibitorkandidaten von STAT3 wurde die Substanz MWP00043 aus der Substanzbibliothek
von Maybridge als ein kleines organisches Molekiil identifiziert, welches spezifisch an die
SH2-Doméne von STAT3 bindet. Diese Substanz wurde ,,Stattic genannt (STAT three
inhibitory compound) und wurde im Laufe der folgenden Arbeit ndher charakterisiert.
Betrachtet man die Struktur des 6-Nitro-benzo[b]thiophen-1,1-dioxids (Abb. 19), so fallt
neben der aromatischen Nitrogruppe besonders das Michael-Akzeptor-System bestehend aus
einer Vinylsulfongruppe auf. Beide Reste konnten einen wichtigen Beitrag fiir die

inhibitorische Wirkung auf die STAT3-SH2-Doméne leisten.

AN Abb. 19: Stattic.
Die chemische Strukturformel des STAT3 Inhibitors Stattic (STAT
O 2 N P /S\\O three inhibitory compound).

3.3.2. Temperaturabhangigkeit der Inhibition
Die chemische Struktur von Stattic legt die Vermutung nahe, dass es sich beim Mechanismus

der Reaktion um eine irreversible Michaeladdition zwischen einer nukleophilen Aminoséure
von STAT3 und des Inhibitors handelt. Eine solche kovalente Reaktion wire stark
temperaturabhidngig, daher wurde im folgenden Versuch die Bindung von Stattic an die SH2-

Doméne von STAT3 bei verschiedenen Temperaturen untersucht.

Abb. 20: STAT3-Bindungskurven bei
300 unterschiedlichen Temperaturen.
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Dazu wurde zunichst die Temperaturstabilitit des Proteins mit dem beschriebenen
Fluoreszenzpolarisations-Assay tberpriift. Beim Vergleich der Bindung zwischen dem
Phosphopeptid 5-Carboxyfluorescein-GpYLPQTV-NH; und STAT3 stellte sich heraus, dass
die Bindungskurven bei 22°C und 30°C vergleichbar waren, wihrend die Kurve bei 37°C
deutlich darunter verlief (Abbildung 20). Dies war vermutlich auf eine leichte thermische
Labilitdt des rekombinant erzeugten STAT3-Proteins zuriickzufiihren, dennoch waren alle
drei Bindungskurven fiir die Untersuchung der Inhibition bei den untersuchten Temperaturen

geeignet.

Abb. 21: Temperaturabhingige

100 | T=37°C Inhibition von STAT3 durch Stattic.
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. 80 1 Peptid 5-Carboxyfluorescein-GpYLPQTV-
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durchgefiihrte Experimente.
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Abbildung 21 zeigt die prozentuale Inhibition der Bindung von 5-Carboxyfluorescein-
GpYLPQTV-NH; an STAT3 durch Stattic bei unterschiedlichen Temperaturen. Dabei wurde
das Protein vor Zugabe des Peptids 60 Minuten lang mit verschiedenen Konzentrationen an
Stattic bei 22°C, 30°C und 37°C inkubiert und anschlieBend die Fluoreszenzpolarisation
gemessen. Uber die Bindungskurven der jeweiligen Temperatur wurden die FP Werte in eine
Proteinkonzentration umgerechnet und als prozentuale Inhibition ausgedriickt. Es ist deutlich
zu erkennen, dass die Bindung an die STAT3-SH2-Domine und die daraus resultierende
Inhibition der Bindung des Phosphopeptids an STAT3 stark temperaturabhéngig verlief.
Wihrend bei Raumtemperatur (22°C) nur eine schwache Aktivitit erkennbar war, konnte man
bei 30°C bereits eine mittlere Aktivitit beobachten. Bei der physiologisch relevanten
Temperatur von 37°C =zeigte sich eine {iberaus starke antagonistische Wirkung (der
anscheinende ICsy Wert nach 60 Minuten betrug: 5,1 + 0,8 uM). Die moderate Aktivitdt bei
der Hochdurchsatz-Untersuchung (67% und 74%) ist dadurch erkldrbar, dass diese
Testsubstanz an einem hochsommerlichen Tag mit einer Raumtemperatur von 30°C gefunden
wurde. Die starke Abhédngigkeit von der Temperatur deutet auf einen irreversibel ablaufenden

inhibitorischen Mechanismus hin, der im Folgenden ndher untersucht wurde.
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3.3.3. Spezifitat der Inhibition
Ein besonders wichtiges Kapitel bei der Charakterisierung eines Antagonisten einer Protein-

Protein-Interaktion ist die Spezifitit. Kleine organische Molekiile, die als Inhibitoren von
Proteinkinasen eingesetzt werden, sind oftmals unspezifisch und verhindern meist nicht nur
die Kinaseaktivitit eines Proteins, sondern vicler Proteine. Der Einsatz chemischer
Antagonisten sowohl als biologisches Werkzeug, um ungekldrte Fragestellungen der
Signaltransduktion nédher zu erforschen, als auch als therapeutisch eingesetzter Wirkstoff, um
Krankheiten wie z.B. Krebs zu behandeln, macht zunichst eine Untersuchung der Spezifitit

notwendig (Knight & Shokat, 2005).

3.3.3.1. Spezifitat von Stattic innerhalb der STAT-Familie

Neben einer konstitutiven Aktivitdt von STAT3 in mehreren Krebsarten sind ebenfalls die
STAT-Familienmitglieder STAT1 und STATS in einigen Féllen konstitutiv-aktiv (Yu & Jove,
2004). STATS besitzt analog zu STAT3 einen onkogenen Charakter (Paukku & Silvennoinen,
2004), wihrend STATI1 als eine Art Gegenspieler von STAT3 angesehen wird und
proapoptotisch ist (Stephanou & Latchman, 2005). Aufgrund der unterschiedlichen
Wirkungsweisen zwischen STAT3 und STATI ist es essentiell bei der Charakterisierung
eines STAT3 Antagonisten, auch dessen inhibitorische Wirkung auf STAT1 zu testen. Dazu
wurde zunédchst die temperaturabhiangige Stabilitit der STAT1- und STAT5-Bindungskurven
mit Fluoreszenzpolarisation iiberpriift. Da jedoch beide Proteine bei 37°C vermutlich
aufgrund einer thermischen Labilitéit keine stabile Bindungskurve aufwiesen (Abbildung 22),
wurden die nachfolgenden Spezifititsuntersuchungen bei einer Temperatur von 30°C

durchgefiihrt.

Im néchsten Schritt wurden jeweils STAT3-, STATI- oder STATSb-Protein mit steigenden
Konzentrationen an Stattic bei 30°C inkubiert, mit dem entsprechenden Fluoreszenz-
markierten Phosphopeptid versehen und die Fluoreszenzpolarisation gemessen. Diese Werte
wurden liber die jeweiligen Bindungskurven in prozentuale Inhibition umgerechnet und in
eine Inhibitionkurve aufgetragen (Abb. 23). Dabei wies Stattic die hochste Aktivitit bei der
Inhibition der Bindung des Phoshopeptids an die SH2-Domidne von STAT3 auf, wihrend die
anderen Familienmitglieder der STAT-Familie geringfligiger durch Stattic beeinflusst
wurden. Die entsprechende Stattic-Konzentration fiir eine 50%-ige Inhibition von STAT3
betrug 52 + 12 uM, wihrend STAT1 und STATSb bei 250 uM Stattic nur zu 43 + 3% und 41
+ 9% inhibiert waren. Die reduzierte Inhibition der Funktion der SH2-Doméanen von STAT]I
und STATS5b korrelierte gut mit der Ahnlichkeit der SH2-Dominen der STATS, so sind die
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SH2-Doménen von STAT1 und STAT3 zu 78% &dhnlich und die von STATSb und STAT3 zu
59% &ahnlich.
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Abb. 22: STAT1 und STATS5 Bindungskurven bei unterschiedlichen Temperaturen.

Die Bindung der Fluoreszenz-markierten Phosphopeptide 5-Carboxyfluorescein-GpYDKPHVL (10
nM, STAT1) und 5-Carboxyfluorescein-GpYLVLDWK (10 nM, STATS5) an die SH2-Doménen von
STAT1 und STATS wurde bei 22°C, 30°C und 37°C bei steigenden Proteinkonzentrationen mit
Fluoreszenzpolarisation gemessen. Die Fehlerbalken repridsentieren das Mittel &= S.A. fiir drei

unabhingig voneinander durchgefiihrte Experimente. Aufgrund der geringen S.A. sind die
Fehlerbalken von den Symbolen {iberlagert.
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Abb. 23: Spezifitiit von Stattic innerhalb der STAT-Proteinfamilie.

Je 150 nM der Proteine STATI1, STAT3 und STAT5b wurden mit steigenden Konzentrationen von
Stattic bei 30°C 60 Minuten inkubiert. Nach Zugabe von 10 nM des jeweiligen Fluoreszenz-
markierten Phosphopeptids wurde die Fluoreszenzpolarisation gemessen und iiber die Bindungskurven
der Proteine in prozentuale Inhibition umgerechnet. Die Fehlerbalken reprisentieren das Mittel + S.A.
fiir drei unabhingig voneinander durchgefiihrte Experimente.
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3.3.3.2. Spezifitit von Stattic auBBerhalb der STAT-Familie

Bei einem Einsatz von Stattic in einem zelluldren System ist es essentiell, dass sich die
antagonistische Wirkung von Stattic auf das STAT3-Protein beschrinkt und andere Protein-
Protein-Interaktionen nicht moduliert werden. Daher wurde bei der folgenden Untersuchung
neben der Bindung von Stattic an die SH2-Doméne von STAT3, auch die Anlagerung des
Antagonisten an die SH2-Doméne von Lck iiberpriift. Lck ist ein Mitglied der Src-
Proteinfamilie und ist im Signalweg der T-Zellen involviert, welcher zu Mitose und
Wachstum von T-Zellen fiihrt (Singer & Koretzky, 2002). Weiterhin wurde der Einfluss von
Stattic auf die Dimerisierung der Transkriptionsfaktoren c-Myc und Max und auf die
Homodimerisierung  von  Jun  betrachtet. Die  Myc-Familienmitglieder  sind
Transkriptionsfaktoren, die eine Transkriptionsaktivierungsdoméne in der N-terminalen
Region und eine Transkriptionsregulator-Domédne mit einer basischen Doméne (b), einer
Helix-loop-helix-Doméne (HLH) und einer Leucin-Reiflverschluss-Doméne (Zip) in der Nihe
des C-terminalen Endes haben. Myc-Proteine bilden Heterodimere mit dem Max-Protein iiber
die C-terminale Helix des HLH Motivs und der Leucin-Reiflverschluss-Domédne und die
Myc/Max-Komplexe aktivieren die Transkription bis zu 15% aller Gene eines Organismus, in
dem sie spezifisch an das E-Box Motiv (CACGTG) iiber ihre basische Region binden (Dang
et al., 1999). Das Protein c-Jun besteht aus einer C-terminalen basischen Region (b) und
Leucin-Reifverschluss-Doméne (Zip) und einer N-terminalen
Transkriptionsaktivierungsdomine. Es gehort zu einer groBen Gruppe von bZip-Proteinen, die
homo- und heterodimere Komplexe bilden konnen, die wiederum an das TRE-DNA-
Erkennungsmotiv (TPA response element) binden. Die Komplexe zusammengenommen
bilden den generischen Transkriptionsfaktor AP-1 (activator protein-1) (Dunn et al., 2002).
Wihrend bei der physiologisch relevanten Temperatur von 37°C mit steigender Konzentration
an Stattic effektiv die Bindung des Phosphopeptids 5-Carboxyfluorescein-GpYLPQTV-NH,
an die SH2-Doméine von STAT3 inhibiert wurde, wurde die Bindung des Phosphopeptids 5-
Carboxyfluorescein-GpYEEIP an Lck nur wenig beeinflusst (Abbildung 24). Dies zeigte, dass
Stattic bevorzugt an die SH2-Domidne von STAT3 bindet. Auch die Dimerisierung der
Proteine c-Myc und Max bzw. die Homodimerisierung von Jun wurde durch Stattic kaum

inhibiert. Dies deutete darauf hin, dass Stattic spezifisch an die STAT3-SH2-Doméne bindet.
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Abb. 24: Spezifitit von Stattic bei Protein-Protein-Interaktionen.

Die antagonistische Wirkung von Stattic auf bestimmte Protein-Protein-Interaktionen wurde mit
Fluoreszenzpolarisation untersucht. Dabei wurden die Proteine im jeweiligen Puffer (siche Material
und Methoden) 60 Minuten bei 37°C mit steigenden Konzentrationen an Stattic inkubiert,
anschliefend die jeweiligen Fluoreszenz-markierten Phosphopeptide oder Oligonukleotide zugesetzt
und die Fluoreszenzpolarisation gemessen. Es wurden die Bindung von 10 nM 5-Carboxyfluorescein-
GpYLPQTV-NH, an 370 nM STAT3 und 10 nM 5-Carboxyfluorescein-GpYEEIP an 100 nM Lck
getestet. Fiir eine mdgliche Inhibition der c-Myc/Max und Jun/Jun Dimerisierung durch Stattic wurde
die Bindung von 3 nM des Oligonukleotids EBox-TR an 50 nM Jun/Jun bzw. an 30 nM c-Myc/Max
Dimer untersucht und die Fluoreszenzpolarisation gemessen. Die Fehlerbalken reprédsentieren das
Mittel + S.A. fiir drei unabhéngig voneinander durchgefiihrte Experimente.

3.3.4. Kinetische Betrachtungen
Die bisherigen Ergebnisse der Charakterisierung von Stattic deuteten darauf hin, dass Stattic

bevorzugt die Funktion der SH2-Domédne von STAT3 inhibiert und dass diese Reaktion
temperaturabhéngig verlduft, was auf einen irreversibel ablaufenden Mechanismus hindeuten
wiirde. Betrachtet man sich die mogliche Kinetik einer solchen Reaktion, so wiirde sich
zunéchst ein reversibler Komplex zwischen dem Inhibitor Stattic und STAT3 bilden. In einem
langsameren chemischen Schritt wiirde dann eine kovalente Bindung gebildet, es wiirde der
kovalente STAT3-Stattic Komplex entstehen. Dabei wire die Geschwindigkeitskonstante k;

der langsameren Reaktion der geschwindigkeitsbestimmende Schritt (Powers et al., 2002).

kl kZ
STAT3eStattic ———» STAT3-Stattic

STAT3 + Stattic

k.
reversibler kovalenter
Komplex Komplex
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Da die Konzentrationen von Stattic sehr viel hoher sind als die eingesetzte
Proteinkonzentration an STAT3, kann die Kinetik durch die Gleichung von Kitz und Wilson
beschrieben werden (Kitz & Wilson, 1962).
k2

K.

l+—r—
[Stattic]

kK =

Diese Gleichung kann auch in linearisierter Form dargestellt werden:

1 K, 1
=t —
k' k,[Stattic]  k,

_ [STAT3]Stattic]
" [STAT3 e Stattic]

K; ist hierbei die Dissoziationskonstante des STAT3/Stattic Komplexes und k; ist die

maximale Geschwindigkeitskonstante falls das Protein mit Inhibitor gesattigt vorliegt.

3.3.4.1. Einfluss des Phosphopeptids auf die Kinetik

Neben dem jeweiligen Protein und dem Antagonisten Stattic liegt auch das entsprechende
Fluoreszenz-markierte Phosphopeptid in der Reaktionsmischung vor und konnte daher
ebenfalls eine Auswirkung auf die Kinetik haben. Um dieses zu untersuchen, wurde das
STAT3-Protein mit Stattic bei 37°C inkubiert, anschlieBend das Phosphopeptid zugesetzt und
die Fluoreszenzpolarisation gemessen. Im zweiten Fall wurde das Protein zusammen mit dem
Phosphopeptid und dem Inhibitor 60 Minuten lang inkubiert und analog die
Fluoreszenzpolarisation gemessen. Es gab keine nennenswerten Unterschiede in der jeweils
resultierenden Inhibitionskurve (Abbildung 25), was darauf hindeutet, dass das Phosphopeptid

bei der kinetischen Betrachtung vernachlassigbar ist.
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Abb. 25: Beeinflussung der Bindung zwischen STAT3 und dem Phosphopeptid durch die
Reihenfolge der Zugabe der Reagenzien.

Inkubation gemeinsam: Stattic wurde zusammen mit 370 nM STAT3 und 10 nM 5-
Carboxyfluorescein-GpYLPQTV-NH, fiir 60 Minuten bei 37°C inkubiert. Inkubation hintereinander:
Stattic wurde mit 370 nM STAT3 60 Minuten lang bei 37°C behandelt, erst dann wurden 10 nM 5-
Carboxyfluorescein-GpYLPQTV-NH, zugegeben. In beiden Fillen wurde die Fluoreszenzpolarisation
gemessen und in prozentuale Inhibition umgerechnet. Die Fehlerbalken représentieren das Mittel +
S.A. fiir drei unabhéngig voneinander durchgefiihrte Experimente.

Auch bei einer Inkubation bei 30°C wurde die Bindung von 5-Carboxyfluorescein-
GpYLPQTV-NH; an STAT3 , von 5-Carboxyfluorescein-GpYDKPHVL an STATI und von
5-Carboxyfluorescein-GpYLVLDWK an STAT5b nicht durch die Reihenfolge der Zugabe
der Reagenzien beeinflusst (Daten nicht gezeigt). Daher wurde auch in diesen Féllen das

jeweilige Phosphopeptid bei der Untersuchung der Kinetik vernachléssigt.

3.3.4.2. Zeitabhingigkeit der Inhibition von STAT3

Es konnte gezeigt werden, dass die Inhibition der Bindung von 5-Carboxyfluorescein-
GpYLPQTV-NH, an die STAT3-SH2-Domidne durch Stattic stark abhingig von der
Temperatur verlief, was ein erster Hinweis auf eine irreversibel ablaufende Reaktion war.
Falls die Reaktion tatsdchlich tiber eine kovalente Bindung zwischen dem STAT3-Protein und
Stattic ablaufen sollte, wire die Inhibition auch zeitabhidngig. Daher wurde im folgenden
STAT3-Protein zusammen mit verschiedenen Konzentrationen an Stattic und dem STAT3-
Phosphopeptid bei 37°C {iber unterschiedliche Zeitpunkte hinweg inkubiert und die

Fluoreszenzpolarisation gemessen.
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Abb. 26: Die Inhibition der Bindung zwischen STAT3 und dem Phosphopeptid verlief
zeitabhéngig.

370 nM STAT3 wurde zusammen mit 10 nM 5-Carboxyfluorescein-GpYLPQTV-NH, und
verschiedenen Konzentrationen an Stattic fiir 10, 20, 30, 40, 50 und 60 Minuten bei 37°C inkubiert,
die Fluoreszenzpolarisation gemessen und die FP Werte iiber die jeweilige Bindungskurve in
prozentuale Inhibition umgerechnet. Die Fehlerbalken représentieren das Mittel £ S.A. fiir drei
unabhéngig voneinander durchgefiihrte Experimente.

Die Abbildung 26 demonstriert, dass die Inhibition der Bindung des Phosphopeptids an
STAT3 durch Stattic tatsdchlich zeitabhingig verlief. Wéahrend die Messung nach 10 Minuten
eine relativ schwach ansteigende Inhibitionskurve lieferte, war die Inhibition der Bindung
nach 60 Minuten deutlich stirker. Eine Quantifizierung der ICsy Werte der einzelnen
Bindungskurven konnte dieses Ergebnis bestitigen (Tabelle 4) und lieferte damit einen
weiteren Hinweis auf einen kovalent ablaufenden Mechanismus. So lag der ICso Wert der
Inhibitionskurve von 10 Minuten noch tiber 250 uM, wihrend nach 60 Minuten Reaktionszeit

der ICsp Wert mit 6 = 1 uM deutlich niedriger lag.

Zeitpunkt (min) | 1Csp (LM)
10 min >250 uM
20 min 120 £29 uM
30 min 40+ 10 uM
40 min 17+2 uM
50 min 8§+ 2 uM
60 min 6+1uM

Tabelle 4: 1Csy Werte aus den Inhibitonskurven aus Abbildung 25.

Der Mittelwert und die Standardabweichung aus drei Einzelmessungen ergaben die 1Cso Werte der
Tabelle.
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3.3.4.3. Kinetische Betrachtung der Inhibition innerhalb der STAT-Proteinfamilie

Da die rekombinanten Fusionsproteine STATI und STATSb bei 37°C nicht stabil waren
(Abb. 22), wurde die Untersuchung der Kinetik der STAT-Proteine bei einer Temperatur von
30°C durchgefiihrt. STAT3-Protein wurde zusammen mit verschiedenen Konzentrationen an
Stattic und dem Phosphopeptid bei 30°C iiber unterschiedliche Zeitpunkte hinweg inkubiert
und die Fluoreszenzpolarisation gemessen. Nach der Umrechnung in prozentuale Inhibiton

wurden diese Werte in einer halblogarithmischen Skala aufgetragen (Abb. 27).

2,2

X

— 2,0

‘©

> 1.8

x A 10 uM

2 1674 25Mm

2 /0 50 uM .

< 14 M

De- - 100 UM Stattic

= 1,2 10 250 uM

= 10 !® 500 uM |
0 20 40 60

Zeit (min)

Abb. 27: Zeitabhingige Inhibition der Bindung zwischen STAT3 und dem Phosphopeptid.

150 nM STAT3 wurde zusammen mit 10 nM 5-Carboxyfluorescein-GpYLPQTV-NH, und
verschiedenen Konzentrationen an Stattic fiir 10, 20, 30, 40, 50 und 60 Minuten bei 30°C inkubiert,
die Fluoreszenzpolarisation gemessen und die FP Werte in prozentuale Proteinaktivitdt umgerechnet.
Die Fehlerbalken repriasentieren das Mittel = S.A. fiir drei unabhéngig voneinander durchgefiihrte
Experimente.

In dem halblogarithmischen aufgetragenen Diagramm der Proteinaktivitit gegen die Zeit bei
der Inhibition der Bindung des Fluoreszenz-markierten Phosphopeptids GpYLPQTV an
STAT3 konnte man analog zur Abbildung 26 eine zeitabhéngige Inhibition der Reaktion
durch Stattic auch bei einer Reaktionstemperatur von 30°C erkennen. Dies dufSerte sich in den

unterschiedlichen Steigungen der Geraden in dem Diagramm.

5-Carboxyfluorescein-GpYDKPHVL und STAT1 wurden analog mit verschiedenen
Konzentrationen an Stattic 10-60 Minuten bei 30°C inkubiert und die daraus resultierenden
Inhibitionen der Bindung des Peptids an die SH2-Doméine von STATI in ein
halblogarithmisches Diagramm eingetragen (Abb. 28). Zwar konnte auch in diesem Fall eine
leichte Zeitabhingigkeit der Reaktion beobachtet werden, allerdings war die Inhibitionrate im

Vergleich zu STAT3 deutlich niedriger (Abb. 23).
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Abb. 28: Zeitabhingige Inhibition der
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Auch STATS und das Phosphopeptid 5-Carboxyfluorescein-GpYLVLDWK wurden in einer
Reaktion zusammen mit denselben Konzentrationen an Stattic fiir 10-60 Minuten bei 37°C
inkubiert, die Fluoreszenzpolarisation gemessen und die halblogarithmisch aufgetragenen
Inhibitionskurven gegen die Zeit betrachtet (Abb. 29). Wie schon bei STAT3 und STAT1 war
wieder eine leichte Zeitabhéngigkeit der Inhibition zu sehen, aber diese war im Vergleich zu

STAT3 ebenfalls deutlich niedriger ausgepragt.

Abb. 29: Zeitabhingige Inhibition der

g\i 2,0 Bindung zwischen STATSb und dem
e 18 | Phosphopeptid.
5 A 150 nM STAT5b wurde zusammen mit 10
< 161 4 25uM nM  5-Carboxyfluorescein-GpYLVLDWK
@ v 0 50 uM _ und verschiedenen Konzentrationen an
2 14 MV Stattic Stattic fiir 10, 20, 30, 40, 50 und 60 Minuten
S = 100 uM bei 30°C inkubiert, die
Q924 © 250 uM Fluoreszenzpolarisation gemessen und die
8 ® 500 uM FP Werte in prozentuale Proteinaktivitat
1,0 ‘ ‘ ‘ umgerechnet. Die Fehlerbalken
0 20 40 60 reprasentieren das Mittel £ S.A. fiir drei

. . unabhéngig  voneinander  durchgefiihrte
Zeit (min) Experimente.
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Die Reaktionsgleichung der Kinetik ldsst sich rechnerisch folgendermafen abbilden (siehe
Kapitel 3.3.4.):
1 K, 1
kK k,[Stattic] ’ k,

Man erhilt also eine Geradengleichung mit 1/k’ und 1/[Stattic] als Variablen. k’ ist hierbei die
beobachtete Geschwindigkeitskonstante beim jeweiligen Zeitpunkt. Dieser Wert entspricht
den Steigungen aus den Diagrammen 27 bis 29. Trigt man die Steigungen aus diesen Graphen
in ein doppelt-reziprokes Folgediagramm mit der reziproken Steigung gegen die reziproke
Stattic-Konzentration ein  (Abb. 31), kann man aus diesem leicht die

Geschwindigkeitskonstante k, ableiten, um die Inhibitionsrate zu charakterisieren. Der

Schnittpunkt dieser Geraden mit der y-Achse entspricht dabei dem Wert 1/k,.

Protein ko

STAT3 | 12 +2 x10” min™
STATI! | 3+1x10” min™
STAT5b | 5+ 1x10° min™

Tabelle 5: Ermittelte Geschwindigkeitskonstanten aus der Kinetischen Untersuchung.

Die Steigungen (k’) aus der halblogarithmischen Auftragung der prozentualen Proteinaktivitit gegen
die Zeit (Abb. 27-29) wurden in ein Sekundirdiagramm mit 1/k’ gegen die reziproke Konzentration an
Stattic libertragen. Der Schnittpunkt der resultierenden Geraden mit der y-Achse lieferte die
Geschwindigkeitskonstante k, der jeweiligen Inhibition. Gezeigt wird das Mittel + S.A. aus drei
unabhingig durchgefiihrten Experimenten.

Ein Vergleich der erhaltenen Geschwindigskeitskonstanten (Tabelle 5) deutete darauf hin,
dass die Inhibition der Bindung des Phosphopeptids an die STAT3-SH2-Doméne irreversibel
mit einer Geschwindigkeitskonstante k, = 12 + 2 x10” min™' verlduft. Auch die Bindung der
jeweiligen Phosphopeptide an STAT1 und STATS scheint durch Stattic {iber eine irreversible
Reaktion inhibiert Zu werden, allerdings mit signifikant ~ niedrigeren

Geschwindigkeitskonstanten.

3.3.4.4. Kinetische Betrachtung der Inhibition von Lck

Ein Vergleich der Geschwindigkeitskonstanten bei der Inhibition der jeweiligen
Phophopeptide an die STAT-Proteine deutete zwar darauf hin, dass innerhalb der STAT-
Proteinfamilie aufgrund der Ahnlichkeiten innerhalb der SH2-Domiinen es ebenfalls zu einer

kovalent ablaufenden Reaktion kommt, aber dass Stattic bevorzugt an STAT3 bindet. Daher
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stellte sich nun die Frage, ob Stattic auch an andere Proteine irreversibel binden kann. Um
diese Fragestellung exemplarisch zu beantworten, wurde im folgenden Versuch das
Phosphopeptid 5-Carboxyfluorescein-GpYEEIP zusammen mit dem Protein Lck und
verschiedenen Konzentrationen an Stattic fiir 10-60 Minuten analog zu den vorherigen
kinetischen Versuchen bei 30°C inkubiert. Nach dem Messen der Fluoreszenzpolarisation
wurden die Werte in prozentuale Proteinaktivitit umgerechnet und in einem
halblogarithmischen Diagramm aufgetragen (Abb. 30). Die Reaktion verlief unabhéngig von
der Zeit, was darauf hindeutet, dass Stattic keine irreversible Reaktion mit der SH2-Doméne

von Lck eingeht

—_ Abb. 30: Zeitabhingige Inhibition der
X 2,0 1 Bindung zwischen Lck wund dem
= Phosphopeptid.
i@ ]
S 1.8 A 10 pM 30 nM Lck wurde zusammen mit 10 nM 5-
% 16 - A 25uM Carbogyﬂuorescem-GpYEEIP ‘ un'd
P 5 50 uM verschiedenen Konzentrationen an Stattic fiir
o) 14 M Stattic 10, 20, 30, 40, 50 und 60 Minuten bei 30°C
o = 100 uM inkubiert, die Fluoreszenzpolarisation
o 1,2 | © 250uM gemessen und die FP Werte in prozentuale
8 e 500 uM Proteinaktivitit umgerechnet. Die
1,0 ‘ ‘ ‘ Fehlerbalken reprisentieren das Mittel =+
0 20 40 60 S.A. fiir drei unabhingig voneinander

_ _ durchgefiihrte Experimente.
Zeit (min)

3.3.4.5. Kompetitivreaktion zwischen Stattic und Ac-pYLPOQTV-NH,

Man unterscheidet zwischen kompetitiver, nicht-kompetitiver und unkompetitiver Inhibition
(Whiteley, 2000). Als kompetitiver Antagonist wird in der Pharmakologie eine Substanz
bezeichnet, die an ein bestimmtes Protein bindet und dabei mit einem anderen Substrat
entsprechend dem Massenwirkungsgesetz um dieselbe Bindungsstelle konkurriert. Bei einer
nicht-kompetitiven Kinetik binden beide Molekiile voneinander unabhidngig an zwei
verschiedene Positionen im Protein. Beim dritten Fall, der unkompetitiven Hemmung, kann
der eine Antagonist nur an einen Komplex aus dem Protein und dem Substrat binden, nicht
jedoch an das freie Protein. Es besteht also eine direkte Abhdngigkeit beider Substanzen
zueinander.

Es konnte gezeigt werden, dass das Phosphopeptid Ac-pYLPQTV-NH,; die Bindung zwischen
5-Carboxyfluorescein-GpYLPQTV-NH; und STAT3 inhibiert, indem es die STAT3-SH2-
Doméne blockiert (Kapitel 3.1.2.6.). Auch gab es deutliche Hinweise darauf, dass Stattic in

einer irreversibel ablaufenden Reaktion ebenfalls an die SH2-Doméne von STAT3 bindet
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(Kapitel 3.3.4.). Im néchsten Schritt galt es daher zu demonstrieren, dass die antagonistische
Wirkung von Stattic dadurch zustande kommt, dass Stattic in einer kovalent ablaufenden
Reaktion an derselben Stelle im Protein bindet, an die auch das Phosphopeptid 5-
Carboxyfluorescein-GpYLPQTV-NH,; andockt. Es wurde analog zu Kapitel 3.3.4.3. STAT3-
Protein zusammen mit verschiedenen Konzentrationen an Stattic und dem Phosphopeptid 5-
Carboxyfluorescein-GpYLPQTV-NH, fiir 10-60 Minuten bei 30°C inkubiert und die
Fluoreszenzpolarisation gemessen. Zusétzlich wurde diese Kinetikuntersuchung in Gegenwart
des STAT3-SH2-Doméne bindenden Phosphopeptids Ac-pYLPQTV-NH, wiederholt und
anhand einer doppelt-reziproken Auswertung der Kinetiken (siche Kapitel 3.3.4.3.)
untersucht, ob Stattic und das Phosphopeptid zueinander kompetitiv, nicht-kompetitiv oder

unkompetitiv reagieren.

500 14 150 nM Ac-pYLPQTV-NH,
| 75 nM Ac-pYLPQTV-NH,
® ohne Peptid

1+K/[Stattic])/k, (min)

10 -5 0 5 10 15
1/[Stattic] (mM™")

Abb. 31: Stattic und Ac-pYLPQTV-NH, waren zueinander kompetitiv.

150 nM STAT3 wurde zusammen mit verschiedenen Konzentrationen an Stattic und 10 nM 5-
Carboxyfluorescein-GpYLPQTV-NH, fiir 10-60 Minuten bei 30°C inkubiert und die
Fluoreszenzpolarisation gemessen. Dabei wurden zwei Reaktionsansitze zusétzlich mit 75 nM oder
150 nM Ac-pYLPQTV-NH, behandelt. Die FP Daten wurden in prozentuale Proteinaktivitit
umgerechnet und in ein halblogarithmisches Diagramm (vgl. Kapitel 3.3.4.3.) {ibertragen. Die
reziproken Steigungen aus diesen Diagrammen wurden in das obige Sekundirdiagramm gegen die
reziproke Konzentration an Stattic aufgetragen. Alle drei Geraden schneiden sich in einem Punkt auf
der y-Achse (entspricht dem Wert 1/k;). Das Peptid Ac-pYLPQTV-NH, reagierte also kompetitiv mit
Stattic. Die Fehlerbalken repriasentieren das Mittel = S.A. fiir drei unabhéngig voneinander
durchgefiihrte Experimente.

Die drei Geraden aus Abbildung 31 schneiden sich ndherungsweise in einem Punkt auf der y-
Achse, welcher der Geschwindigkeitskonstanten k, aus dem obigen Kinetikmodell entspricht
(siche Kapitel 3.3.4.3.). Man kann also folgern, dass im Rahmen der Messungenauigkeit alle
drei  Reaktionen  dieselbe = Geschwindigkeitskonstante  ky, aber  verschiedene

Dissoziationskonstanten K; aufwiesen. Daher waren Stattic und das Phosphopeptid Ac-
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pYLPQTV-NH, zueinander kompetitiv und konkurrierten um dieselbe Bindungsstelle im
STAT3-Protein. Dies deutete darauf hin, dass die antagonistische Wirkung von Stattic

aufgrund einer kovalenten Bindung innerhalb des STAT3-Proteins zustande kommt.

3.3.5. Physiologische Antagonisten von Stattic
Bislang wurde bei der Betrachtung der Inhibition der Bindung des Phosphopeptids 5-

Carboxyfluorescein-GpYLPQTV-NH; an die STAT3-SH2-Domine nur die Beziehung der
direkten Interaktionspartner zueinander bzw. die Wirkung von Stattic auf andere Proteine
untersucht. Dabei wurde jedoch nicht beriicksichtigt, dass bei einem Einsatz von Stattic in
einem physiologisch relevanten Umfeld, wie zum Beispiel in einem zelluldren System oder in
vivo, neben verschiedenen Proteinen und Stattic auch viele andere Molekiile, wie zum
Beispiel freie Aminosduren vorkommen, die ebenfalls eine chemische Reaktion mit Stattic
eingehen konnten und damit die inhibitorische Wirkung des STAT3-Inhibitors erheblich
schwichen wiirden.

Daher wurden neben dem Phosphopeptid 5-Carboxyfluorescein-GpYLPQTV-NH, STAT3
und Stattic mehrere Konzentrationen an Lysin, Serin, Threonin, Cystein, BOC-Cystein,
Glutathion in oxidierter und reduzierter Form, sowie Dithiothreitol inkubiert. Die Behandlung
fiir 60 Minuten bei 30°C mit anschlieBender Messung der Fluoreszenzpolarisation ergab, dass
die Aminosduren Lysin, Serin und Threonin keinen Einfluss auf die inhibitorische Wirkung
von Stattic auf die Bindung des Phosphopeptids an die SH2-Doméne von STAT3 ausiibten
(Abb. 32). Lysin gehort zur Gruppe der proteinogenen Aminosduren und besitzt einen
basischen Charakter. Auch Serin und Threonin sind proteinogene Aminosduren und besitzen
eine nukleophile Hydroxylgruppe, die ebenfalls eine chemische Reaktion mit Stattic eingehen
konnte. Wiahrend die durch die Schutzgruppe t-Butyloxycarbonyl (BOC) geschiitzte
proteinogene Aminosidure BOC-Cystein keinen Einfluss auf die Reaktion hatte, reduzierte
interessanterweise das freie Cystein die antagonistische Reaktion von Stattic um etwa 40%
bei einer Kozentration von 2 mM (Abb. 32). Dies deutete an, dass ein Cystein in der SH2-
Domine von STAT3 mdglicherweise als nukleophile Aminosdure bei der inhibitorischen
Reaktion als Donor fiir den Michael-Akzeptor Stattic dienen konnte. Glutathion verhinderte
sowohl in der reduzierten als auch in der oxidierten Form zumindest teilweise die Reaktion
(Abb. 32). Glutathion, ein Tripeptid aus Glutaminsdure, Cystein und Glycin, ist in fast allen
Zellen teilweise auch in hoherer Konzentration vorhanden, da es eine starke antioxidative

Wirkung ausiibt und in den Zellen eine Schutzfunktion innehat. Daher wiirde man bei einem
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Einsatz von Stattic in einem zelluldren System wohl einen leicht erhdhten 1Csp Wert im
Vergleich zu den Fluoreszenzpolarisations-Experimenten erwarten, da Stattic in den Zellen
nur zum Teil aktiv ist. Dithiothreitol (DTT) ist eine chemische Verbindung, die haufig in der
Molekularbiologie eingesetzt wird, um bei Proteinen in Losung die Oxidation von Sulfthydril-
Gruppen (SH-) zu Disulfidbriicken zu verhindern. Bereits bei der Etablierung eines
Hochdurchsatz-Verfahrens auf der Basis von Fluoreszenzpolarisation wurde beobachtet, dass
die Zugabe von DTT zum Puffer die inhibitorische Wirkung von Stattic verhinderte (Daten
nicht gezeigt). Bei Konzentrationen von DTT {iber 1 mM fand nahezu keine Inhibition mehr
statt (Abb. 32). Da DTT unter physiologischen Bedingungen nicht vorkommt, hat dieses

Ergebnis nur fiir in vitro Assays eine Bedeutung.

= ® Lysin

X .

< O  Serin

-% ©  Threonin

n m BOC-Cystein

S 0 Glutathion (oxid.)
Z o Cystein

f%’ A Glutathion (red.)
£ A Dithiothreitol

< 0

10 100 1000
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Abb. 32: Antagonistische Substanzen von Stattic.

150 nM STAT3 wurde zusammen mit 100 uM Stattic, 10 nM 5-Carboxyfluorescein-GpYLPQTV-NH,
und verschiedenen Konzentrationen an den Nukleophilen Lysin, Serin, Threonin, -
Butyloxycarbonylcystein (BOC-Cystein), Glutathion (oxidiert), Cystein, Glutathion (reduziert) oder
Dithiothreitol (DTT) fir 60 Minuten bei 30°C inkubiert. Nach dem Messen der
Fluoreszenzpolarisation wurden die Werte in prozentuale Aktivitit von Stattic umgerechnet. Die
Fehlerbalken reprasentiecren das Mittel = S.A. fiir drei unabhingig voneinander durchgefiihrte
Experimente.

3.3.6. Struktur-Wirkungs-Beziehung
Bei der Charakterisierung eines Antagonisten spielt die so genannte Struktur-Wirkungs-

Beziehung eine zentrale Rolle, da man so weitere Erkenntnisse flir den chemischen
Mechanismus der inhibitorischen Reaktion gewinnen kann. Bei einem Vergleich der
Inhibition der Bindung des Fluoreszenz-markierten Phosphopeptids an die SH2-Doméne von

STAT3 zwischen Stattic und Verbindung 2, wurde die Notwendigkeit der aromatischen
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Nitrogruppe in Stattic deutlich. Ein Austausch zwischen der Nitrogruppe in Stattic zu der
Aminogruppe in Verbindung 2 bewirkte ein deutliches Absinken der prozentualen Inhibition
von 87 + 4% auf 8 + 4% bei 60-miniitiger Inkubation mit 100 uM Stattic (Tabelle 6). Dies
konnte auch durch den Test der Verbindung 3 bestétigt werden. Hier wurde die Nitrogruppe
durch ein Wasserstoffatom ersetzt, was ein Absinken der antagonistischen Aktivitdt auf 18 +
5% zur Folge hatte (Tabelle 6). Neben der Nitrogruppe war die Betrachtung der
Doppelbindung in der Vinylsulfongruppe, welche ein Michael-System darstellt, von
besonderem Interesse. In der Tat bewirkte eine Sattigung der Doppelbindung in Verbindung 4
ebenfalls einen drastischen Abfall der prozentualen Inhibition auf 12 + 2 % (Tabelle 6).
Zusammenfassend deuteten die Ergebnisse darauf hin, dass Stattic iiber eine kovalent
ablaufende Reaktion an das STAT3-Protein bindet und damit die Bindung des
Phosphopeptids an die STAT3-SH2-Doméne inhibiert.

Bezeichnung | Strukturformel STAT3

Stattic /©f\> 87+4 %
O,N Ss
H,N Sy

3 ©j\> 18+5%
S
02N S\

Tabelle 6: Struktur-Wirkungs-Beziehung von Stattic.

370 nM STAT3 wurde zusammen mit 10 nM 5-Carboxyfluorescein-GpYLPQTV-NH, und 100 pM
der entsprechenden chemischen Testsubstanz 60 Minuten bei 37°C inkubiert und die
Fluoreszenzpolarisation gemessen. Diese Werte wurden in prozentuale Inhibition der Bindung des
Peptids an STAT3 umgerechnet und das Mittel + S.A. aus drei unabhingigen Messungen in die
Tabelle tibertragen.
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3.4. Charakterisierung von Stattic in zellbiologischen Assays
Im Allgemeinen werden in der biologisch-medizinischen Grundlagenforschung zur Priifung

und Charakterisierung der Vertrdglichkeit und Wirksamkeit vieler Substanzen
Tierexperimente eingesetzt. In den letzten Jahren werden jedoch zunehmend Ersatz- bzw.
Ergidnzungsmethoden zu Tierversuchen entwickelt und erfolgreich verwendet. Dabei handelt
es sich um in vitro Testsysteme, die einfache oder komplexe physiologische und
biochemische Prozesse bzw. Reaktionen des Gesamtorganismus reprisentieren. Mit ihnen
konnen Aspekte der Wirkung aufgeklart werden, es ergeben sich aber auch Mdoglichkeiten,
spezielle Fragen, wie Mechanismus und Lokalisierung von Wirkung und Disposition von
Wirkstoffen zu bearbeiten. Den grofiten Teil unter den in vitro Methoden nehmen die
Zellkulturen ein. Ein besonderes Problem ist jedoch die Ubertragung der Ergebnisse auf den
Menschen. Dies kann umgangen werden, indem humane menschliche Zelllinien verwendet
werden. Humanes Gewebe, z.B. aus Biopsiematerial, fiir entsprechende Primérkulturen zu
erhalten, ist derzeit aus unterschiedlichen Griinden sehr schwierig und teuer. Daher kommen
iiberwiegend humane Zelllinien zum FEinsatz. Diese Zellen sind genetisch gesehen identisch
zu den Primirzellen, somit entfallen aufwendige, die Zellmorphologie bzw. —aktivitit
einschrankende Isolierung und Reinigung. Die Arbeit mit permanenten Zelllinien hat
weiterhin den Vorteil, dass diese eine sehr hohe Lebensdauer haben und iiber Jahre hinweg

durch Passagieren vermehrt werden konnen.

3.4.1. Zellbiologische Assays mit HepG2 Zellen
Die humane Zelllinie HepG2 wurde 1979 aus einer Leberbiopsie eines Kindes, welches an

einem primdren Hepatoblastom erkrankt war, isoliert (Aden et al., 1979). Diese Zelllinie
besitzt noch viele Funktionen, die fiir normale humane Hepatozyten typisch sind. Da die
Leber den Grofteil des Metobolismus von Fremdstoffen im Organismus iibernimmt, werden
oft Hepatozyten verwendet, wenn komplexe Fremdstoff-metabolische Untersuchungen
durchgefiihrt werden sollen. Es ist bekannt, dass STAT3 in Hepatozyten durch den Liganden
Interleukin-6 (IL-6) konstitutiv-aktiv wird (Kordula T. et al., 1995), somit wurde diese

Zelllinie als erstes Modell bei der in vitro Untersuchung von Stattic herangezogen.

3.4.1.1. Phosphorylierung von STAT3 im Western Blot
Die groBe Stirke einer chemischen Substanz, die die Funktion der STAT3-SH2-Doméne

inhibiert, liegt darin, dass diese sowohl die Aktivierung von STAT3 als auch die

Dimerisierung inhibieren wiirde. Daher wurde zundchst untersucht, ob Stattic in HepG2



3 Ergebnisse 92

Zellen die Aktivierung von STAT3 unterbindet. In Hepatozyten phosphoryliert der Ligand IL-
6 iiber den gpl130-Rezeptor und die JAKs das STAT3-Protein am Tyrosin 705 und diese
Phosphorylierung wird durch Transfektion von dominant-negativem STAT3 verhindert
(Kaptein et al., 1996b). Gleichzeitig sollten andere Signalwege nicht von der antagonistischen
Wirkung betroffen sein. Als Kontrolle wurde parallel untersucht, ob die IFN-y induzierte
STAT1-Phosphorylierung am Tyrosin 701 ebenfalls durch Stattic inhibiert wird. Aufgrund
der Ahnlichkeit der SH2 Dominen der beiden Proteine (78% dhnlich), bot dieses System die
Moglichkeit, zu untersuchen, ob Stattic spezifisch nur auf die Tyrosinphosphorylierung von

STAT3 Einfluss nimmt.
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Abb. 33: Spezifische Inhibition der Tyrosinphosphorylierung von STAT3 in HepG2 Zellen
durch Stattic in der Westernblotanalyse.

HepG2 Zellen wurden fiir 24 Stunden in serumfreien Medium kultiviert und 60 Minuten mit den
angegebenen Konzentrationen an Stattic oder 1% DMSO behandelt. AnschlieBend wurden die Zellen
entweder fiir 25 Minuten mit 50 ng/mL IL-6 oder fiir 15 Minuten 50 ng/mL IFN-y stimuliert. Etwa 50
pg des Totallysats wurden mittels SDS-Page aufgetrennt und in der folgenden Westernblotanalyse mit
den Antikdrpern p-STAT3 (Y705), STAT3, p-STAT1 (Y701) und STAT1 analysiert. Ein Antikdrper
gegen Actin diente als Ladekontrolle.

Dazu wurden gehungerte HepG2 Zellen mit verschiedenen Konzentrationen an Stattic
behandelt und entweder mit IL-6 oder IFN-y stimuliert. Das Ergebnis aus der

Westernblotanalyse zeigt, dass zwar die Tyrosinphosphorylierung von STAT3 durch 20 uM
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Stattic inhibiert werden konnte, aber bei dieser Konzentration STAT1 durch IFN-y weiterhin
aktivierbar war (Abb. 33).

3.4.1.2. Phosphorvylierung von STAT3 im EMSA

Ein EMSA (electrophoretic mobility shift assay) ist ein DNA-Bindungsassay, der auf einer
nicht-denaturierender Polyacrylamid-Gelelektrophorese beruht. Dieser Assay ist eine
einfache, schnelle und sehr sensitive Methode, um Sequenz-spezifische DNA-bindende
Proteine zu analysieren. Proteine, die spezifisch an DNA-Fragmente binden, deren Ende
radioaktiv markiert wurde, verlangsamen die Bewegung dieses Fragments wéhrend der
Elektrophorese. Als Resultat erhélt man diskrete Banden, die den individuellen Protein-DNA-
Komplexen entsprechen. In den meisten Fillen werden Zellextrakte eingesetzt, die das zu

untersuchende Protein enthalten (Carthew et al., 1985).
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Abb. 34: Spezifische Inhibition der Tyrosinphosphorylierung von STAT3 in HepG2 Zellen
durch Stattic im EMSA.

HepG2 Zellen wurden 24 Stunden mit serumfreien Medium kultiviert und 60 Minuten mit den
angegebenen Konzentrationen an Stattic oder 1% DMSO behandelt. AnschlieBend wurden die Zellen
entweder fiir 30 Minuten mit 50 ng/mL IL-6 oder fiir 15 Minuten 50 ng/mL IFN-y stimuliert. Als
Kontrolle wurden einige Kernextrakte zusétzlich mit 1 pg STAT3 Antikorper, 1 pg STATI
Antikorper oder 1 pug Src Antikdrper, oder 5-fachen Uberschuss an unmarkierter DNA (hSIE) bzw.
unmarkierter mutierter DNA behandelt. Je 50 pg der mit radioaktiv markierter DNA (hSIE)
behandelten Zellkernextrakte wurden in einem 4%-igen Polyacrylamidgel aufgetrennt und auf einem
Rontgenfilm exponiert. Gezeigt sind die DNA-gebundenen STAT3- und STATI-Dimere und der
jeweilige Supershift.

Das STAT3-Protein wird durch IL-6 am Tyrosin 705 phosphoryliert, STAT3 homodimerisiert

und wird anschlieBend in den Zellkern transportiert, wo das Proteindimer an
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Promotorelemente bindet, um Transkription zu regulieren. Sowohl aktive STAT3-Dimere, als
auch aktive STAT1-Dimere binden an die Promotorsequenz hSIE (Sadowski et al., 1993),
nicht jedoch monomere STATs.

Fir das folgende Experiment wurden HepG2 Zellen nach dem Hungern entweder mit
verschiedenen Konzentrationen an Stattic oder 1% DMSO behandelt und anschlieBend mit
IL-6 oder IFN-y stimuliert. Die Zellkernextrakte wurden mit einem radioaktiv markiertem
DNA-Fragment (hSIE) behandelt und die Bindung der STAT3-Dimere bzw. STAT1-Dimere
an hSIE-Fragmente in einem EMSA analysiert. Dabei wurden mehrere Kontrollen eingesetzt,
um die Richtigkeit der analysierten Komplexe zu bestétigen. Die Inkubation der Extrakte mit
einem Antikorper gegen STAT3 (oben) bzw. STATI (unten) zeigte den so genannten
wupershift“ und bestétigte, dass in der oberen Reihe DNA-gebundene STAT3-Dimere und in
der unteren Reihe DNA-gebundene STATI-Dimere zu sehen sind (Abb. 34). Ein
unspezifischer Src-Antikdrper zeigte hingegen keinen ,,Supershifi‘. Ein 5-facher Uberschuss
an nicht radioaktiv markierter DNA 16schte beide Banden aus, wihrend ein 5-facher
Uberschuss an mutierter DNA keinen Effekt zeigte (Abb. 34). Dies bestitigte, dass die
gezeigten Protein-DNA-Komplexe mit dem DNA-Fragment hSIE gebildet wurden. Wahrend
eine Behandlung der Zellen mit 5 pM Stattic bereits eine deutlich schwichere
STAT3:STAT3:DNA Bande zeigte und 20 uM Stattic das Signal vollig ausloschte, hatten
dieselben Konzentrationen keinen Effekt auf die STATI1-DNA-Komplexe (Abb. 34). Da nur
phosphorylierte STAT3-Dimere DNA binden konnen, bestétigte das Ergebnis, dass Stattic
spezifisch die Phosphorylierung des Tyrosins 705 von STAT3 inhibiert, aber keinen Effekt
auf die Tyrosinphosphorylierung von STAT1 ausiibt (Abb. 33).

3.4.1.3. Einfluss der Testsubstanzen auf die STAT3-Dimerisierung

Um den Einfluss von Stattic auf die STAT-Dimerisierung zu untersuchen, wurde ebenfalls
eine in vitro EMSA Analyse verwendet. Daflir wurden HepG2 Zellen 24 Stunden in
serumfreien Medium kultiviert und entweder mit IL-6 oder mit IFN-y stimuliert, um STAT3
bzw. STAT1 zu phosphorylieren. Die vorphosphorylierten Zellkernextrakte wurden in vitro
mit den angegebenen Konzentrationen an Stattic oder mit DMSO inkubiert und in einem
EMSA analysiert. Neben der ,,Supershift“-Kontrolle mit den Antikérpern gegen STATS3,
STAT! und Src, sind auch die bereits in Abbildung 34 gezeigten Kontrollen mit einem
Uberschuss an radioaktiv unmarkierter DNA und mutierter DNA gezeigt. Als zusitzliche
Kontrolle wurden die Zellkernextrakte mit dem Peptid Ac-pYLPQTV-NH, (Abb. 35, oben)
oder dem Peptid GpYDKPHVL (Abb. 35, unten) behandelt, um die Dimerisierung der STAT-
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Proteine mit einem Peptid zu inhibieren. Sowohl die Dimerisierung von STAT3 (Abb. 35,
oben) als auch von STAT1 (Abb. 35, unten) konnten durch die Kontrollpeptide, die an die
jeweilige SH2-Doméne der Proteine binden, inhibiert werden, was zu einer Schwichung der
entsprechenden DNA-bindenden Aktivitit fiihrte. Die Inkubation der vorphosphorylierten
Zellkernextrakte mit verschiedenen Konzentrationen an Stattic filhrte zu einer Dosis-
abhédngigen Inhibition der STAT3-Dimerisierung (Abb. 35, oben), wihrend die Bindung der
STATI1-Dimere an die DNA durch Stattic nicht inhibiert wurde (Abb. 35, unten).
Interessanterweise war die Bindung der STATI-Dimere an DNA stirker bei hoheren
Konzentrationen an Stattic, was aber vermutlich auf einen unspezifischen Bindungseffekt
zuriickzufiihren war. So kann man eine stirkere Bindung auch bei den Antikorperkontrollen

beobachten (Abb. 35).
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Abb. 35: Stattic inhibierte spezifisch die Dimerisierung von STAT3.

HepG2 Zellen wurden fiir 24 Stunden in serumfreien Medium kultiviert und fiir 30 Minuten mit 50
ng/mL IL-6 oder fiir 15 Minuten 50 ng/mL IFN-y stimuliert. Die Zellkernextrakte wurden entweder
mit 1% DMSO oder mit den angegebenen Konzentrationen Stattic 60 Minuten bei 30°C inkubiert. Als
Kontrolle wurden einige Kernlysate zusétzlich mit 1 pg STAT3 Antikorper, 1 pg STAT1 Antikorper
oder 1 pg Src Antikdrper, oder 5-fachen Uberschuss an unmarkierter DNA (hSIE) bzw. unmarkierter
mutierter DNA behandelt. Als Positivkontrolle fiir die Inhibition der Dimerisierung wurden Extrakte
mit 1 uM Ac-pYLPQTV-NH,; (oben) oder 1 pM GpYDKPHVL (unten) inkubiert. Je 50 pg der mit
radioaktiv markierter DNA (hSIE) behandelten Zellkernextrakte wurden in einem 4%-igen
Polyacrylamidgel aufgetrennt und auf einem Ro&ntgenfilm exponiert. Gezeigt sind die DNA-
gebundenen STAT3 und STAT1-Dimere und der jeweilige Supershift.
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Neben Stattic wurde auch die inhibitorische Aktivitdt der inaktiven Substanzen 2-4 (Tabelle
6) auf die Dimerisierung von STAT3 und STATI1 dberpriift. Analog wurden
vorphosphorylierte HepG2 Zellkernextrakte mit 1% DMSO oder der entsprechenden
Konzentration an Testsubstanz inkubiert und in einem EMSA analysiert. Wahrend selbst 500
uM der Testsubstanz 3 nur eine geringfiigige antagonistische Wirkung auf die STAT3-
Dimerisierung hatte, hatten alle anderen getesteten Verbindungen keinen Einfluss auf die
Dimerbildung von STAT3 oder STAT1 (Abb. 36). Zusammenfassend konnte nachgewiesen
werden, dass Stattic sowohl die Tyrosinphosphorylierung von STAT3 in HepG2 Zellen, als

auch die STAT3-Dimerisierung in vitro inhibiert.
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Abb. 36: Einfluss der Testsubstanzen 2-4 auf die STAT-Dimerisierung.

HepG2 Zellen wurden fiir 24 Stunden in serumfreien Medium kultiviert und fiir 30 Minuten mit 50
ng/mL IL-6 oder fiir 15 Minuten 50 ng/mL IFN-y stimuliert. Die Zellkernextrakte wurden entweder
mit 1% DMSO oder mit 500 uM der Testsubstanzen 2-4 60 Minuten bei 30°C inkubiert. Als Kontrolle
wurden einige Kernlysate zusitzlich mit einem 5-fachen Uberschuss an unmarkierter DNA (hSIE)
bzw. unmarkierter mutierter DNA behandelt. Je 50 pg der mit radioaktiv markierter DNA (hSIE)
behandelten Zellkernextrakte wurden in einem 4%-igen Polyacrylamidgel aufgetrennt und auf einem
Rontgenfilm exponiert. Gezeigt sind die DNA-gebundenen STAT3 und STAT1-Dimere.

3.4.1.4. Etablierung eines STAT Lokalisationsassays in HepG2 Zellen

Sowohl STAT3 als auch STATI dimerisieren nach erfolgter Aktivierung durch
Phosphorylierung des Tyrosins und die STAT-Dimere werden anschlieBend in den Zellkern
transportiert. Dort binden sie an Promotorsequenzen und regulieren die Transkription von
Zielgenen. Ging man frither davon aus, dass die STATs vor ihrer Aktivierung im Zytoplasma
lokalisiert sind und erst nach ihrer Dimerisierung in den Zellkern wandern, konnte inzwischen

gezeigt werden, dass die STATs unabhédngig von der Tyrosinphosphorylierung zwischen
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Zytoplasma und Zellkern hin- und herwandern (Pranada et al, 2004). Es erfolgt nach
Phosphorylierung der STATSs kein Riicktransport der Proteine vom Zellkern ins Zytoplasma,
was eine Akkumulation der STATSs im Zellkern zur Folge hat (Marg et al., 2004; Meyer et al.,
2004).

STAT3 STAT1 DAPI

unstimuliert

IL-6 und IFN-y

IL-6

IFN-y

Abb. 37: Etablierung eines Lokalisationsassays von STAT3 und STATI.

HepG2 Zellen wurden 24 Stunden in serumfreien Medium kultiviert und anschlieBend 40 Minuten mit
50 ng/mL IL-6 und/oder 50 ng/mL IFN-y stimuliert. Die Zellen wurden fixiert, permeabilisiert und mit
Antikdrpern gegen STAT3 und STATI1, sowie mit einer DAPI-Losung gefdrbt. Unter einem
Fluoreszenzmikroskop wurden die Zellen mit einem 40x Objektiv fotografiert.

Um die Wirkung von Stattic auf die Lokalisation von STAT3 und STAT1 zu untersuchen,
wurde ein mikroskopisches Immunofluoreszenz-Verfahren etabliert. Dazu wurden HepG2
Zellen zundchst 24 Stunden im serumfreien Medium gehungert und anschliefend mit IL-6
und IFN-y stimuliert. Nach dem Fixieren, Permeabilisieren und Farben von STAT3, STATI1
durch die entsprechenden Antikérper und den Zellkernen durch DAPI wurden die Zellen
unter dem Fluoreszenzmikroskop analysiert. Wihrend in den unstimulierten Zellen sowohl
STAT3 als auch STATI iiber die gesamte Zelle verteilt war, war das phosphorylierte STAT3-
und STATI1-Protein im Zellkern lokalisiert (Abb. 37). Eine getrennte Stimulation beider

Proteine zeigte, dass die Wanderung der Proteine in den Zellkern unabhéngig voneinander
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erfolgte. Daher konnten bei Inkubation mit einer Testsubstanz und gleichzeitiger Stimulation
mit IL-6 und IFN-y die Lokalisation beider Proteine untersucht werden und somit

Testsubstanzen herausgefiltert werden, die spezifisch nur STAT3 inhibieren.

3.4.1.5. Lokalisation der STATSs unter dem Einfluss von Testsubstanzen
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Abb. 38: Lokalisation von STAT3 und STAT1 unter dem Einfluss verschiedener
Testsubstanzen.

HepG2 Zellen wurden 24 Stunden in serumfreien Medium kultiviert und 60 Minuten lang mit
entweder 1% DMSO oder 20 uM der angegebenen Testsubstanzen inkubiert. Nach 40-mintitiger
Stimulation mit 50 ng/mL IL-6 und 50 ng/mL IFN-y wurden die Zellen fixiert, permeabilisiert und mit
Antikorpern gegen STAT3 und STATI, sowie mit DAPI-Losung gefarbt. Unter einem konfokalen
Mikroskop wurden die Zellen mit einem 40x Objektiv fotografiert.



3 Ergebnisse 99

Um zu untersuchen, ob Stattic oder Derivate spezifisch die Lokalisation von STAT3
inhibieren, wurden HepG2 Zellen gehungert, dann mit 1% DMSO oder der entsprechenden
Testsubstanz versetzt und mit IL-6 und IFN-y stimuliert. STAT3-Protein und STAT1-Protein
wurde in den Zellen durch entsprechende Antikorper sichtbar gemacht und die Zellkerne mit
einer DAPI-Losung angefarbt. Wie man in Abbildung 37 sehen kann, waren bei den
unstimulierten Zellen STAT3 und STAT1 komplett tiber die gesamte Zelle verteilt (Abb. 38,
Reihe 1), widhrend nach erfolgter Stimulation beide Proteine groftenteils im Zellkern
lokalisiert waren (Abb. 38, Reihe 2). 20 uM Stattic war ausreichend, um die Lokalisation von
STAT3 im Zellkern zu verhindern, wdhrend STAT1 zumindest iiberwiegend nukleér
lokalisiert war (Abb. 38, Reihe 3). Die im Fluoreszenzpolarisations-Assay negativen
Verbindungen 2-4 (Tabelle 6) beeinflussten hingegen nicht die Lokalisation von STAT3 und
STATI (Abb. 38, Reihen 4-6).
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Abb. 39: Stattic inhibierte spezifisch die Lokalisation von STAT3 im Zellkern.

HepG2 Zellen wurden 24 Stunden in serumfreien Medium kultiviert und 60 Minuten lang mit
entweder 1% DMSO oder 20 pM Stattic inkubiert. Nach 40-miniitiger Stimulation mit 50 ng/mL IL-6
und 50 ng/mL IFN-y wurden die Zellen fixiert, permeabilisiert und mit Antikérpern gegen STAT3 und
STATI, sowie mit DAPI-Losung geférbt. Unter einem konfokalen Mikroskop wurden die Zellen mit
einem 63x Objektiv fotografiert.

Mit einem 63x Objekt wurden Aufnahmen in einer hoheren Auflésung angefertigt. Analog
zur Abbildung 38 sieht man eine homogene Verteilung beider STATSs iiber die gesamte Zelle
in gehungerten HepG2 Zellen (Abb. 39, Reihe 1). Nach Stimulation mit den Liganden
lokalisierten STAT3 und STATI im Zellkern (Abb. 39, Reihe 2), wihrend nach Behandlung
mit Stattic nur STATI im Zellkern akkumulierte und STAT3 weiterhin sowohl im
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Zytoplasma und im Zellkern lokalisiert war (Abb. 39, Reihe 3). Zusammenfassend ldsst sich
sagen, dass Stattic in der Lage war, spezifisch die Funktionalitdt der STAT3-SH2-Doméne zu
inhibieren. Uber diese antagonistische Wirkung verhinderte der Inhibitor Stattic auch

spezifisch die Akkumulation von stimuliertem STAT3 im Zellkern.

3.4.2. NIH3T3 Zellen
Die murine Zelllinie NIH3T3 sind hoch Kontakt-inhibierte Mausfibroblasten, die aus NIH

Swiss Embryonalzellen gewonnen wurden (Jainchill ez al., 1969). Diese Zelllinie eignet sich
bestens fiir Transformationsassays und wurde daher auch schon bei fritheren Untersuchungen
von STAT3 herangezogen. So ist bekannt, dass STAT3 auch Liganden-unabhingig durch
onkogene Proteine wie zum Beispiel v-Src phosphoryliert wird. In v-Src transformierten
NIH3T3 Zellen ist das STAT3-Protein konstitutiv-aktiv (Yu et al, 1995) und ist fir die

transformativen Eigenschaften des onkogenen v-Src essentiell (Bromberg et al., 1998).

3.4.2.1. Stabile Expression von v-Src und h-Ras in NIH3T3 Zellen

Fiir die Gewinnung stabiler NIH3T3/v-Src Zellen wurden zunichst Phoenix Eco Zellen
transient mit v-Src, h-Ras oder einem leeren Kontrollvektor transfiziert. Phoenix Eco ist eine
ecotrope Packungszelllinie und verpackt RNA des transfizierten Vektors pLXSN und dem
gewiinschten Gen in infektiose, Replikations-inkompetente retrovirale Partikel. Diese
retroviralen Partikel konnen nun ecotrope Zielzellen infizieren und das Zielgen {ibertragen. Es
wurden im Folgenden parentale NIH3T3 Zellen mit den Vireniiberstinden infiziert und durch
antibiotische Selektion polyklonale NIH3T3/v-Src, NIH3T3/h-Ras und NIH3T3/pLXSN

Zellen gewonnen.
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Abb. 40: Westernblotanalyse der polyklonalen

NIH3T3 Zellen.

Polyklonale = NIH3T3/Src, NIH3T3/Ras und
IB: Src NIH3T3/pLXSN Zellen wurden in serumhaltigen

Medium kultiviert. Etwa 30 pg Totallysat wurde
IB: Ras mittels SDS-Page aufgetrennt und in der folgenden
Westernblotanalyse mit Antikdrpern gegen Src, Ras,
p-STAT3 (Y705) und STAT3 analysiert. Ein
Antikdrper gegen Actin diente als Ladekontrolle.
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Eine Westernblotanalyse der polyklonalen Zellen bestitigte die Literaturvorgaben, dass in v-
Src  transformierten NIH3T3 Zellen STAT3 konstitutiv-aktiv war und eine
Tyrosinphosphorylierung aufwies (Abb. 40). Hingegen zeigten die NIH3T3/h-Ras Zellen und
die mit Leervektor infizierten NIH3T3/pLXSN Zellen zwar dieselbe STAT3-Proteinmenge,
aber keine Tyrosinphosphorylierung von STAT3 (Abb. 40).

3.4.2.2. Einfluss von Stattic auf die Phosphorylierung von STAT3 in NIH3T3/v-Src Zellen

Da nun bestétigt war, dass STAT3 in v-Src transformierten NIH3T3 Zellen phosphoryliert
vorliegt, wurde untersucht, ob Stattic auch in diesen Zellen die Phosphorylierung von STAT3
inhibieren kann. Dazu wurden NIH3T3/v-Src Zellen 2 Stunden lang mit verschiedenen
Konzentrationen an Stattic und 20 uM SU6656 behandelt und einer Westernblotanalyse
unterworfen. Wéhrend die Behandlung mit 10 pM Stattic keinen Einfluss auf die
Tyrosinphosphorylierung von STAT3 hatte, inhibierte die zweistiindige Inkubation mit 20
uM die STAT3-Phosphorylierung in den NIH3T3/v-Src Zellen (Abb. 41, links). Der
kommerziell erhéltliche Src-Inhibitor SU6656 verhinderte ebenfalls eine STAT3-Aktivierung
in den Zellen, was bestitigte, dass STAT3 direkt iiber v-Src phosphoryliert wird (Abb. 41,
links).
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Abb. 41: Die zeitabhingige Inhibition der STAT3 Phoshorylierung in NIH3T3/v-Src¢ Zellen
durch Stattic.

Polyklonale NIH3T3/Src Zellen wurden mit 0,1% DMSO oder den entsprechenden Konzentrationen
an Stattic oder dem Src-Inhibitor SU6656 fiir 2 Stunden (links) oder 48 Stunden (rechts) inkubiert.
Etwa 30 ng Totallysat wurde mittels SDS-Page aufgetrennt und in der folgenden Westernblotanalyse
mit Antikorpern gegen p-STAT3 (Y705) und STAT3 analysiert. Ein Antikdrper gegen Actin diente als
Ladekontrolle.

Interessanterweise war die Antagonisierung der STAT3-Phosphorylierung abhingig von der
Zeit. So zeigte Stattic in NIH3T3/v-Src Zellen, die 48 Stunden mit verschiedenen
Konzentrationen an Stattic inkubiert wurden, bereits bei 5 uM eine Wirkung auf die STAT3-
Aktivitit (Abb. 41, rechts). Dies deutete darauf hin, dass Stattic durch eine irreversible
Reaktion an das STAT3-Protein bindet und dadurch in der Zelle akkumuliert.

3.4.2.3. Apoptose in genetisch verdnderten NIH3T3 Zellen

Die Apoptose (griechisch: ,,der Niedergang®) ist eine spezielle Form des programmierten
Zelltods. Im Gegensatz zum anderen wichtigen Mechanismus des Zelltods, der Nekrose, ist
die Apoptose ein von der betroffenen Zelle selbst durchgefiihrter aktiver Mechanismus und
somit ein Teil des Stoffwechsels der Zelle (Kerr et al., 1972). Diese Form des Zelltods
unterliegt einer strengen Kontrolle und damit wird gewihrleistet, dass benachbartes
Zellgewebe nicht beschiadigt wird. Apoptose und Nekrose lassen sich bereits optisch gut
voneinander unterscheiden. Wihrend unter anderem bei der Apoptose ein Schrumpfen der
Zellen einsetzt und ein Abbau der DNA durch Endonukleasen in definierte Stiicke stattfindet,
schwellen bei der Nekrose die Zellen an, wobei deren Plasmamembran zerstort wird

(Darzynkiewicz et al., 1997).
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STATS3 gilt als antiapoptotisch und daher ist es nicht verwunderlich, dass es eine Vielzahl an
Beispielen in der Literatur gibt, wo eine Inhibition von STAT3 zum Auslosen von Apoptose
fiihrt (Catlett-Falcone et al., 1999; Garcia ef al., 2001; Niu ef al., 2002a). Es gibt eine Reihe
von Methoden, um apoptotische Zellen von normal wachsenden Zellen zu unterscheiden.
Eine gingige und einfach durchfiihrbare Methode wurde 1991 von Nicoletti et al. entwickelt
(Nicoletti et al., 1991). Diese Methode geht auf die auftretende DNA-Fragmentierung bei der
Apoptose zuriick (Oberhammer et al., 1993). Da apoptotischen Zellen durch dieses Phanomen
einen DNA-Gehalt besitzen, der geringer ist als der von Zellen in der Go/G;-Phase, konnen
die apoptotischen Zellen nach dem Anfirben mit dem DNA-Interkalator Propidiumiodid
mittels Durchflusszytometrie gut von nicht-apoptotischen Zellen unterschieden werden.
Apoptotische Zellen zeigen im Durchflusszytometer deshalb weniger Fluoreszenz als Zellen

in Go/Gj, es erscheint ein so genannter Sub-Gy/G;-Wert (Vermes et al., 2000).
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Abb. 42: Erhohte Apoptoserate durch Inhibition von STAT3 durch Stattic in NIH3T3/Src
Zellen.

Genetisch veridnderte NIH3T3 Zellen wurden 48 Stunden mit entweder 0,1% DMSO oder 5 uM Stattic
behandelt und 3 Stunden mit einem Propidiumiodid-Puffer geférbt. Der gesamte DNA-Gehalt und der
Sub-Gy/G;-Wert wurde mittels Durchflusszytometrie quantitativ bestimmt. Gezeigt sind exemplarisch
die logarithmisch aufgenommenen Auswertungen des DNA-Gehalts der Zellen aus einem von drei
unabhingig voneinander durchgefiihrten Experimenten.
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Da in NIH3T3/Src Zellen STAT3 konstitutiv-aktiv ist, sollte eine Inhibition von STAT3 in
diesen Zellen zur Apoptose fiithren, wiahrend NIH3T3/Ras und NIH3T3/pLXSN Zellen nur
eine geringere Apoptoserate nach Inkubation mit Stattic zeigen sollten. Nach Behandlung der
Zellen mit DMSO oder 5 uM Stattic fiir 48 Stunden wurden die Zellen mit Propidiumiodid
angefarbt und der DNA-Gehalt mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Tatsdchlich zeigten
die mit 5 uM Stattic behandelten Zellen einen deutlichen Sub-G¢/G;-Wert, wéhrend alle
anderen behandelten Zellen deutlich weniger apoptotische Zellen aufwiesen (Abb. 42). Eine
Bestétigung fiir dieses Ergebnis war die Westernblot-Analyse der Inhibition der STAT3-
Phosphorylierung in den NIH3T3/Src Zellen (Abb. 41). Auch hier war nach 48 Stunden
Inkubation mit 5 uM Stattic die Funktionalitit der STAT3-SH2-Domine inhibiert.

Eine Zusammenstellung aller drei durchgefiihrten Messreihen ergab eine prozentuale
Apoptoserate der Stattic-behandelten NIH3T3/Src Zellen von 32,8 + 3,6%, wéhrend der Sub-
Go/Gi-Wert der anderen beiden Zelllinien signifikant niedriger war (Abb. 43). Dies deutete
darauf hin, dass Stattic durch Inhibition von STAT3 in den NIH3T3/Src Zellen zum
programmierten Zelltod fiihrt.

Abb. 43: Quantifizierung der Ergebnisse
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3.4.2.4. Einfluss von Stattic auf die transformativen Eigenschaften von v-Src und h-Ras

Unter einer malignen Transformation versteht man die bosartige Verdnderung von Zellen
unter anderem unter dem Einfluss chemischer Substanzen oder onkogener Viren. Bosartig
transformierte Zellen unterscheiden sich von ihren normalen Gegenstiicken in einer Vielzahl
von Aspekten und zeigen die Eigenschaften von Tumorzellen. Bedeutsam unter diesen
Unterschieden ist der Verlust der Kontaktinhibition, der Erwerb einer unendlichen

Lebensspanne und die Fihigkeit, in Tieren Tumore zu bilden. Freedman und Shin fanden
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1974 heraus, dass zwischen dem tumorbildenden Potential einer Zelle in vivo und ihrer
Féhigkeit, verankerungsunabhéngig in vitro zu wachsen, ein allgemeiner Zusammenhang
besteht (Freedman & Shin, 1974). Obwohl diese Generalisierung nicht fiir jede transformierte
Zelle gilt, kann das Wachstum in Weichagar benutzt werden, um in vitro Transformation zu
untersuchen. Die Methode hat den Vorteil, dass sie leicht umgesetzt werden kann und weniger
Zeit als ein in vivo Assay bendtigt.

Sowohl NIH3T3/v-Src Zellen als auch NIH3T3/h-Ras Zellen zeigen im Gegensatz zu
parentalen NIH3T3 Zellen ein Wachstum von Kolonien in Weichagar. Die Kolonienbildung
der NIH3T3/h-Ras Zellen verlduft unabhéngig von STAT3 (Aftab et al., 1997; Chang et al.,
2003). Bei der Transformation von v-Src in NIH3T3 Zellen konnte hingegen gezeigt werden,
dass in diesem Fall STAT3 konstitutiv-aktiv ist und die STAT3-Aktivitdt fiir die
Transformation essentiell ist (Bromberg et al., 1998; Turkson et al., 1998). Aus der Literatur
ist weiterhin bekannt, dass ein zellgidngiges Peptid mit der Sequenz PpYLKTK an die STAT3
SH2-Doméne bindet und Src-induziertes Wachstum von Kolonien von NIH3T3/v-Src Zellen
in Weichagar verhindert (Turkson et al., 2001). Daher sollte ein kleines organisches Molekiil,
welches die Funktion der STAT3-SH2-Doméne inhibiert, denselben Effekt aufweisen.

Es wurden NIH3T3/Src, NIH3T3/Ras und NIH3T3/pLXSN Zellen auf eine Schicht
Weichagar gebettet und alle 2-3 Tage iiber einen Zeitraum von 2 Wochen mit DMSO oder
den entsprechenden Konzentrationen an Testsubstanzen behandelt. AnschlieBend wurden die
Kolonien eingefdrbt und unter dem Lichtmikroskop ausgezihlt. Bereits 1 pM Stattic war
ausreichend, um das Wachstum der Kolonien von NIH3T3/Src Zellen etwa zu halbieren,
wihrend bei dieser Konzentration das Wachstum der NIH3T3/Ras Kolonien nicht betroffen
war (Abb. 44). Interessanterweise lag die Konzentration von 1 uM um einen Faktor 5-20
niedriger als die sonstigen fiir einen inhibitorischen Effekt bendtigten Konzentrationen. Diese
Diskrepanz war jedoch durch die Tatsache erkldrbar, dass das Experiment iiber einen
Zeitraum von 14 Tagen hinweg durchgefiihrt wurde und bereits vorherige Versuche eine
Zeitabhingigkeit der Reaktion zeigten (Kapitel 3.4.2.2.). Die negative Kontrollverbindung 4
aus der Struktur-Wirkungs-Untersuchung (Tabelle 6) hatte in diesem Assay keinen Effekt auf
das Wachstum beider Kolonien (Abb. 44). Der Src-Inhibitor SU6656 wurde als
Positivkontrolle verwendet und stoppte bei einer Konzentration von 5 puM vollig das
Wachstum der Kolonien der NIH3T3/Src Zellen, aber nicht das der NIH3T3/Ras Zellen (Abb.
44). NIH3T3/pLXSN Zellen zeigten in einem Kontrollversuch kein Wachstum von Kolonien
(Daten nicht gezeigt). Zusammenfassend wiesen die Ergebnisse darauf hin, dass Stattic durch

direkte Inhibition von STAT3 die transformativen Eigenschaften von v-Src inhibiert.
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Abb. 44: Stattic inhibierte spezifisch die transformativen Eigenschaften von v-Src in NIH3T3
Zellen.

Genetisch manipulierte NIH3T3 Zellen wurden auf einer 0,5%-igen zellkulturmediumhaltigen
Weichagarschicht ausgesdt und mit einer 0,25%-igen Weichagarschicht iiberdeckt. Die 0,25%-ige
Weichagarschicht enthielt neben dem Medium entweder 1% DMSO oder die entsprechende
Konzentration an Inhibitoren. Alle 2-3 Tage wurden die Kolonien mit einer frischen entsprechenden
0,25%-igen Weichagarschicht versorgt und nach 10-14 Tagen eingefirbt. Es wurden die Kolonien
unter einem Lichtmikroskop in vier zufillig ausgewihlten Bereichen ausgezdhlt. Die Fehlerbalken
reprasentieren das Mittel = S.A. fiir drei unabhéngig voneinander durchgefiihrte Experimente. * Werte
sind signifikant von der DMSO Kontrolle verschieden (p < 0,01).

Um zu demonstrieren, dass die gezeigte antagonistische Wirkung von Stattic auf das
Koloniewachstum von NIH3T3/Src Zellen nicht auf einer Inhibition der Src-Kinaseaktivitit
beruhte, wurde ein in vitro Src-Kinaseassay angeschlossen. Dazu wurde das Src
Substratpeptid KVEKIGEGTYGVVYK zusammen mit aktiver Src-Kinase, radioaktiv
markiertem ATP und den angegebenen Konzentrationen an Testsubstanzen inkubiert. Die
Kinaseaktivitdt von Src wurde mit einem Szintillationszéhler ausgewertet. Wie man in
Abbildung 45 sehen kann, hatten selbst 50 uM an Stattic keine Auswirkung auf die
Kinaseaktivitdt von Src. Der Src-Inhibitor SU6656 hingegen reduzierte bei 20 pM die
Kinaseaktivitit um etwa 70%. Dies deutete darauf hin, dass Stattic das Wachstum der
Kolonien der NIH3T3/Src Zellen in den Transformationsassay durch direkte Inhibition von

STAT3-Aktivitit verhindert, aber keinen Einfluss auf die Kinaseaktivitit von Src hat.
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Abb. 45: Einfluss von Stattic auf die Src Kinaseaktivitit.

150 uM Src Substratpeptid KVEKIGEGTYGVVYK, 25 ng aktive Src-Kinase (Upstate) und die
angegebenen Konzentrationen an Stattic und SU6656 wurden zusammen 45 Minuten bei 37°C
inkubiert. Die Kinasereaktion wurde 15 Minuten bei 37°C mit radioaktiv markiertem ATP
durchgefiihrt, die Reaktionsmischungen auf P81 Papier iibertragen und die Radioaktivitdt mit einem
Szintillationszéhler gemessen. Die Fehlerbalken repriasentieren das Mittel + S.A. fiir drei unabhéngig
voneinander durchgefiihrte Experimente.

3.4.3. Brustkrebszelllinien
Die Zelllinie MDA-MB-231 wurde aus einem Brust-Adenokarzinom einer 51-jdhrigen Frau

isoliert und besitzt die Morphologie von Epithelzellen (Brinkley et al., 1980). MDA-MB-
435S ist eine spindelformige Zelllinie, die 1976 aus einem metastatischen Brustdriisenkrebs
einer 31-jéhrigen Frau isoliert wurde (Brinkley et al., 1980). MDA-MB-453 Zellen wurden
ebenfalls 1976 aus dem metastatischen Mammakarzinom einer 48-jdhrigen Frau isoliert und
haben eine Epithelzell-Mophologie (Brinkley et al., 1980). STAT3 ist in einer Reihe von
menschlichen Primértumoren konstitutiv-aktiv und wirkt dort antiapoptotisch. Auch in
menschlichen Mammakarzinomen liegt STAT3 hiufig phosphoryliert vor (Yu & Jove, 2004).
Daher wurden die oben genannten Brustkrebszelllinien als drittes zelluldres System fiir die

Charakterisierung des Inhibitors Stattic herangezogen.

3.4.3.1. STAT3-Proteinexpression in Brustkrebszelllinien

In einem ersten Schritt wurde zunichst in allen verwendeten Zelllinien untersucht, ob STAT3
konstitutiv-aktiv vorlag. Dazu wurden MDA-MB-231, MDA-MB-435S und MDA-MB-453

Zellen kultiviert und in einer Westernblotanalyse untersucht. Die beiden Zelllinien MDA-
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MB-231 und MDA-MB-435S wiesen eine deutliche Bande fiir eine Tyrosinphosphorylierung
von STAT3 auf. In den MDA-MB-453 Zellen war nur eine geringe Menge an STAT3-Protein
vorhanden, dieses war jedoch in dieser Zelllinie nicht phosphoryliert (Abb. 46).

Abb. 46: STAT3-Aktivitit in Brustkrebszelllinien.
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3.4.3.2. Einfluss von Stattic auf die STAT3-Phosphorylierung in Brustkrebszelllinien
Da nun ein Testsystem mit zwei STAT3-abhingigen Zelllinien (MDA-MB-231 und MDA-
MB-435S) und einer Brustkrebszelllinie ohne konstitutiv-aktives STAT3 als Kontrolle zur

Verfiigung stand, wurde im Folgenden untersucht, ob Stattic auch in diesem Zellsystem in der
Lage war, STAT3-Phosphorylierung spezifisch zu inhibieren. Dazu wurden alle zwei STAT3-
abhédngigen Zelllinien mit verschiedenen Konzentrationen an Stattic behandelt und einer
Westernblotanalyse unterworfen. Wie man in Abbildung 47 sehen kann, wurde in beiden
Zelllinien nach Behandlung mit Stattic die Phosphorylierung von STAT3 inhibiert, wiahrend
der STAT3-Proteinlevel selbst nicht beeinflusst wurde. Als Spezifititskontrolle wurde
zusétzlich die Autophosphorylierung der im Signalweg liber STAT3 liegenden Kinasen
JAK1, JAK2 und Src betrachtet. Das Tyrosin 416 im c-Src-Protein blockiert den Zugang zur
Kinasedomine, daher kann die Src-Kinase erst nach erfolgter Autophosphorylierung dieses
Tyrosins aktiv werden. Die Tyrosine 1022/1023 in JAK1 bzw. 1007/1008 in JAK?2 liegen im
sog. ,.,activation loop* der beiden Proteine und steuern die Autophosphorylierung. Stattic hatte
keine Auswirkung auf die Autophosphorylierung der Kinasen und somit auch nicht auf die
Kinaseaktivitidt (Abb. 47). Die Proteine Akt, JNK und ERK1/2 befinden sich in STAT3-

unabhéngigen Signalwegen und ihre Phosphorylierung wurde ebenfalls von Stattic nicht
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beeinflusst (Abb. 47). Zusammenfassend deutete dies abermals darauf hin, dass Stattic direkt

an STAT3 bindet und spezifisch dieses Protein antagonisiert.
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Abb. 47: Einfluss von Stattic auf ausgewéhlte Proteine in Brustkrebszelllinien.

Die Brustkrebszelllinien MDA-MB-231 und MDA-MB-435S wurden entweder mit 0,1% DMSO oder
10 uM oder 20 uM Stattic fiir zwei Stunden inkubiert. Etwa 30-50 ug Totallysat wurde mittels SDS-
Page aufgetrennt und in der folgenden Westernblotanalyse mit Antikorpern gegen p-STAT3 (Y705),
STATS3, p-Src (Y416), Tubulin, p-JAK1 (Y1022/Y1023), JAKI, p-JAK2 (Y1022/Y1023), JAK2, p-
Akt (S473), Akt, p-JNK (T183/Y185), INK, p-ERK1/2 (T202/Y204) und ERK1/2 analysiert. Die
Experimente fiir diese Abbildung wurden von Bianca Sperl durchgefiihrt.

3.4.3.3. Einfluss von Stattic auf Apoptose in Brustkrebszelllinien

Aus der Literatur sind mehrere Beispiele bekannt, wo in den Brustkrebszelllinien MDA-MB-
231 und MDA-MB-435S durch Inhibition von STAT3 durch kleine organische Inhibitoren
Apoptose ausgelost wird (Sun et al., 2005; Turkson et al., 2005; Turkson et al., 2004b). Da
die dritte Zelllinie MDA-MB-453 unabhidngig von STAT3 ist, sollte in dieser durch
Inaktivierung von STAT3 keine Apoptose ausgelost werden.

Um die Apoptoserate in den drei Brustkrebszelllinien zu testen, wurden zunéchst die Zellen

entweder mit 0,1% DMSO oder 10 puM Stattic fiir 24 Stunden inkubiert, anschliefend mit
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Propidiumiodid gefdrbt und einer Durchflusszytometrie unterworfen. Es wurde der
prozentuale Sub-G¢/G;-Wert quantitativ bestimmt. Dieser Wert entspricht dem Anteil an
apoptotischen Zellen. In Abbildung 48 kann man erkennen, dass die Inkubation mit 10 uM
Stattic selektiv in den MDA-MB-231 und den MDA-MB-435S Zellen die Apoptoserate
erhohte. Die STAT3-unabhéngige Zelllinie MDA-MB-453 zeigte nur eine dulerst geringfligig
erhohte Apoptose im Vergleich zur DMSO Kontrolle.

Abb. 48: Einfluss von Stattic auf die
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Neben der Moglichkeit, den Sub-Gy/G;-Wert der Zellen mittels Durchflusszytometrie zu
bestimmen und iiber diesen Wert Riickschliisse auf die Apoptose zu ziehen, gibt es weitere
klassische Apoptoseassays. Einer davon ist der so genannte TUNEL-Assay (7dT-mediated
dUTP-X nick end labeling) (Gold et al., 1994; Gorczyca et al., 1993). Hier werden die Zellen
mit einer Reaktionsmischung behandelt, die TdT (deoxynucleotidyl transferase) und die
Fluorescein-markierte DNA-Base dUTP enthilt. Ein Merkmal der frithen Apoptosestadien der
Zelle sind DNA-Strangbriiche. Diese konnen detektiert werden, indem das Enzym TdT den
Einbau von Fluorescein-dUTP an die freien 3’-OH-Enden der ein- und doppelstringigen
DNA-Stiicke katalysiert. Die Fluorescein-markierten DNA-Stiicke konnen nun unter dem

Fluoreszenzmikroskop sichtbar gemacht werden.
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Abb. 49: TUNEL-Assay von Stattic-behandelten Brustkrebszellen.

Verschiedene Brustkrebszelllinien wurden 24 Stunden lang entweder mit 0,1% DMSO, 10 uM Stattic
oder 10 uM Doxorubicin inkubiert. Die Zellen wurden fixiert, mit dem ,,In Situ Cell Death Detection
Kit*“ (Roche) nach Angaben des Herstellers behandelt und mit einer DAPI-Losung angeférbt. Unter
einem Fluoreszenzmikroskop wurden die Zellen mit einem 40x-Objektiv fotografiert. Gezeigt sind
Phasenkontrastbilder, die Zellkerne (DAPI) und FITC-Farbung, welche DNA-Strangbriiche
reprasentiert.

MDA-MB-453

MDA-MB-231, MDA-MB-435S und MDA-MB-453 Zellen wurden entsprechend mit Stattic
oder dem Chemotherapeutikum Doxorubicin behandelt und die DNA-Strangbriiche in einem
TUNEL Assay sichtbar gemacht. 10 uM Stattic 16ste in den beiden Zelllinien mit konstitutiv-
aktivem STAT3 (MDA-MB-231 und MDA-MB-435S) Apoptose aus, was man an der FITC
Féarbung, die DNA-Strangbriiche représentiert, in Abbildung 49 erkennen kann. Die STAT3-



3 Ergebnisse 112

unabhingige Zelllinie MDA-MB-453 hingegen zeigte keine Farbung von FITC und somit
auch im TUNEL-Assay keine Anzeichen von Apoptose. Doxorubicin wurde als
Positivkontrolle verwendet und loste in allen drei Zelllinien Apoptose aus (Abb. 49).
Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass Stattic nur in Brustkrebszelllinien Apoptose ausldste,
in welchen STAT3 phosphoryliert und konstitutiv-aktiv war. In der STAT3-unabhingigen
Zelllinie MDA-MB-453 waren keine Anzeichen von Apoptose zu erkennen. Dies deutete
darauf hin, dass Stattic selektiv STAT3 inhibiert und diese antagonistische Reaktion nur dann

zum programmierten Zelltod fiihrt, falls STAT3 phosphoryliert vorliegt.
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4. Diskussion

Um grundlegende zelluldre Ereignisse wie Wachstum, Migration oder Differenzierung zu
ermoglichen, muss das Gleichgewicht von Aktivierung und Inaktivierung von
Wachstumsfaktorrezeptoren oder Zytokinrezeptoren einer stindigen und genauen Regulation
unterworfen sein. Die Deregulation solcher Prozesse, z.B. durch unkontrollierte
Kinaseaktivitét, ist Ursache fiir die Entstehung hyperproliferativer Erkrankungen, wie z.B.
Krebs (Kurzrock, 2001). Krebs ist eine genetische Erkrankung (Albertson et al., 2003), so
gelten beispielsweise Mutationen in den Rezeptoren oft als Ausloser fiir eine Erkrankung. Die
Zielproteine einer Krebstherapie miissen aber nicht notwendigerweise selbst genetisch
verdndert sein. So trifft eine grole Anzahl onkogener Signalwege auf eine limitierte Zahl von
nukledren Transkriptionsfaktoren (Darnell, 2002). Diese Transkriptionsfaktoren bilden das
letzte Glied in der Signalkette und fithren schlieBlich nach Aktivierung zu einem
entsprechenden Genexpressionsmuster, welches letztlich fiir Malignitit verantwortlich ist.
Aufgrund dieser FEigenschaften wurde von Darnell ef al. argumentiert, dass
Transkriptionsfaktoren logische Zielproteine bei der Bekdmpfung von Krebs sind (Darnell,
2002). Das Ausschalten eines einzelnen konstitutiv-aktiven Transkriptionsfaktors kann zur
Blockade von schidlichen Effekten einer Vielzahl genetischer Verdnderungen am Beginn der

Signalkette fiihren.

4.1. STAT3, ein Zielprotein in der Krebstherapie?
Als ideales Zielprotein in der Krebstherapie sollte ein Transkriptionsfaktor vier allgemeine

Kriterien erfiillen. Zum einen sollte dieses Protein zu einem hohen Prozentanteil in
verschiedensten Tumorzellen konstitutiv-aktiv vorliegen. Von dem latent zytoplasmatischen
Transkriptionsfaktor STAT3 ist bekannt, dass dieser aktiv an der malignen Transformation
beteiligt ist. Eine konstitutive Aktivitit von STAT3 wurde mit einer groen Hiufigkeit in
diversen menschlichen Zelllinien und Geweben gefunden (Bowman et al., 2000; Buettner et
al., 2002).

Weiterhin sollte das Genexpressionsmuster nicht nur fiir das Uberleben und das Wachstum
der Krebszelle verantwortlich sind, sondern auch fiir andere maligne Merkmale wie
Angiogenese oder der entkommenden Immunantwort (Hanahan & Weinberg, 2000). Von
STATS3 ist bekannt, dass iiber die Transkription die Gene bcl-x;, survivin oder mcll reguliert
werden. Diese Gene sichern unter anderem das Uberleben und das Zellwachstum einer

Tumorzelle in vielen Krebsarten (Niu et al., 2002a). c-myc oder cyclin D1 sind ebenfalls
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publizierte Zielgene von STAT3 (Bromberg et al., 1999). Auch das proapoptotische Protein
p53, eines der wichtigsten Regulatoren von Zellwachstum und Uberleben von Tumorzellen,
wird exprimiert bei einer Inhibition von STAT3 durch Transfektion der dominant-negativen
Variante von STAT3 in die menschlichen Melanomazelllinie A2058 (Niu et al., 2005). Die
intrinsische Féhigkeit von Krebszellen, unkontrolliert zu wachsen und der Apoptose zu
widerstehen, ist fiir die Tumorentwicklung zwar oft notwendig, aber nicht ausreichend.
Wihrend der Organogenese miissen alle Zellen eines Gewebes groBe Néhe zu einem
Blutgefdss besitzen, um die Versorgung mit Sauerstoff und Nahrstoffen zu sichern (Hanahan
& Folkman, 1996). Das stirkste Angiogenese-induzierende Signal generiert VEGF (Grunstein
et al., 1999), welches transkriptionell direkt von STAT3 reguliert wird (Niu et al., 2002b).
Die Fahigkeit, der Immunantwort zu entkommen, ist ein weiteres malignes Merkmal von
Tumorzellen (Pardoll, 2003). Auch hier konnte gezeigt werden, dass in STAT3-defizienten
Makrophagen die Expression entziindungsfordernder Stoffe wie zum Beispiel Zytokine stark
erhoht ist (Takeda er al., 1999). Zusammenfassend ist das Genexpressionsmuster des
Transkriptionsfaktors STAT3 verantwortlich fiir viele Merkmale von Krebszellen und erfiillt
somit das zweite Kriterium eines Zielproteins.

Das Prinzip der Wirksamkeit der Antagonisierung von STAT3 wurde 1999 durch Niu et al.
demonstriert (Niu et al., 1999). In diesen Studien induzierte die Expression einer dominant-
negativen Variante des STAT3-Proteins Apoptose in Mausmelanoma-Zellen. Dies fiihrte zu
dem unerwarteten Nebeneffekt, dass selbst benachbarte Tumorzellen Apoptose einleiteten, die
keine Gentherapie erhalten hatten (Niu et al., 2001). Dies zeigte, dass STAT3 ein lohnendes
Ziel fiir die Krebstherapie ist.

Tumorzellen sollten auch abhingiger von STAT3 sein als normale, gesunde Zellen. STAT3
spielt eine wichtige Rolle in der friihen Embryonalentwicklung, weshalb das friihe
Ausschalten von STAT3 in Miusen einen embryonal-lethalen Phénotyp hervorruft (Takeda et
al., 1997). Jedoch wachsen und iiberleben normale STAT3-defiziente Zellen sowohl in vitro
als auch in vivo (Akira, 2000). Wéhrend in vielen Studien gezeigt werden konnte, dass die
Inhibition der konstitutiven Aktivitdt von STAT3 in Tumorzellen zur Apoptose fiihrt (Battle
& Frank, 2002; Bowman et al., 2000; Buettner et al., 2002), konnte dies in normalen Zellen
nicht beobachtet werden (Bowman et al., 2001; Turkson et al., 2001). Da STAT3 in vielen
Zellen exprimiert ist (Chen et al., 2006), ist dies eine weitere wichtige Voraussetzung fiir die

Wahl von STAT3 als Zielprotein.
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4.2. Kleine organische Molekiile als Inhibitoren von STAT3
Ein Ansatz, um den STAT3-Signalweg zu blockieren, ist die Inhibition der im Signalweg {iber

STAT3 liegenden Kinasen, die fiir die Phosphorylierung von STAT3 verantwortlich sind. So
konnte bei kleinen organischen Molekiilen, welche die Proteine JAK, Src und den EFGR
blockieren, gezeigt werden, dass diese den STAT3-Signalweg antagonisieren und Apoptose in
Tumorzellen auslésen, in welchen das STAT3-Protein konstitutiv-aktiv vorliegt (Catlett-
Falcone et al, 1999; Garcia et al., 2001; Niu et al, 2002a). Zum Beispiel inhibiert
Cucurbitacin I aus der klassischen chinesischen Kriutermedizin den JAK/STAT3 Signalweg
iiber ein bislang unbekanntes Zielprotein (Blaskovich et al., 2003). Der grof3e Nachteil dieser
unselektiven Inhibitoren im Vergleich zu direkten STAT3-Inhibitoren liegt darin, dass diese
viele potentielle Zielproteine haben und somit meist unselektiv sind.

Es gab bereits viele Ansitze, STAT3 direkt zu antagonisieren. Diese Ansdtze beinhalteten
siRNA, Kodernukeotide, ,,G-quartet” Oligonukleotide, Antisense oder die Verwendung der
dominant-negativen STAT3-Variante (Kapitel 1.2.2.2.). Obwohl sich diese Nukleotidsdure-
basierten Strategien gut fiir erste Versuche in Zellkultur eignen, haben sie dennoch einige
Nachteile. Zum einen ist die klinische Nutzbarkeit als therapeutische Wirkstoffe aufgrund der
hohen Herstellungskosten eingeschriankt und zum zweiten bendtigen alle diese Varianten
einen Transfektionsschritt, damit die Nukleotidsduren die Zellmembran durchdringen kénnen.
Da STAT3-Proteine in der Zelle eine Halbwertszeit von etwa 8,5 Stunden aufweisen (Siewert
et al., 1999), ist die zeitliche Kontrolle der Transfektionsreaktion durch die bereits
existierenden STAT3-Proteine stark limitiert.

Eine weitere Alternative ist die Wahl der physiologischen Protein-Modulatoren der STAT3-
Proteine als Zielproteine. Durch gezielte Aktivierung der Proteine der SOCS-Familie, der
PIAS-Familie oder von Phosphatasen (Kapitel 1.2.2.1.) konnte man ebenfalls die STAT3
Aktivierung inhibieren. Obwohl diese STAT3-interagierende Proteine als potentielle
Zielkandidaten fiir eine therapeutische Entwicklung angesehen werden kdnnen, haben diese
Proteine in den meisten Fillen eine Vielzahl weiterer Funktionen in der Zelle. Daher wiirden
Agonisten dieser Protein-STAT3-Interaktionen in den meisten Fillen nicht spezifisch sein.
Ideal fiir die Inhibition von STAT3 wire ein kleines organisches Molekiil, welches direkt und
spezifisch die STAT3-Aktivierung inhibieren wiirde. Allerdings gilt die direkte spezifische
Inhibition von STATSs aufgrund einer sehr flachen Bindungstasche der SH2-Doméne (Fry &
Vassilev, 2005) und der groBen Interaktionsfliche (Conte et al., 1999) als dullert schwierig.
Dass eine direkte Inhibition dennoch moglich ist, zeigt das rationale Design von Peptiden, die
an die STAT3-SH2-Domine binden und dadurch die Aktivitit von STAT3 antagonisieren
(Turkson et al, 2001). Diese kurzen Peptidsequenzen blockieren die STAT3-SH2-
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Phosphotyrosin Interaktionen, die STAT3 Dimerisierung und die DNA-Bindungsaktivitit von
STAT3 sowohl in vitro als auch in vivo. Jedoch haben Peptide gegeniiber kleinen organischen
Molekiilen die entscheidenden Nachteile, dass sie nur schwer die Zellmembran durchdringen
konnen und in der Zelle durch Proteasen angreifbar sind. Kleine organische Molekiile, die die
Funktion der STAT3-SH2-Domine antagonisieren, konnten sowohl die Phosphorylierung von
STAT3 als auch die Dimerisierung inhibieren. Daher kdnnen auch bereits phosphorylierte
STAT3-Proteine inaktiviert werden, was die Effizienz erhoht. Anhand der Inhibition der Myc-
Max-Dimerisierung durch ein kleines organisches Molekiil konnte gezeigt werden, dass
kleine organische Molekiile auch allgemein in der Lage sind, Protein-Protein-Interaktionen

von Transkriptionsfaktoren zu antagonisieren (Berg et al., 2002).

4.3. Hochdurchsatz-Verfahren zur Ermittlung von STAT3 Inhibitoren
Zundchst wurde ein Hochdurchsatz-Verfahren zur Identifikation von Akitivierungs- und

Dimerisierungsinhibitoren von STAT3 in Betracht gezogen. Dieses Verfahren basierte auf
FRET (Kapitel 3.1.1.), allerdings konnten die dazu benétigten STAT3-Proteine nicht aus
Bakterien rekombinant gewonnen werden (Kapitel 3.1.1.). Um mit einer alternativen Methode
ein kleines organisches Molekiil zu identifizieren, welches an die SH2 Doméne von STAT3
bindet, wurde ein Fluoreszenzpolarisation-basierendes Hochdurchsatz-Verfahren etabliert
(Kapitel 3.1.2.1.). Fluoreszenzpolarisation gilt als die empfindlichste, robusteste und am
meisten verwendete Methode fiir Hochdurchsatz-Verfahren, um Protein-Protein-Interaktionen
zu untersuchen (Roehrl et al., 2004). So ist es nicht verwunderlich, dass in der Literatur eine
Reihe von Beispielen existieren, die auf Fluoreszenzpolarisation basierende
Screeningverfahren eingesetzt haben (de Jong ef al., 2005).

Bei der Entwicklung des Assays wurde zundchst nach einem geeigneten Fluoreszenz-
markierten Phosphopeptid gesucht, welches an die STAT3-SH2-Doméne bindet. Ein von der
STAT3-SH2-Bindungsdoméne abgeleitetes Phosphopeptid (Turkson et al., 2001) zeigte
jedoch im FP Assay keine Bindung an die SH2-Doméne (Kapitel 3.1.2.3.). Der Austausch
von Prolin zu Glycin in der Sequenz vereinfachte zwar die Kopplung an 5-
Carboxyfluorescein, aber auch dieses Phosphopeptid zeigte keine Bindung an die SH2-
Domine im FP-Asssay (Kapitel 3.1.2.3.). Erst ein von der STAT3-Bindungsstelle des gp130-
Rezeptors abgeleitetes Phosphopeptid (Ren ef al., 2003) zeigte eine stabile Bindungskurve
(Kapitel 3.1.2.3.). Dies steht im Einklang mit der Literatur, in welcher pYXXQ als bevorzugte
STAT3-Bindungssequenz beschrieben wird (Haan et al., 1999).
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Nach der Wahl eines Phosphopeptids wurde im néchsten Schritt die Zusammensetzung des
Puffers variiert. Insbesondere die Salzkonzentration spielt eine wichtige Rolle, wie bereits in
einem Src-SH2-Bindungsassay (Lynch ef al., 1997) beschrieben wurde. Beispielsweise wird
durch Zugabe von Salzionen die Enthalpie der lonen-Protein-Wechselwirkung verdandert und
es kommt zu einer Schwichung der Bindung zwischen dem Nukleotidinhibitor Guanosin-3’-
Monophosphat an das Protein Ribonuklease aufgrund einer kompetitiven Bindung mit den
Salzionen (Waldron ef al., 2005). Dieser Effekt konnte auch in der Wechselwirkung zwischen
dem STAT3-Phosphopeptid und der STAT3-SH2-Doméne im FP-Assay beobachtet werden
(Kapitel 3.1.2.4.). Daher wurde im Folgenden der Natriumchloridgehalt des Puffers fiir in
vitro Fluoreszenzpolarisations-Messungen konstant bei 50 mM gehalten. Da die
Testsubstanzen in DMSO gelost vorlagen, wurde auch der Einfluss dieses chemischen
Losungsmittels auf den Assay untersucht. Es stellte sich heraus, dass eine Erhéhung der
DMSO-Konzentration nur ein leichtes Absinken der K4 Werte der Bindungskurven zur Folge
hatte (Kapitel 3.1.2.4.). Dies steht im Einklang mit Untersuchungen eines FP-Assays fiir
Protein-Protein-Interaktionen zwischen FtsZ/ZipA (Kenny et al., 2003) und der Bindung
eines Fluoreszenz-markierten Bad-Peptids an das Protein Bcel-xp (Qian ef al., 2004). Daher
war das Assayformat auch fiir die Verwendung von DMSO geeignet.

Die Spezifitit der Bindung des STAT3-Phosphopeptids an die SH2-Domine wurde
untersucht, indem die Interaktion zwischen diesem Peptid und einem rekombinant
exprimierten Lck Protein mittels FP bestimmt wurde. Die SH2-Doménen der beiden Proteine
unterscheiden sich stark voneinander, es konnte somit ausgeschlossen werden, dass das
STAT3-Phosphopeptid generell an jede SH2-Doméne bindet. Im Vergleich mit einem Lck-
Peptid (Lynch et al., 1997) konnte die spezifische Bindung der jeweiligen Phosphopeptide an
ihre Proteine bestdtigt werden (Kapitel 3.1.2.5.). Im Folgenden wurde untersucht, ab welcher
Konzentration Phosphopeptide ohne Fluoreszenz-Markierung das an STAT3 gebundene
Fluoreszenz-markierte Phoshopeptid verdringen konnen. Dabei wies das diesem Peptid
analoge Peptid ohne die entsprechende Fluoreszenzmarkierung die besten antagonistischen
Eigenschaften auf (Kapitel 3.1.2.6.). Die fehlende inhibitorische Aktivitit des
unphosphosphorylierten Peptids wurde ebenfalls bei der Bindung von BACH1-Peptiden an
die Proteindomdne BRCT (BRCA1 Carboxyterminale Doméne) beobachtet (Lokesh et al.,
2006) und zeigte, dass eine SH2-Phosphotyrosin-Wechselwirkung fiir die Bindung des
STAT3-Phophopeptids an die STAT3-SH2-Domine verantwortlich ist. Wéhrend
Fluoreszenz-markierte Peptide, die von der STAT3-SH2-Bindungsdoméne abgeleitet waren,

keine Bindung an das unphosphorylierte STAT3-Protein zeigten (Kapitel 3.1.2.3.), konnten
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die analogen unmarkierten Phosphopeptide das vom gpl30-Rezeptor abgeleitete
Phosphopeptid vom Protein verdringen (Kapitel 3.1.2.6.). Diese Inhibition war deutlich
geringer verglichen mit der Peptidsequenz pYLPQTV und steht im Einklang mit der Theorie,
dass pYXXQ die bevorzugte Bindungssequenz fiir die STAT3-SH2-Domine darstellt (Haan
et al., 1999). Das Peptid GpYEEIP wurde bereits in der Literatur untersucht und zeigte dort
nur schwache inhibitorischen Féhigkeiten in einem STAT1-Bindungsassay (Wu et al., 1997),
konnte aber die Bindung des analogen Fluor-Peptids an Src antagonisieren (Lynch et al.,
1997). Dies stimmt mit den Untersuchungen dieser Arbeit iiberein, da 5-Carboxyfluorescein-
GpYEEIP an das zur Src-Familie zugehorige Lck-Protein bindet, aber nur geringe
inhibitorische Aktivitidt im STAT3-Assay hatte (Kapitel 3.1.2.6.). Phosphotyrosin selbst hatte
nur eine geringe antagonistische Wirkung in diesem Assay. Dies zeigte, dass eine bestimmte
Peptidsequenz fiir die Inhibition bendtigt wird und eine geringe Abweichung zu verdnderten
Affinitéten fiihren kann. Auch dies konnte bereits in Publikationen bestétigt werden (Lokesh
et al, 2006; Lynch et al, 1997; Lynch et al, 1999; Zhang et al., 2002a).
Zusammengenommen demonstrierten die Ergebnisse, dass die spezifische Inhibition einer
STAT3-SH2-Domine moglich ist.

Die zeitliche Stabilitdt spielt bei einem Hochdurchsatz-Verfahren eine wichtige Rolle.
Hochdurchsatz-Verfahren, die auf Fluoreszenzpolarisation beruhen, werden in der Literatur
als zeitlich sehr robust beschrieben (Lokesh et al., 2006; Nikolovska-Coleska et al., 2004;
Qian et al., 2004; Zhang et al., 2002a), was experimentell bestitigt werden konnte (Kapitel
3.1.2.8.). Der Z’-Wert eines Hochdurchsatz-Verfahrens gilt als MaB fiir die
Fehlerabweichungen (Zhang et al., 1999a) und wurde mit 0,87 + 0,03 berechnet (Kapitel
3.1.2.8.). In anderen Verfahren wurden Z’-Werte von 0,73 und 0,80 fiir einen Bcl-X;-Assay
(Qian et al., 2004; Zhang et al., 2002a), 0,88 fiir XIAP-Assay (X-linked inhibitor of apoptosis
protein) (Nikolovska-Coleska et al., 2004) und 0,87 fiir den bereits erwdhnten BRCT-Assay
(Lokesh et al., 2006) ermittelt.

Es konnte gezeigt werden, dass das in dieser Arbeit etablierte Hochdurchsatz-Verfahren stabil
ist und gut dafiir geeignet ist, kleine organische Molekiile zu identifizieren, die an die SH2-

Domine von STAT3 binden.

4.4. Identifikation des STAT3-Inhibitors ,,Stattic*“
Es wurden in dieser Arbeit zundchst 17.298 Substanzen aus kommerziellen

Substanzbibliotheken auf ihre Fdhigkeit hin untersucht, die Bindung zwischen dem
Phosphopeptid 5-Carboxyfluorescein-GpYLPQTV-NH, und STAT3 zu inhibieren und somit
die Funktion der STAT3-SH2-Doméne zu inhibieren. Die niedrige Anzahl von 144
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gefundenen Substanzen, welche das Phosphopeptid vom STAT3 mit einer Inhibitionsrate von
mehr als 60% verdringen konnten, entspricht einem prozentualen Anteil von nur 0,8%
(Kapitel 3.2.1.). Auch aus den insgesamt 5.163 Naturstoffen bzw. Naturstoffderivaten
konnten nur 9 potentielle Inhibitoren von STAT3 identifiziert werden (Kapitel 3.2.2.). Diese
Zahlen erscheinen auf den ersten Blick extrem niedrig, verdeutlichen aber, dass nur
bestimmte Substanzklassen Protein-Protein-Interaktionen inhibieren kdnnen. So wurde in
einer Hochdurchsatz-Analyse der FtsZ-ZipA-Interaktion mittels Fluoreszenzpolarisation aus
250.000 Substanzen 29 mdgliche Anatgonisten (0,01%) (Kenny et al., 2003) und bei einer
Analyse der Bcl-x;-Bad-Interaktion aus 370.400 Substanzen 425 mogliche Inhibitoren (Qian
et al., 2004) identifiziert (0,1%). Bei der Auswahl eines selektiven Inhibitors wurden sehr
harte Selektionskriterien angelegt, so wurde insbesondere darauf geachtet, dass der Inhibitor
zellgéngig war und in HepG2 Zellen selektiv die nukledre Lokalisation von STAT3 inhibierte,
aber nicht die von STATI1 (Kapitel 3.4.1.4. und 3.4.1.5.). Dies ist ein sehr hartes
Auswahlkriterium, da die SH2-Doménen der beiden Proteine zu 78% &hnlich sind. Da aber
STATI und STAT3 kontrdre Eigenschaften haben und STATI als antiproliferativ angesehen
wird (Bromberg et al., 1996; Stephanou & Latchman, 2005; Widschwendter et al., 2002),
wire ein Inhibitor, der die Funktion beider SH2-Doménen inhibiert, kontraproduktiv. Zudem
ist bekannt, dass in Tumoren und Tumorzelllinien oft mehr als ein Mitglied der STAT-
Familie konstitutiv-aktiv vorliegt (Yu & Jove, 2004) und man daher fiir das gezielte
Ausschalten von STAT3 einen innerhalb der STAT-Familie selektiven STAT3-Inhibitor
benotigt. Aufgrund der harten Selektionskriterien konnte schlieBlich nur eine Verbindung
identifiziert werden (Tabelle 3), die den Anspriichen gerecht wurde. Diese Substanz,
MWPO00043, wurde Stattic (STAT three inhibitory compound) getauft (Abb. 19), da aufgrund
der selektiven Inhibition von STAT3 das Protein statisch iiber die gesamte Zelle verteilt bleibt
und nach Aktivierung nicht im Kern akkumuliert (Kapitel 3.4.1.5.).

4.5. In vitro Charakterisierung von Stattic
Zu Beginn dieser Arbeit gab es in der Literatur bis auf peptidische Inhibitoren von STAT3

(Turkson et al., 2001) und einem chemischen Inhibitor des STAT3-Signalwegs (Weidler et
al., 2000) keine direkten chemischen Antagonisten von STAT3. Im Laufe dieser Arbeit
erschienen zwar mehrere Publikationen {iber Inhibitoren des STAT3-Signalwegs, aber bislang
wurde nie experimentell gezeigt, dass die jeweilige Substanz iiber eine direkte Bindung an
STAT3 den antagonistischen Effekt ausiibt. Um Hinweise auf den Mechanismus von Stattic

zu bekommen, wurde dieser STAT3-Inhibitor zunéchst in vitro charakterisiert.
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Bei der Betrachtung der Struktur (Abb. 19) fillt neben der aromatischen Nitrogruppe
insbesondere eine Vinylsulfongruppe im Molekiil auf, die ein Michael-Akzeptorsystem
darstellt. Dies legt die Vermutung nahe, dass die inhibitorische Reaktion irreversibel verlduft
und dass eine nukleophile Aminosdure des STAT3-Proteins als Michael-Donor auftritt und
eine kovalente Bindung gekniipft wird. Irreversible Inhibitoren gibt es sehr hadufig in der
Literatur, so sind beispielsweise irreversible chemische Inhibitoren von Serin-, Threonin- oder
Cysteinproteasen (Powers et al., 2002) oder auch irreversible Kinaseinhibitoren des EGFR
(Albanell & Gascon, 2005) bekannt. Aber auch sehr bekannte Medikamente wie Aspirin
(Reinhart, 1999) oder Penicillin (Buynak, 2006) sind irreversible Inhibitoren und werden seit
langem in der Therapie verwendet. Eine Inhibition der Bindung des Fluoreszenz-markierten
Phosphopeptids an STAT3 bei drei verschiedenen Temperaturen zwischen 22°C und 37°C
zeigte eine starke Abhingigkeit der Reaktion von der Temperatur. Dabei war die Inhibition
bei der physiologisch relevanten Temperatur von 37°C mit einem ICsp-Wert von 5+ 1 uM am
besten (Kapitel 3.3.2.). Da eine Temperatur-Abhidngigkeit hdufig mit einer kovalent
ablaufenden Reaktion in Zusammenhang gebracht wird, deutete dies ebenfalls auf einen
irreversiblen Mechanismus hin. In den weiteren Experimenten stellte sich schlieBlich auch
heraus, dass die Reaktion auch stark zeitabhingig war (Kapitel 3.3.4.2.), was diese These
untermauerte.

Wie schon in Kapitel 4.3. angedeutet, ist die Spezifitit eines STAT3-Inhibitors gegeniiber
anderen Proteinen von entscheidender Bedeutung. Daher wurde das Potential von Stattic,
Fluoreszenz-markierte Phosphopeptide von der STAT1-SH2-Doméne bzw. STATSb-SH2-
Doméne zu verdrdangen, ndher untersucht. Es stellte sich heraus, dass bei 100 uM Stattic im
Vergleich zu STAT3 der Inhibitionswert fiir STAT1 40% niedriger und fiir STATSb 60%
niedriger lag (Kapitel 3.3.3.1.). Bedenkt man die Ahnlichkeiten der SH2-Dominen zueinander
(78% &dhnlich mit STATI1 und 59% mit STATS5Db), korrelierten die Inhibitionswerte mit dem
Grad der Ahnlichkeit der SH2-Dominen. So zeigte Stattic kaum eine Wirkung bei der
Verdrangung eines Phosphopeptids von der SH2-Doméne von Lck oder bei der Dimerisierung
von c-Myc/Max und Jun/Jun, die im Gegensatz zu den STATs oder Lck keine SH2-Doméne
haben (Kapitel 3.3.3.2.). Dies deutete darauf hin, dass Stattic spezifisch innerhalb der STAT-
Familie bevorzugt an das STAT3-Protein bindet, aber andere Protein-Protein-Interaktionen
nicht von Stattic beeinflusst werden. Bei einer eingehenden Betrachtung der Kinetik der
Inhibitionsreaktionsreaktion stellte sich heraus, dass die antagonistische Reaktion bei STATS3,
STAT! und STATSb zeitabhingig verlief (Kapitel 3.3.4.3.), wahrend bei Lck keine

Abhingigkeit von der Zeit zu registrieren war (Kapitel 3.3.4.4.). Auch dies untermauerte die
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These, dass Stattic spezifisch die Funktion der SH2-Domine von STAT3 inhibiert, aber nicht
andere SH2-Doménen aullerhalb der STAT-Proteinfamilie. FEin Vergleich der
Geschwindigkeitskonstanten der Kinetik innerhalb der STAT-Familie machte deutlich, dass
die STATI- bzw. STATS5-Reaktion 75% bzw. 58% langsamer verlief als die
Inhibitionsreaktion bei STAT3 (Kapitel 3.3.4.3.). Somit konnte gezeigt werden, dass die
Inhibitionsreaktion bei STAT3 innerhalb der STAT-Familie am schnellsten ablief. Auch in
der Literatur gibt es Beispiele fiir kinetische Betrachtungen irreversibler Reaktionen zwischen
chemischen Inhibitoren und Proteinen (Choi et al., 2005).

Um die Bindung von Stattic an die STAT3-SH2-Domine eingehender zu charakterisieren,
wurde die kinetische Betrachtung mit einem zusdtzlich in der Losung befindlichen
unmarkierten Phosphopeptid, welches an die STAT3-SH2-Doméne bindet, durchgefiihrt. Die
Auswertung der Kinetik ergab eine kompetitive Inhibition beim Vergleich zwischen diesem
Phosphopeptid und Stattic (Kapitel 3.3.4.5.). Dies wies darauf hin, dass Stattic und das
Phosphopeptid um dieselbe Bindungsstelle im STAT3-Protein konkurrierten und
untermauerte somit die These, dass Stattic kovalent innerhalb oder in der Ndhe der STAT3-
SH2-Doméne bindet. Der Einsatz von verschiedenen Nukeophilen als mogliche
physiologische Inhibitoren von Stattic (Kapitel 3.3.5.) zeigte einerseits, dass in in einer
zelluldaren Umgebung mit einer leicht hoheren Konzentration von Stattic fiir eine Inhibition im
Vergleich zu den in vitro Daten gerechnet werden sollte, da Glutathion leicht stérend auf die
Reaktion wirkte, aber in vielen Zellen in hoherer Konzentration vorhanden ist. So ist
Glutathion das vorherrschende niedermolekulare Thiol in Zellen (0,5 — 10 mmol/L) und
befindet sich zu 90% im Zytosol (Wu et al., 2004). Ein Vergleich verschiedener Aminosiuren
wies darauf hin, dass vermutlich ein Cysteinrest im STAT3-Protein fiir die kovalente Bindung
an Stattic verantwortlich sein konnte, da Cystein ebenfalls die antagonistische Reaktion
abschwichte. In der Literatur gibt es ebenso Beispiele von Vinylsulfon-haltigen
Verbindungen, die selektiv an Cysteinreste in Proteinen kovalent binden kénnen (Palmer et
al., 1995). Die Frage, ob Stattic tatsdchlich an ein Cysteinrest in der SH2-Doméane von
STAT3 bindet, konnte im Laufe dieser Arbeit mit massenspektrometrischen Untersuchungen,
Mutationsanalysen und Bindungsstudien am Computer jedoch nicht abschlieBend geklart
werden (Daten nicht gezeigt). Als Beweis fiir diese These konnten in weiterfiihrenden
Experimenten massenspektrometrische oder kristallografische Untersuchungen dienen.

Einen zusétzlichen Hinweis auf den Mechanismus der Reaktion lieferte eine Struktur-
Wirkungs-Beziehung von Stattic. So konnte gezeigt werden, dass sowohl die Nitrogruppe als

auch die Doppelbindung der Vinylsulfongruppe entscheidend fiir die inhibitorische Aktivitit
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von Stattic sind (Kapitel 3.3.6.). Dies bestitigte nochmals die These, dass Stattic kovalent an
STATS3 bindet.

4.6. Zellbiologische Charakterisierung
STAT3 als latent zytoplasmatischer Transkriptionsfaktor bindet im ersten Schritt der

Aktivierung an phosphorylierte Tyrosinreste von Rezeptoren oder onkogenen Proteinen und
wird daraufhin selbst am Tyrosinrest 705 phosphoryliert. Erst nach der anschlieBenden
Dimerisierung iiber eine reziproke Interaktionen zwischen jeweils einem Phosphotyrosin und
einer STAT3-SH2-Domine akkumuliert STAT3-Protein im Nukleus und bindet dort an
Promotorsequenzen, um die Transkription von Zielgenen zu regulieren. Frithere Arbeiten mit
einem Phosphopeptid, welches an die SH2-Doméne von STAT3 bindet, deuteten bereits eine
Inhibition der Dimerisierung von STAT3 an (Turkson et al., 2001). Da bereits experimentelle
Hinweise existierten, dass Stattic an die SH2-Doméne von STAT3 bindet, wiirde man eine
Blockade der Bindung von STAT3 an Rezeptoren und eine draus resultierende Inhibition der
Phosphorylierung des Proteins erwarten. Im zweiten Schritt sollte ein solcher Inhibitor analog
zum oben erwédhnten Peptid auch die Dimerisierung von STAT3 inhibieren konnen.

Deshalb wurde untersucht, ob Stattic die Phosphorylierung von STAT3 inhibieren kann. Dies
konnte in verschiedenen Zellsystemen demonstriert werden. In HepG2 Zellen inhibierte 20
uM Stattic die STAT3-Tyrosinphosphorylierung, wiahrend die Phosphorylierung von STATI
bei dieser Konzentration stabil war (Kapitel 3.4.1.1.). Dieses Ergebnis konnte auch anhand
einer EMSA-Analyse bestétigt werden, in welcher bereits 5 uM Stattic eine Schwichung des
DNA-Bindungsaktivitit der STAT3-Dimer hervorrief, wihrend selbst 20 uM die DNA-
Bindungsaktivitdit von STATI1 nicht schwichte (Kapitel 3.4.1.2.). Cheng et al. konnten
beispielsweise nur zeigen, dass Natriumarsenat im gleichen Zellsystem erst bei 40 uM
unspezifisch die Phosphorylierung von STAT1 und STAT3 inhibiert (Cheng et al., 2004).
Dies zeigte, dass in einem zelluldren System Stattic innerhalb der STAT-Familie bevorzugt
STAT3 inhibiert. Weiterfilhrende Untersuchungen der Inhibition der Phosphorylierung von
STAT3 in NIH3T3/Src Zellen und zwei Brustkrebszelllinien konnten dies bestitigen. In
NIH3T3/Src Zellen ist STAT3 konstitutiv-aktiv (Kapitel 3.4.2.1.) und wéhrend nach
zweistlindiger Inkubationsdauer der Zellen mit 20 pM Stattic das Phosphorylierungssignal
von STAT3 unterdriickt wurde, erzeugten nach 48 Stunden bereits 5 uM denselben Effekt
(Kapitel 3.4.2.2.). Dies korrelierte mit den in vitro Experimenten, in welchen ebenfalls eine
Zeitabhdngigkeit zu beobachten war und deutete auf einen irreversiblen Mechanismus hin.

Mit dem NIH3T3/Src Zell-System wurde auch der Einfluss des Platinkomplexes IS3 295 auf
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die STAT3 Phosphorylierung iiberpriift und wahrend IS3 295 nach 24 Stunden eine dhnliche
Inhibitionsrate wie Stattic zeigte (Turkson et al., 2005), wurde in diesem Fall jedoch die
Zeitabhidngigkeit nicht untersucht. Um die Spezifitdt in einer zelluliren Umgebung niher zu
charakterisieren, wurde ebenfalls der Einfluss auf die konstitutive STAT3-Aktivitdt (Kapitel
3.4.3.1.) in den Brustkrebszellen MDA-MB-231 und MDA-MB-435S analysiert. Dabei wurde
beobachtet, dass bereits 10 uM Stattic in einer Westernblot-Analyse ausreichten, um die
STAT3-Phosphorylierung zu schwichen (Kapitel 3.4.3.2.). Auch in der Literatur finden sich
einige Beispiele von Publikationen, die auf dieses Zellsystem zuriickgegriffen haben (Song et
al., 2005; Turkson et al, 2005). Es wurden im Rahmen dieser Arbeit iiber die
Phosphorylierung von STAT3 hinaus auch die Autophosphorylierung der in der Signalkette
tiber STAT3 liegenden Kinasen JAK1, JAK2 und Src untersucht, sowie die Phosphorylierung
von den Proteinen Akt, ERK1/2 und JNK, die in anderen Signalwegen angesiedelt sind.
Wihrend die Analysen in dieser Arbeit keine Inhibition der Phosphorylierung der getesteten
Proteine anzeigten (Kapitel 3.4.3.2.), findet man bei publizierten STAT3-Inhibitoren oftmals
eine Inhibition der iiber STAT3 liegenden Kinasen (Blaskovich et al., 2003; Nam et al.,
2005), was auf einen anderen Mechanismus des getesteten Antagonisten hinweist. Es wurden
auch unzureichende Tests publiziert, so wurde in den Westernblot-Analysen der
Verbindungen STA-21 (Song et al., 2005) und Cucurbitacin Q (Sun et al., 2005), beides
potentielle direkte Inhibitoren von STAT3, die Phosphorylierung der Kinase JAK1 in den
Tests ausgelassen. Dabei spielt die Kinase JAK1 in der STAT3-Signalkette eine besonders
wichtige Rolle bei der STAT3-Phosphorylierung (Guschin et al., 1995; Rodig et al., 1998;
Schaper et al., 1998). Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit demonstriert werden, dass
Stattic gezielt die Tyrosinphosphorylierung von STAT3 unterband, wéihrend andere
Signalwege und dariiber liegende Kinasen nicht beeinflusst wurden. Dies deutete darauf hin,
dass Stattic diesen Effekt durch kovalente Bindung an das STAT3-Protein hervorruft.

Neben der Phosphorylierung wurde im nichsten Schritt getestet, ob Stattic auch die
Dimerisierungsreakton der STATSs inhibieren kann. Dazu wurde eine in vitro EMSA-Analyse
mit vorphosphorylierten STAT3- und STATI-Dimeren aus nukledren Extrakten
herangezogen, da nur dimerisierte STAT-Proteine an ein radioaktiv markierte Oligonukleotid
binden kénnen (Levy & Darnell, 2002). Dieses Experiment zeigte, dass die 60-miniitige
Inkubation mit 50 pM Stattic bereits die DNA-Bindungsaktivitit von STAT3 deutlich
schwichte, wihrend die DNA-Bindungsaktivitdt von STAT]1 selbst bei Inkubation mit 500
uM Stattic nicht inhibiert wurde. Vergleicht man die erhaltenen Inhibitonswerte mit den

Daten aus der Westernblot-Analyse, so wurde interessanterweise eine hohere Konzentration
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an Stattic bendtigt, um einen antagonistischen Effekt zu erzielen. Da aber die eigentliche
Inhibitionsreaktion in vitro bei 30°C durchgefiihrt wurde, erklért sich diese Tatsache aus der
bereits gezeigten Abhingigkeit der Reaktion von der Temperatur (Kapitel 3.3.2. und Kapitel
3.4.2.2.). Betrachtet man sich analoge Experimente aus der Literatur, so findet man hiufig
nicht nur eine STAT3:STAT3:DNA Bande, sondern auch DNA-gebundene STAT3:STATI1
Heterodimere und STAT1:STAT1 Homodimere (Turkson et al., 2005). Haan et al. fanden
jedoch heraus, dass das Auftauchen dieser zusétzlichen Banden stark vom verwendeten
Liganden bei der Stimulation der Zellen abhingig ist (Haan ef al., 2005). Zwar gibt es in der
Literatur Berichte iiber STAT1-Aktivierung nach Stimulation mit IL-6 (Costa-Pereira et al.,
2002), allerdings scheint dieser Effekt nur in STAT3-defizienten Zellen aufzutreten. Daher
war in HepG2 Zellen das selektive Auftreten von STAT3-Dimeren nach IL-6 Stimulation und
von STAT1-Dimeren nach Stimulation mit IFN-y zu erwarten.

Nach dem experimentellen Beweis, dass Stattic sowohl die Phosphorylierung als auch in vitro
die Dimerisierung von STAT3, aber nicht von STAT1 inhibierte, wurde nun untersucht, ob
Stattic aufgrund dieses selektiven antagonistischen Effekts auch ausschlieBlich die
Lokalisation von STAT3 in den Zellkern inhibieren wiirde. Im Anschluss an die Etablierung
eines Lokalisationsexperiments, mit welchem die Wanderung von STAT3 und STAT]I in den
Zellkern gleichzeitig verfolgbar war (Kapitel 3.4.1.4.), wurden die Zellen mit 20 uM Stattic
inkubiert und anschliefend stimuliert. Beide STAT-Proteine waren vor Stimulation komplett
iiber die gesamte Zelle verteilt und nach Stimulation im Zellkern lokalisiert, was im Einklang
mit einer quantitativen Analyse der Proteinverteilung der STATs vor und nach Stimulation in
verschiedenen Zellsystemen steht (Meyer et al, 2002). Auch andere Publikationen
beschreiben eine stetige Wanderung der STAT-Proteine zwischen Zytoplasma und Zellkern
im gehungerten Zustand (Kretzschmar et al., 2004; Meyer & Vinkemeier, 2004; Pranada et
al., 2004). Es war deutlich zu beobachten, dass nach Inkubation mit 20 uM Stattic selektiv
STAT3 an der Lokalisation im Zellkern inhibiert wurde, nicht jedoch STATI1 (Kapitel
3.4.1.5.). Dies stand im Einklang mit den vorangegangenen Versuchen {iiber die
Phosphorylierung oder Dimerisierung und deutete ebenfalls auf eine selektive STAT3-
Inhibition hin.

Ein zellgéngiges Phosphopeptid, welches an die STAT3-SH2-Doméne bindet, inhibierte das
STAT3-abhingige Wachstum von Kolonien von NIH3T3/v-Src Zellen in Weichagar
(Turkson et al., 2001). Da STAT3-Aktivitdt fiir die transformativen Fahigkeiten von v-Src
essentiell zu sein scheint (Bromberg et al., 1998; Silva, 2004), bot sich mit diesem

Transformationsassay eine Moglichkeit, die Wirkung von Stattic auf eine onkogene
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Eigenschaft von STAT3 zu testen. NIH3T3/Ras Zellen dienten dabei als Kontrolle, da diese
Zellen weitgehend unabhiangig von STAT3 Kolonien in Weichagar bilden kdnnen (Aftab et
al., 1997; Chang et al., 2003). 1 uM Stattic reduzierte dabei die Anzahl der Kolonien der
NIH3T3/Src Zellen um die Hilfte, wahrend die Anzahl der Kolonien der NIH3T3/Ras Zellen
nicht signifikant niedriger lag. Interessanterweise lag die Konzentration von 1 uM um einen
Faktor 5-20 niedriger als die sonstigen flir einen inhibitorischen Effekt bendtigten
Konzentrationen. Diese Diskrepanz war jedoch durch die Tatsache erkldrbar, dass das
Experiment iiber einen Zeitraum von 14 Tagen hinweg durchgefiihrt wurde und bereits
vorherige Versuche eine Zeitabhiangigkeit der Reaktion zeigten (Kapitel 3.4.2.4.).
Untermauert wurde dieser Versuch durch einen Src-Kinaseassay (Kapitel 3.4.2.4.), der darauf
hindeutete, dass die inhibitorische Wirkung von Stattic auf das Wachstum der Kolonien durch
direkte Inhibiton von STAT3 zustande kam. Ein Reduktion des Wachstums der NIH3T3/Ras
Zellen in Kontaktinhibitionsassays (,,focus formation‘) wurde bei Transfektion von hoheren
Konzentrationen an dominant-negativem STAT3 beobachtet und daher wire auch in
Weichagar bei einer vollstindigen Inhibition von STAT3 ein reduzierender Effekt auf das
Koloniewachstum von NIH3T3/Ras Zellen zu erwarten (Turkson et al, 1998). Derselbe
Effekt wurde beispielsweise in einem analogen Weichagar-Assay beobachtet, in welchem
STATS3 durch den Platinkomplex 1S3 295 inhibiert wurde (Turkson et al., 2005).

Es ist bekannt, dass eine Inhibition von STAT3 selektiv in STAT3-abhéngigen Tumorzellen
Apoptose auslost (Battle & Frank, 2002; Bowman et al., 2000; Buettner et al., 2002), aber
nicht in normalen Zellen (Bowman et al., 2001; Turkson et al., 2001). Diese Tatsache wurde
dazu benutzt, Stattic in zwei Zellsystemen zu testen. In NIH3T3/Src Zellen fiihrte die 48-
stiindige Inkubation mit 5 puM Stattic in Ubereinstimmung mit der Inhibition der
Phosphorylierung von STAT3 (Kapitel 3.4.2.2.) zu einer drastischen Erhohung der
Apoptoserate (Kapitel 3.4.2.3.). Interessanterweise zeigten auch die beiden Kontrollzelllinien
eine leicht hohere Apoptoserate. Allerdings ist bekannt, dass auch in Zelllinien, die bei
vereinfachter Betrachtung als STAT3-unabhingig bezeichnet werden, durch die Inhibition
von STAT3 Apoptose ausgeldst werden kann, da mit steigender Zelldichte auch diese
Zelllinien phosphoryliertes STAT3-Protein aufweisen kdnnen (Vultur ef al., 2004). Daher ist
die leicht erhohte Apoptoserate in diesen Zellen eher diesem Effekt als einer unspezifischen
Inhibition durch Stattic zuzuschreiben. Auch die Behandlung von STAT3-inaktiven Zellen
mit der Verbindung Resveratrol, einem Inhibitor des STAT3-Signalwegs, fiihrte in diesen
Zellen zu einer reversiblen Hemmung des Wachstums und einer leicht erh6hten Apoptoserate

(Kotha et al., 2006), was diese These weiter untermauerte. Die Inhibition von STAT3 in
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verschiedenen STAT3-abhéngigen und -unabhdngigen Brustkrebszelllinien zeigte nach 24-
stiindiger Inkubation mit 10 uM Stattic deutliche Anzeichen von Apoptose in den beiden
Zelllinien MDA-MB-231 und MDA-MB-435S (Kapitel 3.4.3.3.), die MDA-MB-453 Zellen
zeigten hingegen keine erhdhte Apoptoserate. Da MDA-MB-453 Zellen im Gegensatz zu den
anderen beiden Brustkrebszelllinien kein konstitutiv-aktives STAT3-Protein haben (Kapitel
3.4.3.1.), deutete dieses Ergebnis darauf hin, dass Stattic durch die direkte Inhibition von
STAT3 in Zellen mit konstitutiv-aktiven STAT3 Apoptose auslost. Ahnliche Ergebnisse
wurden auch mit verschiedenen Inhibitoren des STAT3-Signalwegs erreicht (Song et al.,
2005; Sun et al., 2005; Turkson et al., 2005), was dieses Ergebnis zusétzlich unterstiitzte.

Eine Bestitigung der Struktur-Wirkungs-Beziehung aus Kapitel 3.3.6. wurde in den zelluldren
Assays gewonnen. Insbesondere Verbindung 4 ohne die Doppelbindung zeigte keine Effekte
bei der Inhibition der Dimerisierung (Kapitel 3.4.1.3.), der Antagonisierung der Lokalisation
(Kapitel 3.4.1.5.) oder in den Weichagar-Assays (Kapitel 3.4.2.3.). Dies bestdtigte nochmals
die bereits aufgestellte These, dass Stattic kovalent an STAT3 bindet.

Im Vergleich zu den bereits publizierten Inhibitoren von STAT3 oder dem STAT3-Signalweg
(Kapitel 1.2.2.2.) ist ein klarer Vorteil von Stattic, dass dieser Inhibitor direkt auf STAT3
einwirkt, was man dulerst selten findet. So gelten nur Galiellalakton (Weidler et al., 2000),
die Platinkomplexe CPA-7 und IS3 295 (Turkson et al., 2005; Turkson et al., 2004b) und
STA-21 (Song et al., 2005) als direkte STAT3-Antagonisten. Ein weiterer wichtiger Vorteil
von Stattic liegt in der Selektivitdt gegeniiber von STATI, die ansonsten in der Literatur nur
von STA-21 mittels einer EMSA-Analyse, aber nicht in einer Westernblot-Analyse gezeigt

wurde.

4.7 Ausblick
Zusammenfassend konnte durch umfassende in vifro Analysen und biologische Experimente

in drei verschiedenen Zellsystemen demonstriert werden, dass Stattic iiber eine kovalente
Bindung vermutlich in der SH2-Domine von STAT3 bindet. Uber diese irreversible Reaktion,
die zeit- und temperaturabhiangig verlief, wurde die Phosphorylierung und Dimerisierung von
STATS3 inhibiert. Durch die Tatsache, dass selektiv die Aktivierung von STAT3, aber nicht
die von STAT1 antagonisiert wurde, stellt dieser chemische Inhibitor ein erstklassiges
biologisches Werkzeug dar, um genauer den Zusammenhang zwischen konstitutiv-aktivem
STAT3 und Krebs zu erforschen. So wire es beispielsweise interessant, die Genexpression

von normalen und Krebszellen vor und nach der Inkubation mit Stattic miteinander zu
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vergleichen und somit Riickschliisse auf den Zusammenhang zwischen STAT3 und Krebs zu
schlieBen.

Da in vielen Krebszellen meist mehrere STATSs konstitutiv-aktiv sind, wére es nun mdglich,
selektiv STAT3 in diesen Zellen auszuschalten und somit auch die Rolle von STATI in
diesem Zusammenhang ndher zu beleuchten. Das Zusammenspiel dieser beiden Proteine in
Krebserkrankungen wurde bislang unzureichend erforscht.

In Verbindung mit dem in dieser Arbeit etablierten Hochdurchsatz-Verfahren wére es
zukiinftig moglich, eine Sekundirbibliothek von verschiedenen Stattic-Derivaten auf ihre
inhibitorische Aktivitdt auf STAT3 hin zu tiberpriifen und die Struktur-Wirkungs-Beziehung
auszubauen. Damit konnte eine Leitstruktur identifiziert werden, die in der Krebstherapie

eingesetzt werden konnte.
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5. Zusammenfassung
Die STATs (signal transducers and activators of transcription) sind eine Familie latent

zytoplasmatischer Transkriptionsfaktoren, die Signale von der Zellmembran in den Zellkern
weiterleiten. Ein Mitglied der Proteinfamilie, STAT3, ist aufgrund {iberméBiger
Tyrosinkinase-Aktivitit in einer breiten Vielzahl von Krebszelllinien und menschlichen
Tumoren konstitutiv-aktiv. Um kleine organische Molekiile zu identifizieren, die die Funktion
der SH2-Domine von STAT3 blockieren und dadurch die Aktivitdt und die Dimerisierung
des Proteins inhibieren, wurde ein Hochdurchsatz-Verfahren entwickelt, welches auf
Fluoreszenzpolarisation beruht. Das Prinzip dieses Verfahrens war die Bindung eines
Fluorescein-markierten Phosphotyrosin-Peptids, welches von gp130, einer Untereinheit des
Interleukin-6-Rezeptors, abgeleitet war, an nicht phosphoryliertes STAT3-Protein. Der Ky
Wert dieser Bindung betrug 150 nM und der Assay war stabil im Hinblick auf die
Salzkonzentration, der Konzentration an Dimethylsulfoxid und der Zeit. Der Assay wurde auf
ein 384-Lochplattenformat angepasst und wies einen Z’-Wert von 0,87 auf. Das Fluorescein-
markierte Phosphotyrosin-Peptid band spezifisch an die SH2-Domine von STAT3 und die
Bindung konnte durch Phosphotyrosin-Peptide unterschiedlich stark inhibiert werden.

Die Hochdurchsatz-Analyse mehrerer Substanzbibliotheken fiihrte schlieBlich  zur
Identifikation eines spezifischen STAT3-Inhibitors, Stattic (STAT three inhibitory compound).
Stattic ist das erste nicht-peptidische kleine Molekiil, welches selektiv die Funktion der
STAT3-SH2-Domine beeintrachtigte. Dabei spielte der Aktivierungszustand von STAT3 in
vitro keine Rolle. Die gleichzeitige Inkubation mit Stattic fithrte im Fluoreszenzpolarisations-
Assay zur Inhibition der Bindung des Fluorescein-markierten Phosphotyrosin-Peptids an die
SH2-Doméne von STAT3. Diese antagonistische Reaktion stellte sich als stark
temperaturabhédngig heraus und hatte in vitro bei der physiologisch relevanten Temperatur
von 37°C nach 60 Minuten einen ICsy Wert von 5,1 uM. Zusammen mit einer Abhédngigkeit
von der Zeit wiesen die Ergebnisse auf eine irreversibel ablaufende Reaktion unter Kniipfung
einer kovalenten Bindung zwischen Stattic und STAT3 hin. Die Inhibition war spezifisch
gegeniiber der Bindung verschiedener Fluorescein-markierten Phosphotyrosin-Peptide an die
jeweiligen Proteine STATI1, STATSb und Lck und Stattic hatte ebenfalls nur einen sehr
geringen Effekt auf die Proteindimerisierung von c-Myc/Max und Jun/Jun. Die genauere
Betrachtung der Kinetik der antagonistischen Reaktion zeigte eine signifikante
Verlangsamung der Reaktionsgeschwindigkeit beim Vergleich zwischen STAT3 und STATI1
bzw. STAT3 und STATSb. Die Inhibierung der Bindung des entsprechenden Fluorescein-
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markierten Phosphotyrosin-Peptids an das Protein Lck durch Stattic war hingegen nicht
zeitabhingig. Diese Versuche zeigten eine deutliche Préiferenz der Bindung von Stattic an das
Protein STAT3. Die Verdringung des Fluorescein-markierten Phosphoytrosin-Peptids von der
STAT3-SH2-Domine durch Stattic verlief kompetitiv zur Inhibition mit einem
Phophotyrosin-Peptid, welches an die SH2-Doméne von STAT3 bindet. In Verbindung mit
den vorherigen Experimenten wies dies auf eine kovalente Bindung von Stattic innerhalb des
STAT3-Proteins hin. Eine abschlieBende Struktur-Wirkungs-Beziehung in vitro zeigte die
Notwendigkeit sowohl von der Nitrogruppe als auch von der Doppelbindung der
Vinylsulfongruppe in Stattic fiir die Bindung an STAT3 und untermauerte die These, dass
Stattic kovalent innerhalb des STAT3-Proteins bindet.

In zellbiologischen Systemen wurde die Wirksamkeit von Stattic anhand verschiedener
molekularbiologischer Assays bestitigt. Stattic inhibierte selektiv die
Tyrosinphosphorylierung von STAT3 in HepG2 Zellen, in NIH3T3/v-Src Zellen und in den
Brustkrebszelllinien MDA-MB-231 und MDA-MB-435S. Aber auch bereits phosphorylierte
STAT3-Proteine wurden durch Stattic in vitro an der Homodimerisierung gehindert, was in
einer EMSA-Analyse gezeigt wurde. Somit inhibierte Stattic in vitro selektiv die Signalkette
von STAT3 unabhidngig von dessen Aktivierungszustand. Andere Signalketten oder die
Funktion der in der Signalkette iber STAT3 liegenden Tyrosinkinasen wurden in Zellen nicht
beeinflusst. Im Folgenden konnte demonstriert werden, dass Stattic als direkter STAT3-
Inhibitor dessen Lokalisierung in den Zellkern inhibierte, nicht jedoch die Lokalisierung des
Gegenspielers STAT1. Weiterhin reduzierte der Einsatz von Stattic selektiv das von v-Src in
NIH3T3 Zellen induzierte und von STAT3-abhéngige Wachstum von Kolonien in Weichagar.
Dass Stattic schlie8lich selektiv die Apoptoserate in Zellen mit konstitutiver STAT3-Aktivtét

erhohte, bestitigte die bisherigen Daten.

Mit Stattic konnte daher ein neues biologisches Werkzeug generiert werden, um selektiv
STAT3 in Zelllinien oder Tumoren in Tiermodellen auszuschalten, die eine konstitutive

STAT3-Aktivitiat aufweisen.
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6. Summary

Signal Transducers and Activators of Transcription (STATs) are a family of latent
cytoplasmic transcription factors which signals from the cell membrane to the nucleus. One
member of the protein family, STAT3, is constitutively activated by aberrant upstream
tyrosine kinase activities in a broad spectrum of cancer cell lines and human tumors. A high-
throughput assay based on fluorescence polarization was developed to identify small organic
molecules blocking the function of the STAT3 SH2 domain and thereby inhibiting STAT3
activity and dimerization. The principle of the assay was the binding of a fluorescein-labeled
phosphotyrosine-peptide derived from the interleukin-6 receptor subunit gpl30 to
unphosphorylated STAT3 with a K4 of 150 nM. The assay was stable with regard to salt
concentration, dimethyl sulfoxide concentration, and time. It has been adapted to a 384-well
format, with a Z’ value of 0.87. The fluorescein-labeled phosphotyrosine-peptide bound
specifically to the STAT3 SH2 domain and this binding could be inhibited by different
phosphotyrosine-peptides with varying activities.

High-throughput screening of a number of compound libraries led to the identification of a
specific STAT3 inhibitor, dubbed Stattic (STAT three inhibitory compound). Stattic is
depicted as the first non-peptidic small molecule having an selective impact on the function of
the STAT3 SH2 domain. Thereby the activation state of STAT3 was irrelevant in vitro.
Simultaneous incubation with Stattic inhibited the binding of the fluorescein-labeled
phosphotyrosine-peptide to the SH2 domain of STAT3 in the fluorescence polarization assay.
This antagonistic reaction turned out to be strongly temperature-dependent and showed an
ICso of 5.1 uM in vitro at the physiological relevant temperature of 37°C after 60 minutes
incubation. With regard to an time-dependency these results suggested an irreversible reaction
with the formation of a covalent bond between Stattic and STAT3. The inhibitory reaction
was specific over the binding of different fluorescein-labeled phosphotyrosin-peptides to the
particular proteins STAT1, STAT5b and Lck, and Stattic also only marginally inhibited the
protein dimerization of c-Myc/Max or Jun/Jun. A closer look on the kinetics of the reaction
revealed a significant slowdown of the reaction speed comparing STAT3 to STATI or
STAT3 to STATSb. Stattic inhibited the binding of the corresponding fluorescein-labeled
phosphotyrosine-peptides to Lck in a time-independent way altogether showing a clear
preference of Stattic binding to STAT3. The displacement of the fluorescein-labeled
phosphotyrosine-peptide from the STAT3 SH2 domain through Stattic was competitive to a
phosphotyrosine-peptide binding to the SH2 domain of STAT3. With regard to other results,
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this result indicated Stattic covalently binding to STAT3. A structure-activity relationship in
vitro showed the nitro moiety and the double bond within the vinylsulfone moiety of Stattic
being important for binding to STAT3. This confirmed the indication that Stattic covalently
binds to STAT3 domain.

The effectiveness of Stattic in cellular systems was proven by different molecular biological
assays. Stattic selectively inhibited the tyrosine phosphorylation in HepG2 cells, in
NIH3T3/v-src cells as well as in the breast cancer cell lines MDA-MB-231 and MDA-MB-
435S. But also STAT3 proteins which already were phosphorylated could not dimerize after
incubation with Stattic in vitro which was shown with an EMSA analysis. Thereby Stattic
also inhibited STAT3 signaling in vitro regardless of STAT3 phosphorylation. Other
signalling pathways or function of upstream tyrosinkinases in cells were not inhibited at the
same time. It could be demonstrated that the direct STAT3 inhibitor Stattic specifically
inhibited nuclear localization of STAT3, but not of its counterpart STATI. Stattic reduced v-
src induced STAT3 dependent colony growth of NIH3T3 cells in soft agar. The results were
confirmed by Stattic selectively increasing the apoptotic rate in cell lines having constitutively

active STAT3.

In summary, Stattic turned out to be a novel biological tool to selectively inhibit STAT3 in

cell lines or tumor animal models which show constitutive active STAT3.
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