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1. Zusammenfassung 

Die akute myeloische Leukämie ist eine Neoplasie des blutbildenden Systems. 

Sie geht von unreifen Blasten aus, die die physiologische Hämatopoese verdrän-

gen und infolgedessen innerhalb weniger Wochen zum Tode führen kann. Be-

sondere therapeutische Herausforderungen stellen dabei die Resistenzentwick-

lung und Rezidiventstehung dar, weshalb die Erkrankung auch heutzutage mit 

einer schlechten Prognose einhergeht. Greif et al. haben mittels Exom-Sequen-

zierung einer CN-AML-Kohorte zwei neue Mutationen des Transkriptionsfaktors 

STAT5A detektiert. Sie betreffen die SH2- (E637G) sowie die Transaktivierungs-

Domäne (T719M) und waren ausschließlich zu den Zeitpunkten der Diagnose 

und des Rezidivs detektierbar. Aufgrund der Schlüsselrollen von STAT5 als Ef-

fektor innerhalb hyperaktiver Signalkaskaden oder als eigenständiges Proto-On-

kogen, sollten die Mutationen E637G und T719M hinsichtlich eines onkogenen 

Phänotyps in dieser Arbeit untersucht werden. 

 

In den hierbei angewandten Zellmodellen und Methoden blieb eine maligne 

Transformation durch sowohl STAT5AE637G als auch STAT5AT719M aus. Nach er-

folgreicher Klonierung in die Plasmide pMIG und pcDNA6, wurden stabil trans-

duzierte Ba/F3-Zellen generiert. Die Mutationen waren nicht imstande die IL-3-

abhängigen Ba/F3-Zellen Zytokin-unabhängig zu transformieren. In denselben 

Zellen konnte die charakteristische Y694-Phosphorylierung konstitutiv-aktiver 

STAT5-Mutanten nicht nachgewiesen werden. Dies war auch in einer HEK 293T-

Zelllinie reproduzierbar. In immunzytochemischen Untersuchungen glichen sich 

Wildtyp und Mutanten bezüglich der zellulären Verteilung des phosphorylierten 

Proteins. Ebenfalls blieb eine Interaktion der Mutanten mit den Rezeptor-Tyrosin-

kinasen FLT3 und EGFR aus. Im Gegensatz dazu entfaltete die bekannte, kon-

stitutiv-aktive Mutante STAT5AN642H und EGFR eine potenziell synergistische 

Wirkung auf den Y694-Phosphorylierungsstatus von STAT5A. Die Charakterisie-

rung neuer, potenziell onkogener Varianten ist insbesondere in Anbetracht der 

intensiven Forschung an der klonalen Struktur von AML-Erkrankten bedeutsam. 

Diese Arbeit soll einen Beitrag dazu leisten, den biologischen Phänotyp von 

STAT5AE637G und STAT5AT719M im Rahmen der Leukämogenese einzuschätzen.  
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2. Einleitung 

2.1 Die akute myeloische Leukämie 

Die akute myeloische Leukämie (AML) ist eine hämatologische Neoplasie, die 

unbehandelt innerhalb eines Jahres zum Tode führt 1. Das altersadjustierte, re-

lative 5-Jahres-Gesamtüberleben beträgt in Deutschland 22,8 % 2. Mit einer Jah-

res-Inzidenz von 3,7 Erkrankungen pro 100.000 Einwohner 3 ist die AML die häu-

figste akute Leukämie und macht 23 % aller leukämischen Neuerkrankungen in 

Deutschland aus 4 mit einem Altersmedian bei 72 Jahren 5. Der Erkrankung liegt 

die pathologische Proliferation unreifer, myeloischer Blasten zugrunde, die im 

Knochenmark die gesunden, blutbildenden Zellen verdrängen und somit zu hä-

matopoetischer Insuffizienz führen. Die resultierende Anämie, Granulozytopenie 

und Thombozytopenie gehen mit den typischen Symptomen Müdigkeit und 

Blässe, Infektions- sowie Blutungsneigung einher. Krankheitsdefinierend ist ein 

Blastenanteil von ³ 20 % im peripheren Blut oder Knochenmark beziehungsweise 

der Nachweis einer AML-definierenden genetischen Aberration 3.  

 

Bei der AML handelt es sich um eine biologisch heterogene Erkrankung 6. Mit 

Hilfe moderner Methoden konnten genetische Besonderheiten aufgedeckt und 

molekulare Subgruppen definiert werden 7. Die prognostische Relevanz der Mo-

lekulargenetik spiegelt sich auch in der Einteilung verschiedener Risikogruppen 

wider 8. Die Therapie der AML basiert auf einer Polychemotherapie, die haupt-

sächlich aus Cytarabin und Anthrazyklinen besteht 9 und richtet sich zudem nach 

der entsprechenden Subgruppe. Neue therapeutische Meilensteine konnten 

durch die Kombination des B-cell lymphoma 2 (BCL-2)-Inhibitors Venetoclax mit 

dem hypomethylierendem Agens Azacitidin für Patienten, die sich nicht für eine 

intensive Systemtherapie eignen 10 sowie durch die Entwicklung zielgerichteter 

Therapien wie die Fms related tyrosine kinase 3 (FLT3)-Inhibitoren Midostaurin 

11 und Gilteritinib 12 oder das antibody-drug conjugate Gemtuzumab-Ozogamicin 

13 erreicht werden. Je nach Risikoprofil und Allgemeinzustand muss anschlie-

ßend eine konsolidierende, allogene Blutstammzelltransplantation erfolgen. Ob-

wohl die meisten Erkrankten auf die initiale Therapie ansprechen, erleiden viele 



innerhalb der ersten zwei Jahre ein Rezidiv und versterben daran 3. Eine Schlüs-

selrolle spielt hierbei der Ursprungsklon oder dessen Subklone, die die Chemo-

therapie überleben und zum erneuten Ausbruch der Erkrankung führen 14,15.  

 

Im Studienkollektiv von Greif et al. aus unserer Arbeitsgruppe wurden zwei neue, 

somatische Mutationen des Signal transducer and activator of transcription 5a 

(STAT5A) detektiert 16. Die Kohorte bestand aus Patientinnen und Patienten, die 

an einer de novo AML mit normalen Karyotyp (CN-AML) erkrankt sind, therapiert 

wurden und anschließend ein Rezidiv entwickelten. Der Patient 003 wies die 

STAT5A-Mutation E637G auf. Die Varianten-Allelfrequenz (VAF) betrug bei Di-

agnose 40,2 % und im Rezidiv 41,3 % (Abb. 1 A). Es konnte die Treibermutation 

Nucleophosmin 1 (NPM1+), aber keine internal tandem duplication (ITD) der Re-

zeptor-Tyrosinkinase Fms related tyrosine kinase 3 (FLT3ITD) nachgewiesen wer-

den (Abb. 1 B). Die Risikogruppe nach European LeukemiaNet (ELN) war güns-

tig und der Blastenanteil betrug bei Diagnose 70 % und im Rezidiv 65 %. Der 

Patient 039 wies die Mutation T719M auf. Die VAF betrug bei Diagnose 43,7 % 

und im Rezidiv 39 %. Es konnten die Treibermutationen NPM1+ und FLT3ITD 

nachgewiesen werden. Die ELN-Risikogruppe war intermediär und der Blasten-

anteil betrug bei Diagnose 22 % und im Rezidiv 80 %. Bei beiden Patienten waren 

die jeweiligen Mutationen in der Remission nicht detektierbar. 
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Abb. 1: Detektierte Mutationen im AML-Studienkollektiv von Greif et al. 

Die STAT5A-Mutationen E637G und T719M wiesen bei Diagnose und Rezidiv eine hohe VAF 

auf und waren in der Remission nicht detektierbar (A). Zusätzlich wurden weitere Treibermuta-

tionen und Mutationen in Spliceosom- sowie in epigenetischen Regulator-Genen detektiert (B). 

STAT5A befindet sich auf Chromosom 17 (C). Abbildungen nach Greif, 2018 und Dufva, 2018. 



2.2 Signal transducer and activator of transcription 5 (STAT5) 

 Grundlagen 

Unter dem Namen Mammary gland factor wurde der Transkriptionsfaktor 

STAT5A erstmals als DNA-Bindeprotein beschrieben, das Prolaktin-abhängig die 

Transkription von ß-Casein induziert 17. Wenige Jahre später gelang die Klonie-

rung der beiden Varianten STAT5A 18 und STAT5B 19,20. Diese befinden sich auf 

Chromosom 17 21, existieren ausschließlich in Säugetieren 22 und unterscheiden 

sich hauptsächlich am C-Terminus 20 sowie in der DNA-Bindungs-Domäne 23. 

STAT5 ist wesentlicher Bestandteil Prolaktin- 24 und Wachstumsfaktor- 25 vermit-

telter Signalwege 26 und kann durch eine Fülle an weiteren Zytokinen wie Epider-

mal growth factor (EGF) 27, Erythropoetin (EPO) 25, Thrombopoetin 28, Granulozy-

ten-Makrophagen-Kolonie-stimulierender Faktor (GM-CSF) und Interleukin 

(IL) -3 20 sowie IL-2 29,30 aktiviert werden. Zu den anti-apoptotischen Zielgenen 

gehören B-cell lymphoma 2 (BCL-2) 31, B-cell lymphoma extra-large (BCL-XL) 

32,33, Induced myeloid leukemia cell differentiation protein (MCL1) 34,35, Cyclin D1 

36 und Oncostatin M 37. Diese Zielgene supprimieren die Apoptose und können 

somit die Tumorentstehung fördern. 

 

 Aufbau des STAT5-Proteins 

STAT5 wird in sechs funktionelle Domänen eingeteilt (Abb. 2 A). Der N-Terminus 

(Aminosäuren (AS) 1 – 144) eines STAT5-Monomers besteht aus vier a-Helices 

38 und erlaubt die Oligomerisation von mehreren Dimeren 39. Dies ermöglicht eine 

kooperative 40 und verlängerte DNA-Bindung 41 sowie die selektive Genexpres-

sion 42,43. Mit Hilfe der Coiled-Coil-Domäne (AS 145 – 330) transloziert STAT5 in 

den Nukleus 44,45 und stabilisiert gemeinsam mit der DNA-Bindungs-Domäne (AS 

331 – 496) 46,47 STAT5-Dimere im Zytoplasma 48. Diese erkennen Gamma inter-

feron activation sites 49 mit der palindromischen Sequenz TTCN3GAA 50. Die kon-

servierte Src homology 2 -Domäne (SH2; AS 593 – 686) folgt der Linker-Domäne 

(AS 497 – 592) 51. Hier befindet sich eine der detektierten STAT5A-Mutationen 

(E637G). Die SH2-Domäne erkennt phosphorylierte Tyrosine 52 und ist spezifisch 

für die umgebende Aminosäuresequenz 53. In direkter Nachbarschaft ist das Ty-

rosin Y694 lokalisiert, dessen Phosphorylierung essenziell für die DNA-Bindung 
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ist. Die Substitution gegen ein Phenylalanin an dieser Position führt zur Loss-of-

function (LOF) -Mutation Y694F  24. Mittels reziproker SH2-pY694-Interaktion 

nimmt das Dimer seine aktive Konformation ein 54, in der es die DNA wie eine 

Klammer umschließt 55 (Abb. 2 B). In der Transaktivierungs-Domäne (AS 702 – 

794) 56 befindet sich die andere identifizierte STAT5A-Mutation (T719M). Sie in-

teragiert mit Co-Aktivatoren 57,58 und besitzt Serine, deren Phosphorylierung mit 

der Leukämogenese assoziiert wird 59,60. 

 

  

Abb. 2: Domänen und Konformation von STAT5A 

Schematische Darstellung des Proteins inklusive Substitutionsmutationen und des funktionell 
wichtigen Tyrosinrests (A). Nach erfolgter Tyrosin-Phosphorylierung nimmt das Dimer über re-

ziproke SH2-pY694-Interaktion seine transkriptionell aktive Form ein (B). NT = N-Terminus, CC 

= Coiled-Coil-Domäne, DBD = DNA-Bindungs-Domäne, L = Linker, SH2 = Src homology 2 -Do-

mäne, TAD = Transaktivierungs-Domäne. Abbildungen nach Maurer, 2019 und Morris, 2018. 



 Der JAK-STAT-Signalweg 

Die Proteine der STAT-Familie vermitteln im Rahmen des JAK-STAT-Signalwegs 

extrazelluläre Signale über das Zytoplasma in den Nukleus und induzieren dort 

die Transkription bestimmter Zielgene 61-64. Der Signalweg beginnt mit der Bin-

dung von Zytokinen an Membranrezeptoren (Abb. 3). Diese trans-aktivieren die 

Rezeptor-assoziierte, intrazelluläre Tyrosinkinase Januskinase (JAK). Die JAK 

phosphoryliert daraufhin eine juxtapositionierte Rezeptordomäne, die durch die 

SH2-Domäne der STAT-Proteine erkannt und gebunden wird. Nun wird auch 

STAT5A durch die JAK an Tyrosin Y694 phosphoryliert und nimmt als Dimer mit-

tels reziproker SH2-pY694-Interaktion seine aktive Form ein. Alternativ können 

auch Rezeptor-Tyrosinkinasen (RTK) wie der Epidermal growth factor receptor 

(EGFR) STAT5 direkt und indirekt über beispielsweise Src aktivieren. Im Nukleus 

binden die STAT-Proteine Promotoren und Enhancer und induzieren die Tran-

skription.  

 

Abb. 3: Der JAK-STAT-Signalweg 

Extrazelluläre Signale führen über verschiedene Membranrezeptoren zur Phosphorylierung von 

STAT5A mit konsekutiver Konformationsänderung und Translokation in den Zellnukleus, wo es 

die Transkription bestimmter Zielgene induziert. Abbildung nach Mertens, 2007. 
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2.3 Physiologische Funktionen von STAT5 

Frühe Progenitorzellen benötigen den Transkriptionsfaktor, um sich in die eryth-

roiden, lymphatischen und myeloischen Zellreihen zu entwickeln 65. Zudem trägt 

STAT5 zum Erhalt der hämatopoetischen Reserve bei, indem es das Wachstum 

hämatopoetischer Stammzellen (HSC) fördert 66. Mittels konditionaler STAT5-

Deletion konnte gezeigt werden, dass STAT5 für die Dormanz von HSC und das 

Fortbestehen des Langzeit-HSC-Pools notwendig ist 67. In diesem Kontext ist Hy-

poxia-inducible factor 2a (HIF2a) ein wichtiges STAT5-Zielgen für die Erneue-

rung von HSC 68. Indem STAT5 die microRNA (miR) -193b hochreguliert, verhin-

dert es die unkontrollierte Expansion von HSC und Progenitorzellen 69. Dabei ist 

die Serin-Phosphorylierung von STAT5A essenziell für die Expansion dieser Zel-

len 70.  

 

Neben den Rollen des Transkriptionsfaktors in der frühen Hämatopoese basiert 

die Erythropoese auf einer intakten EPO-JAK2-STAT5-Achse. Vor diesem Hin-

tergrund weisen STAT5-defiziente Mäuse eine schwere mikrozytäre Anämie auf 

und versterben meist perinatal 71. Dies kann zum einen durch die verringerte Ex-

pression von MCL1 und BCL-XL 33 und zum anderen durch die niedrigen Iron 

regulatory protein 2 (IRP-2) und Transferrin-Rezeptor 1 (TfR-1) -Level und dem 

damit gestörten Eisenstoffwechsel erklärt werden 34. Konstitutiv-aktives STAT5 

befähigt daher JAK2- und Erythropoetin-Rezeptor (EpoR) -defiziente Leberzellen 

zur Erythropoese 72. 

 

Auch für die B-, T- und Natürliche Killer (NK) -Zell-Entwicklung ist STAT5 unent-

behrlich 73. Dabei ist das Überleben von Pro-B-Zellen wesentlich von der IL-7R-

STAT5-Achse, mit konsekutiver Induktion von MCL1, abhängig 35. Die Deletion 

des STAT5-Locus hat demnach den Stillstand der B-Zell-Reifung zur Folge und 

führt zudem zum Verlust von Cluster of differentiation (CD)8+- und gd-T-Zellen 74. 

In peripheren T-Zellen wird STAT5 durch IL-2 induziert und fördert dadurch deren 

Proliferation 75,76. Die Bedeutsamkeit von STAT5 für NK-Zellen konnte mittels 

STAT5-defizienten Mäusen veranschaulicht werden, in denen die Vorläuferzellen 

im Knochenmark verharrten, statt in die Peripherie zu migrieren 76,77.  



Eine Besonderheit des Transkriptionsfaktors STAT5 stellt die Fähigkeit zur Tet-

ramerisierung dar. Diese STAT5-Tetramere sind notwendig für die Differenzie-

rung bis in das frühe Pro-B-Zell-Stadium 74. Zudem können Tetramere über En-

hancer of zeste 2 polycomb repressive complex 2 subunit (EZH2) in die epigene-

tische Regulation eingreifen 78. Wird STAT5 daran gehindert Tetramere zu bilden, 

führt dies in vivo zu erniedrigten CD4+-CD25+- (Treg), CD8+- und NK-Zellzahlen 

79. Die verbliebenen Treg- und CD8+-Zellen sind außer Stande eine adäquate Im-

munantwort zu leisten. Insbesondere NK-Zellen reifen bei fehlender STAT5-Tet-

ramerisierung aufgrund niedriger BCL-2-Expression nicht aus 80. 

 

2.4 STAT5 in hämatologischen Neoplasien  

 Downstream hyperaktiver Tyrosinkinasen 

Früh nach der Entdeckung des aktivierten STAT5 in akuten Leukämien 81,82 

rückte es in den Fokus der akuten myeloischen Leukämie mit nachgewiesener 

internal tandem duplication (ITD) der Rezeptor-Tyrosinkinase Fms related tyro-

sine kinase 3 (FLT3ITD). Während der stimulierte FLT3WT-Rezeptor STAT5A nur 

transient aktiviert 83, liegt STAT5 in FLT3ITD-transformierten Ba/F3-Zellen konsti-

tutiv-aktiv vor 84 und ist essenziell für die FLT3ITD-induzierte Leukämogenese 85. 

In primären AML-Blasten ist STAT5 häufig aktiviert 86,87 und korreliert mit phos-

phorylierten FLT3 88. Weder der FLT3-Wildtyp, noch FLT3 mit mutierter Tyrosin-

kinase-Domäne (FLT3TKD) aktivieren STAT5 und dessen Zielgene im selben 

Maße wie FLT3ITD 89. Zudem unterscheiden sich sowohl die Prognose als auch 

der klinische Phänotyp zwischen FLT3ITD und FLT3TKD 90. Der konditionale 

STAT5-Knockout konnte die essenzielle Rolle von STAT5 in der FLT3ITD-indu-

zierten Leukämogenese in vivo bestätigen 91.  

 

FLT3ITD aktiviert unabhängig von JAK 92 STAT5 via Src 91,93,94 und Lyn 95,96 inner-

halb des zytoplasmatischen Kompartiments 97,98. In diesem Kontext induziert 

STAT5 die Proto-Onkogene PIM-1 99 und PIM-2 100, MCL1 101, Oncostatin M so-

wie MYC 91 und baut mit Hilfe von Suppressor of cytokine signaling (SOCS) 1 102 

und miR-155 103 ein anti-apoptotisches Netzwerk auf. STAT5 fördert die Produk-

tion reaktiver Sauerstoffspezies und trägt somit zur genetischen Instabilität und 
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Aggressivität der FLT3ITD-AML bei 104. Eine bestehende Tyrosinkinase-Inhibitor- 

(TKI) -Resistenz fördert STAT-Signalwege durch den hochregulierten FLT3-Lig-

anden (FLT3LG) und die runterregulierten SOCS 105. Die duale Mutante FLT3ITD-

TKD vermittelt ihre TKI-Resistenz über STAT5 und dessen Zielgen BCL-XL 106. 

 

Neben der zentralen Rolle von STAT5 in der AML, spielt STAT5 sowohl in der 

Chronischen Myeloischen Leukämie (CML) als auch in der Polycythämia Vera 

(PV) ebenfalls eine Schlüsselrolle. Der Transkriptionsfaktor ist essenziell für die 

BCR-Abl-induzierte zelluläre Transformation 107-110 und die Entstehung einer 

CML 74,111. Ob STAT5 auch für den Erhalt einer CML notwendig ist, wird kontro-

vers diskutiert 112-114. Die treibende Variante hierbei ist STAT5B 115 und wird un-

abhängig von JAK2 aktiviert 116. Jedoch kann ein erhöhter JAK2-STAT5-Signal-

weg eine TKI-Resistenz vermitteln 117. Unter Imatinib-Therapie zeigen CML-Pa-

tienten erhöhte STAT5-Level, die in der Akzelerationsphase die notwendige Do-

siserhöhung erklären könnten 118,119. Auch für die Entwicklung einer JAK2V617F-

induzierten PV ist STAT5 unentbehrlich 113,120 und liegt im Knochenmark von PV-

Erkrankten aktiviert vor 121. JAK2V617F aktiviert die STAT5-BCL-XL-Achse und för-

dert damit die Bildung endogener erythroider Kolonien 122. 

 

 Die Treibermutation STAT5BN642H  

Die Gain-of-function (GOF) -Mutante STAT5BN642H tritt hauptsächlich in periphe-

ren T-Zell Lymphomen (PTCL) auf. Sie betrifft die SH2-Domäne, ermöglicht Au-

todimerisierung und schützt vor Dephosphorylierung 123. Die Erstbeschreibung 

gelang in CD56+-Leukämiezellen in der Leukämie der groß-granulierten Lympho-

zyten (LGL) und ist mit einem aggressiven Krankheitsverlauf assoziiert 124. In der 

T-Zell Prolymphozyten Leukämie (T-PLL) stellt sie eine potenzielle Treibermuta-

tion dar 125,126. Dies gilt auch für das extranodale NK- / T-Zell Lymphom vom na-

salen Typ 127,128 und das hepatosplenische T-Zell Lymphom 129,130. In akuten Leu-

kämien ist STAT5BN642H selten vertreten und spielt sowohl in der adulten 131 als 

auch in der pädiatrischen T-Zell-ALL eine Rolle 132. In der B-Zell-ALL verschiebt 

STAT5 das transkriptionelle Gleichgewicht, indem es mit NF-kB und IKAROS 

konkurriert 133,134. Ferner ähnelt die Prognose des Hypereosinophilen Syndroms 



mit STAT5BN642H der chronischen Eosinophilenleukämie 135 und ist in pädiatri-

schen Patienten mit Urtikaria, Dermatitis und Diarrhoe verbunden 136. Die Muta-

tion ist in der Lage Ba/F3-Zellen Zytokin-unabhängig zu transformieren 137 und 

manifestiert sich im transgenen Mausmodell als organinfiltrierende, reifzellige T-

Zell-Neoplasie mit CD56+- 138, CD8+- 139,140, CD4+- und gd-T-Zellen 123. 
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3. Fragestellung 

3.1 Sind STAT5AE637G und STAT5AT719M onkogene Varianten? 

Um die genetischen Veränderungen, die hinter Therapieresistenz und Krank-

heitsprogress stehen, auf den Grund zu gehen, haben Greif et al. aus unserer 

Arbeitsgruppe das Exom von 50 CN-AML-Patienten sequenziert und dabei Sub-

stitutionsmutationen in der funktionell essenziellen SH2 (E637G) sowie in der 

Transaktivierungs-Domäne (T719M) des Transkriptionsfaktors STAT5A identifi-

ziert 16. Die Mutationen besaßen zu den Zeitpunkten Diagnose und Rezidiv eine 

stabile Varianten-Allelfrequenz und waren in der Remission der Erkrankung nicht 

detektierbar. Sie sind mit hoher Wahrscheinlichkeit Leukämie-spezifisch und 

nicht mit der Chemotherapie assoziiert. Neben der Effektorrolle von STAT5 

downstream hyperaktiver Tyrosinkinasen ist STAT5 auch als potenzielles Proto-

Onkogen bekannt. Aufgrund dessen ist es denkbar, dass die beschriebenen 

STAT5A-Mutationen frühe Events in der Evolution der leukämischen Stammzelle 

darstellen und somit zum Ausbruch der Leukämie beigetragen haben (Abb. 4). 

Im Rahmen dieser Arbeit soll der biologische Phänotyp der STAT5A-Mutationen 

E637G und T719M in vitro charakterisiert werden. Hierfür wird sich des murinen 

Pro-B-Zellmodells Ba/F3 bedient und zellbiologische, proteinbiochemische und 

immunzytochemische Methoden angewandt. Zudem soll eine mögliche Interak-

tion der Mutationen mit den Tyrosinkinasen FLT3 und EGFR analysiert werden. 

Als Kontrollen dienen die GOF-Mutation N642H und die LOF-Mutation Y694F. 

Abb. 4: Klonale Evolution potenziell onkogener STAT5A-Mutationen E637G und T719M 

Durch einen frühen Event innerhalb der Population des Gründungsklons tragen die Mutationen 

E637G und T719M möglicherweise zum Ausbruch der AML und nach Therapie zur Entwicklung 

des Rezidivs bei. Abbildung nach Ding, 2012. 



4. Methoden 

4.1 Molekularbiologie 

 Aufbereitung von DNA 

Für die Herstellung identischer DNA-Kopien wurden DH5α Chemically Compe-

tent Cells verwendet und die anschließende Isolierung, Reinigung und Konzent-

rierung, je nach benötigter Menge, mit Hilfe des EndoFree® Plasmid Maxi Kit 

oder QIAprep Spin Miniprep Kit durchgeführt 141. Dafür wurde LB-Medium mit 100 

µg/ml Ampicillin hergestellt. Für eine Vorkultur wurden 2 ml Medium mit einer 

Bakterienkolonie inokuliert und für 6 Stunden bei 220 rpm und 37 °C inkubiert. 

Für die Hauptkultur wurde die Vorkultur auf 100 ml Medium aufgefüllt und für 12 

bis 16 Stunden bei 220 rpm und 37 °C inkubiert. Die DNA-Konzentration wurde 

mittels Absorptionsspektrometrie gemessen.  

 

 Restriktion von DNA 

Nach enzymatischer Spaltung der DNA mit Hilfe von Restriktionsendonukleasen, 

der sogenannten Restriktion, entstehen überhängende oder glatte Enden. Für 

die Verbindung des linearisierten Plasmids mit einem DNA-Fragment, auch Insert 

genannt, zu einem neuen DNA-Konstrukt, werden kompatible Enden benötigt. Zu 

je 1 µg DNA wurden 2,5 bis 5 Enzymeinheiten und der entsprechende Puffer 

pipettiert. Die Proben wurden für 2 Stunden bei 37 °C inkubiert und anschließend 

die Enzyme für 20 Minuten bei 65 °C hitze-inaktiviert. 

 

 Dephosphorylierung von DNA 

Die Re-Zirkularisierung des linearisierten Plasmids wurde durch Dephosphorylie-

rung verhindert. Hierfür wurde der Restriktions-Ansatz für 30 s bei 4 °C und 

13.000 rpm zentrifugiert und danach das Enzym und der Puffer zu der auf Eis 

gelagerten Probe pipettiert. Es folgte eine Inkubation für 30 Minuten bei 37 °C, 

dann für 5 Minuten bei 56 °C. Danach wurde EDTA zur Probe pipettiert und die 

Probe anschließend für 5 Minuten bei 70 °C inkubiert. 
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Tabelle 1: Pipettierschema Dephosphorylierung pMIG 

Komponenten Ansatz 
Restriktions-Ansatz 50 µl 

CIP 4,65 µl 

CIP Puffer 6,2 µl 

EDTA 0,62 µl 

 

 Polymerase-Kettenreaktion 

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) war Teil der Klonierung von STAT5A in 

den Ziel-Vektor pcDNA6 und stellt den ersten Schritt des In-Fusion® Cloning dar. 

Dabei wird zunächst das zu klonierende DNA-Fragment durch eine PCR mit Oli-

gonukleotid-Primern, die die geeigneten Restriktionsschnittstellen enthalten, 

amplifiziert. Hierfür wurde das In-Fusion HD® Cloning Kit verwendet. Die Primer 

wurden mit Hilfe des Hersteller-Programms designt und von der Firma metabion 

synthetisiert. pcDNA6 weist Schnittstellen für die Enzyme KpnI und XbaI auf, 

weshalb die Forward- und Reverse-Primer entsprechend designt wurden. Je-

weils 10 ng pCMV6-STAT5A-Template wurden mit 0,3 µM Primer angesetzt. Die 

Denaturierung erfolgte für 10 s bei 98 °C, die Hybridisierung bei 55 bis 65 °C und 

die Elongation für 20 s bei 72 °C. 

 

 In-Fusion® Cloning 

Die Klonierung von STAT5A in pcDNA6 erfolgte mittels In-Fusion® Cloning.  

Tabelle 2: Pipettierschema In-Fusion Cloning® STAT5A in pcDNA6 

Komponenten 5:1 3:1 Negativ Positiv 
STAT5A 6,48 µl 4,86 µl - - 

PcDNA™6 0,23 µl 0,28 µl 1 µl - 

In-Fusion HD Enzyme Premix (5x) 2 µl 2 µl 2 µl 2 µl 

pUC19 (50 ng/µl) - - - 1 µl 

Control Insert (40 ng/µl) - - - 2 µl 

Aqua dest. ad 10 µl ad 10 µl ad 10 µl ad 10 µl 

 



 Ligation von DNA 

Die Klonierung von STAT5A in pMIG erfolgte mittels Ligation. Je Probe wurden 

20 µl Volumen mit 400 Enzymeinheiten der T4 DNA-Ligase und geeignetem Puf-

fer angesetzt. Es wurden zwei Proben mit den Insert-Vektor-Verhältnissen 5:1 

und 3:1 angesetzt. Aufgrund der glatten Enden nach Restriktion, war eine lange 

Inkubation des Ansatzes für 72 Stunden bei 16 °C notwendig. 

 

 Chemische Transformation 

Die chemische Transformation von Plasmid-DNA in Bakterien erfolgte mit Hilfe 

von KCM-Puffer. Nachdem die Bakterien für 10 Minuten auf Eis auftauten, wur-

den 25 µl entnommen und 1 µl Plasmid, 10 µl Puffer sowie 14 µl Aqua dest. hinzu 

pipettiert und für 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Danach erfolgte die 

Zugabe von 250 µl LB-Medium und eine Inkubation für 1 Stunde bei 200 rpm und 

37 °C. Danach wurde die Probe für 1 Minute bei 13.000 rpm zentrifugiert, der 

Überstand verworfen, das Zellpellet mit 100 µl LB-Medium in Suspension ge-

bracht und mit Hilfe eines Drigalskispatels auf vorgewärmte Agarplatten ausge-

strichen. Diese enthielten 100 µg/µl Ampicillin, sodass transformierte Bakterien 

selektioniert wurden. Es folgte eine Inkubation für 16 Stunden bei 37 °C. 

 

 Elektroporation 

Auch mittels Elektroporation wurde Plasmid-DNA in Bakterien eingeschleust. 

Hierfür wurden Röhrchen, Küvetten und Bakterien auf Eis gekühlt und LB-Me-

dium auf 37 °C vorgewärmt. Der Elektroporator wurde auf 2.500 V, 200 Ω und 

25 μF eingestellt. Der Ligations-Ansatz wurde 1:500 in Aqua dest. verdünnt. Da-

von wurden 4 µl zu den Bakterien pipettiert und für 1 Minute inkubiert. Die Probe 

wurde danach in die Küvette im Elektroporator überführt, ein Puls initiiert und 1 ml 

LB-Medium hinzu pipettiert. Nach Inkubation der Probe für 1 Stunde bei 250 rpm 

und 37 °C in einem 14 ml Röhrchen, wurden davon 60 µl entnommen und mit 40 

µl LB-Medium auf eine Agarplatte mit Ampicillin ausgestrichen. Die Platten wur-

den für 16 Stunden bei 37 °C inkubiert. 
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 Agarose-Gelelektrophorese 

Die Agarose-Gelelektrophorese ist eine Methode zur Auftrennung von Nuklein-

säuren nach Ladung, Masse und Konformation. Das hergestellte Agarosegel 

wurde in eine Gel-Kammer gegossen und war nach 60 Minuten ausgehärtet. 

Dann wurde TAE-Puffer hinzugefügt und sowohl die Proben als auch der Grö-

ßenstandard gemeinsam mit dem Lade-Puffer in die Taschen pipettiert. Es wurde 

eine Spannung von 80 V für 45 bis 60 Minuten angelegt und das Ergebnis mit 

Hilfe der Ebox™ VX2 dokumentiert. Anschließend wurde das DNA-Material aus 

dem Agarosegel geschnitten mit Hilfe des QIAquick Gel Extraction Kit extrahiert. 

 

 Ortsspezifische Mutagenese 

Mittels ortsspezifischer Mutagenese wurden die zu untersuchenden Punktmuta-

tionen in die Konstrukte pcDNA6- und pMIG-STAT5A eingebracht. Sie basiert auf 

der PCR mit Primern, die die gewünschte Mutation beinhalten. Hierfür wurde das 

QuikChange II XL Site-Directed Mutagenesis Kit verwendet. Pro Mutation wurden 

zwei Proben mit jeweils 10 ng und 100 ng DNA angesetzt.  

 

 Sequenzierung von DNA 

Die Sequenzierung der hergestellten DNA-Konstrukte wurde durch die Firma Se-

quiserve GmbH durchgeführt. Hierfür wurden geeignete Primer designt und von 

der Firma metabion synthetisiert. 

 

 STAT5A-Plasmid 

Als ursprünglicher Vektor diente das pCMV6-Entry Plasmid mit STAT5A als Entry 

und c-terminalem MYC-DDK-Tag, hergestellt von der Firma Origene.  

 



4.2 Zellbiologie 

 Einfrieren und Auftauen von Zellen 

Die verwendeten Zelllinien wurden bei -80 °C oder in Flüssigstickstoff gelagert. 

Es wurden 6 ´ 106 Ba/F3-, 3 ´ 106 Phoenix-Eco- und 1 ´ 106 U-2 OS-Zellen in 

jeweils 1 ml Gefriermedium eingefroren. Die Zellen wurden bei 37 °C aufgetaut 

und in Vollmedium aufgenommen. Die Proben wurden dann für 5 Minuten bei 

1.000 rpm zentrifugiert, der Überstand verworfen, das Zellpellet mit dem jeweili-

gen Medium in Suspension gebracht und in eine Zellkulturflasche überführt. 

 

 Kultivierung adhärenter Zellen und Zellsuspensionskultur 

Die Kultivierung von adhärenten und Suspensionszellen fand in einem Inkubator 

bei 5 % CO2, 95 % Luftfeuchtigkeit und 37 °C statt. Adhärente Zellen wurden im 

Verhältnis 1:5 und Suspensionszellen im Verhältnis 1:20 regelmäßig nach 2 bis 

3 Tagen passagiert. Adhärente Zellen wurden mit PBS gewaschen und anschlie-

ßend in Trypsin-EDTA für 5 Minuten bei 37 °C inkubiert. Die abgelösten Zellen 

wurden in Medium verdünnt, für 5 Minuten bei 1.000 rpm zentrifugiert, der Über-

stand verworfen, das Zellpellet mit frischem Medium in Suspension gebracht und 

in eine neue Zellkulturflasche überführt. Die Lebendzellzahl wurde mittels 

Trypan-Blau-Färbung im Zellzähler Vi-CELL™ XR bestimmt. 

 

 Transiente Transfektion adhärenter Zellen  

Für die Transfektion der Phoenix-Eco-Zellen wurden 6,5 ´ 106 Zellen in einer 

Zellkulturschale ausgesät. Nach 16 Stunden erfolgte an Tag 2 bei einer Kon-

fluenz von circa 75 % ein Medium-Wechsel und nach weiteren 4 Stunden die 

Transfektion. Je Transfektions-Ansatz wurden 13 µg DNA zu 50 µl CaCl2 pipet-

tiert und das Gesamtvolumen mit Aqua dest. auf 500 µl erhöht. Der Ansatz wurde 

langsam zu 500 µl HBS-Puffer hinzugefügt, für 4 Minuten bei Raumtemperatur 

inkubiert und dann tröpfchenweise auf die Zellen pipettiert. An Tag 3 erfolgte 

nach 20 Stunden ein Medium-Wechsel. 48 Stunden nach Transfektion wurde an 
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Tag 4 die Transfektionseffizienz mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops kontrol-

liert. 

 

Für die Transfektion der U-2 OS-Zellen wurden Deckgläser in 6-Well-Platten ge-

legt, in einer UV-Kammer sterilisiert und danach pro Well 3 ́  104 Zellen ausgesät. 

Nach 16 Stunden erfolgte an Tag 2 bei einer Konfluenz von circa 75 % die Trans-

fektion. Je Transfektions-Ansatz wurden 1,5 µg DNA zu 5 µl PolyFect und 100 µl 

Opti-MEM® pipettiert. Der Ansatz wurde gemischt, für 10 Minuten bei Raumtem-

peratur inkubiert und anschließend 900 µl Opti-MEM® hinzugefügt. Das ur-

sprüngliche Medium wurde entfernt, 2 ml frisches Medium hinzugefügt und der 

Ansatz tröpfchenweise auf die Zellen pipettiert. Nach 6 Stunden erfolgte ein Me-

dium-Wechsel. 48 Stunden nach Transfektion wurde an Tag 4 die Transfektions-

effizienz kontrolliert und die immunhistochemische Färbung durchgeführt. 

 

 Retrovirale Infektion von Suspensionszellen 

Für die stabile Transduktion von Ba/F3-Zellen wurden 1,5 ´ 106 Zellen in 3 ml 

virus containing medium (VCM), das von transfizierten Phoenix-Eco-Zellen 

stammte, aufgenommen. Dann wurden 3 µl Protaminsulfat sowie 30 ng IL-3 hinzu 

pipettiert und die Zellsuspension in ein Well einer 6-Well-Platte gegeben. Die Zel-

len wurden für 90 Minuten bei 32 °C und 2.500 rpm zentrifugiert und danach im 

Brutschrank inkubiert. Am Folgetag wurden 3 ml Medium zu den Zellen hinzuge-

fügt. 

 

 Zellsortierung von Suspensionszellen 

Die transduzierten Ba/F3-Zellen konnten anhand des green fluorescent protein 

(GFP) -Signals des retroviralen Expressionsvektors pMSCV-IRES-eGFP (pMIG) 

mittels fluorescence activated cell sorting (FACS) sortiert werden. Bei doppelt-

transduzierten Zellen zusätzlich anhand des yellow fluorescent protein 

(YFP) -Signals des Vektors pMSCV-IRES-eYFP (pMIY). Die Zellsortierung mit 

Hilfe des FACSVantage™ SE wurde zweimal im Abstand von einer Woche 



durchgeführt, um eine Reinheit von 95 % transduzierter Ba/F3-Zellen zu errei-

chen. 

 

 Zellproliferation von Suspensionszellen 

Um die Zellproliferation stabil transduzierter Ba/F3-Zellen zu analysieren, wurden 

in eine 48-Well-Platte 40 ´ 103 Zellen pro Well ausgesät. Dafür wurden die Zellen 

zweimal mit PBS gewaschen und in 1 ml RPMI mit 10 % FBS aufgenommen. Die 

Kultivierung erfolgte für 72 Stunden im Inkubator unter verschiedenen Bedingun-

gen. Anschließend wurde die Lebendzellzahl bestimmt. 

 

 Zellstimulation adhärenter Zellen und Suspensionszellen 

24 Stunden vor Stimulation wurde das Vollmedium gegen Medium mit 0,3 % FBS 

ausgetauscht. Die gehungerten Ba/F3- und Phoenix-Eco-Zellen wurden für 10 

Minuten bei 37 °C stimuliert und dann lysiert. Die U-2 OS-Zellen hingegen für 60 

Minuten stimuliert und anschließend fixiert. 

 

4.3 Proteinbiochemie 

 Aufbereitung von Proteinen 

Zur Herstellung eines Proteinlysats aus Phoenix-Eco-Zellen wurden 6,5 ´ 106 

Zellen ausgesät und 48 Stunden nach Transfektion lysiert. Für ein Proteinlysat 

aus Ba/F3-Zellen wurden 5 ´ 106 Zellen gezählt und lysiert. Vor der Lyse wurden 

die Zellen mit PBS gewaschen und adhärente Zellen mit Hilfe eines Zellschabers 

von der Zellkulturschale abgelöst. Um den Proteinabbau zu verhindern, wurden 

zu je 5 ml Lyse-Puffer 50 µl PMSF, 50 µl Natriumorthovanadat und 25 µl Aprotinin 

pipettiert und anschließend für 30 Minuten bei 9 rpm und 4 °C inkubiert. Danach 

wurde das Lysat für 30 Minuten bei 13.000 rpm und 4 °C zentrifugiert, der Über-

stand in ein neues Röhrchen pipettiert und bei -20 °C gelagert. Das FLAG-
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STAT5A-Fusionsprotein konnte anschließend mit Hilfe des ANTI-FLAG® M2 Af-

finity Gel aus den Proteinlysaten immunpräzipitiert (IP) werden. 

 

 Quantifizierung von Proteinen 

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mittels Bradford-Test 142. Hier-

bei wird die Absorption eines Proteinlysats bei 595 nm nach Zugabe des Farb-

stoffs Coomassie-Brilliantblau G-250 photometrisch gemessen. Dafür wurden 

20 µl eines 1:10 verdünnten Proteinlysats zu 980 µl Protein Assay Dye Reagent 

Concentrate pipettiert, für 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und anschlie-

ßend gemessen. Anhand einer Eichgeraden aus gemessenen BSA-Konzentrati-

onen, wurde die Proteinkonzentration der Proben ermittelt. 

 

 SDS-PAGE 

Die sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) 

trennt Proteine ihrer Größe nach auf. Hierfür wurden Sammel- und Trenngele 

hergestellt und der Größenstandard peqGold Protein Marker VI verwendet. Je 

Probe wurden 20 µg Proteinlysat mit Aqua dest. auf ein Volumen von 20 µl auf-

gefüllt und 20 µl Lämmli-Puffer 143 hinzugefügt. Die Proben wurden für 5 Minuten 

bei 95 °C denaturiert und in die Probentaschen im Sammelgel pipettiert. Die 

Elektrophorese erfolgte im Sammelgel bei 60 V für 1 bis 2 Stunden und im Trenn-

gel bei 80 bis 100 V für weitere 2 bis 3 Stunden.  

 

 Western-Blot 

Mittels wet blotting 144 wurden die im SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetrennten Pro-

teine auf eine Nitrozellulose-Membran transferiert. Gel und Membran wurden 

dazu in direkten Kontakt miteinander gebracht und gemeinsam mit Filterpapier 

und Schwämmen in einer Transfer-Kammer befestigt. Nachdem diese mit Trans-

fer-Puffer befüllt wurde, erfolgte der Transfer bei 100 mA und 4 °C über Nacht. 

 



 Proteindetektion 

Um unspezifische Antikörperbindungen zu verhindern, wurde eine Blockierungs-

Lösung aus 5 % Magermilchpulver in TBS-T hergestellt und in dieser sowohl die 

Membranen für 1 Stunde inkubiert als auch die Antikörper verdünnt. Die Memb-

ranen wurden zuerst für 1 Stunde mit einem Primärantikörper inkubiert und dann 

dreimal für 5 Minuten mit TBS-T gewaschen. Danach erfolgte die Detektion des 

Primärantikörpers durch einen Spezies-spezifischen Sekundärantikörper. Nach 

1 Stunde Inkubation wurde die Membran erneut dreimal für 5 Minuten gewa-

schen. Die Visualisierung der detektierten Proteine erfolgte im Anschluss im Fu-

sion SL4 Imaging System mittels Pierce™ ECL Plus Western Blotting Substrate. 

Die Signalintensität wurde mittels graphischer Quantifizierung im Programm Fu-

sionCapt 16.15 aufgezeichnet. 

 

4.4 Immunzytochemie 

 Fixierung 

Unmittelbar vor der Fixierung wurden die Deckgläser in PBS getaucht und dann 

in einer Lösung aus 2 % Formaldehyd in PBS für 10 Minuten bei Raumtemperatur 

inkubiert. Anschließend wurde PBS-T in die Wells pipettiert und die Deckgläser 

mit Hilfe eines Lichtmikroskops auf intakte Zellen kontrolliert. 

 

 Permeabilisierung und Färbung 

Die Permeabilisierung der Zellen erfolgte mit 0,5 % TRITON™ X-100 in PBS für 

10 Minuten bei Raumtemperatur. Dann wurden die Zellen in 2 % BSA in PBS-T 

für 1 Stunde bei Raumtemperatur blockiert und Primär- und Sekundärantikörper 

in derselben Lösung verdünnt. Die Inkubation der Zellen mit den Antikörperlösun-

gen erfolgte für 1 Stunde in einer feuchten Kammer. Je Deckglas wurden 100 µl 

Antikörperlösung auf PARAFILM® pipettiert und die Deckgläser auf die Antikör-

perlösung gelegt. Nach Antikörper-Inkubation wurden die Zellen dreimal mit PBS 

gewaschen und der Zellkern mit 1 µg/µl DAPI für 10 Minuten gefärbt. Im An-
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schluss wurden die Zellen ein letztes Mal gewaschen, die Deckgläser mit Flu-

orescent Mounting Medium auf Objektträgern befestigt, die Ränder versiegelt 

und bei 4 °C lichtgeschützt gelagert. 

 

 Fluoreszenz- und Konfokal-Mikroskopie 

Die Aufnahmen wurden mit Hilfe des TCS SP5 II Konfokal-Mikroskops und des 

Fluoreszenzmikroskops DMi8 angefertigt. Die identischen Aufnahmeeinstellun-

gen wurden für alle Aufnahmen beibehalten. Um das Verhältnis der pSTAT5-

Signal-Lokalisation zwischen Nukleus und Zytoplasma zu berechnen, wurde das 

Programm Fiji von ImageJ verwendet. Zunächst wurde mean grey value vorein-

gestellt, eine Aufnahme im DAPI-Kanal geöffnet, der Nukleus händisch als Re-

gion of interest (ROI) definiert und dann die integrated density im RHO-Kanal 

aufgezeichnet. Dies wurde für die gesamte Zelle wiederholt. Anhand folgender 

Formel wurde danach der Anteil des nukleären pSTAT5-Signals berechnet 145: 

 

% Nuclear	= 
Total Nuclear Intensity

Total Cytoplasmatic Intensity	+	Total Nuclear Intensity 
 × 100 

 



5. Ergebnisse 

5.1 Klonierung der Konstrukte pcDNA6- und pMIG-STAT5A 

Für die funktionellen Analysen der neu beschriebenen Substitutionsmutationen 

E637G und T719M des Transkriptionsfaktors STAT5A, wurde zunächst die cDNA 

nach erfolgter Mutagenese in die Plasmide pcDNA6 und pMIG kloniert. Zur Her-

stellung des Konstruktes pcDNA6-STAT5A wurde das Ziel-Fragment STAT5A 

mit den KpnI-forward- und XbaI-reverse-Primer amplifiziert und mittels In-Fu-

sion® Cloning mit dem linearisierten pcDNA6 fusioniert. Die Kontroll-Restriktion 

(Abb. 5 A) mit den Enzymen KpnI und XbaI ergaben bei korrekter Fusion ein 

STAT5A (2517 bp) und ein pcDNA6-Fragment (circa 5000 bp). Für die Klonierung 

von STAT5A in pMIG wurde das bereits hergestellte Konstrukt pcDNA6-STAT5A 

mit PmeI geschnitten und pMIG mit HpaI linearisiert. Da die Enzyme nach Rest-

riktion blunt ends hinterließen, wurde nach erfolgter Ligation die korrekte Orien-

tierung des Inserts im Plasmid mit Hilfe des Enzyms XhoI kontrolliert (Abb. 5 B). 

Bei korrekter Orientierung entstand ein langes (8841 bp) und ein sehr kurzes 

DNA-Fragment (84 bp, nicht sichtbar).  

  

Abb. 5: Kontroll-Restriktion der klonierten DNA-Konstrukte pcDNA6- und pMIG-STAT5A 

pcDNA6-STAT5A nach Restriktion mit KpnI und XbaI (A) und pMIG-STAT5A nach Restriktion mit 

XhoI (B) auf einem Agarosegel (10 %). M = Größenstandard. 
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5.2 Expression der DNA-Konstrukte in Ba/F3-Zellen 

 STAT5A-Expression in einfach-transduzierten Ba/F3 

Um den biologischen Phänotyp von STAT5AE637G und STAT5AT719M zu untersu-

chen, wurde die murine Pro-B-Zelllinie Ba/F3 mit jeweils einer dieser STAT5A-

Mutanten sowie den Kontroll-Mutanten STAT5AY694F und STAT5AN642H mittels 

des Expressionsvektors pMIG stabil transduziert und kultiviert. Als Expressions-

kontrolle dienten Leervektor-transduzierte Ba/F3-Zellen. Im Anschluss wurden 

die transduzierten Zellpopulationen mittels Zellsortierung anhand des GFP-Sig-

nals des Vektors pMIG sortiert.  

 

Anhand des FLAG-Tags in der cDNA von STAT5A konnte die Expression des 

STAT5A-Wildtyps (STAT5AWT) und der STAT5A-Mutanten mittels FLAG-Antikör-

per in der Western-Blot-Analyse überprüft werden (Abb. 6). Dabei war in den 

Leervektor-transduzierten Ba/F3-Zellen kein exogenes STAT5A nachweisbar. In 

fast allen stabil transduzierten Ba/F3-Zellen war eine deutliche STAT5A-Expres-

sion detektierbar. Lediglich die STAT5AY694F-transduzierten Ba/F3-Zellen zeigten 

ein geringes a-FLAG-Signal bei regelrechter Ladekontrolle mittels GADPH-Anti-

körper.  

 

  

Abb. 6: STAT5A-Expression in einfach-transduzierten Ba/F3-Zellen 

Western-Blot-Analyse von Ba/F3-Ganzzell-Lysaten nach stabiler Transduktion mit Leervektor 

pMIG, STAT5A-Wildtyp oder einer -Mutante (E637G, N642H, Y694F, T719M). STAT5A-Detek-

tion mittels a-FLAG, Ladekontrolle mittels a-GADPH, Proteinmenge 20 µg. 



 STAT5A- und FLT3-Expression in doppelt-transduzierten Ba/F3 

Um eine mögliche Interaktion zwischen STAT5A und der Rezeptor-Tyrosinkinase 

FLT3 zu untersuchen, wurden STAT5A-Mutanten-transduzierte Ba/F3-Zellen je-

weils zusätzlich mit FLT3 doppelt-transduziert. Die generierten Zellpopulationen 

wurden anschließend anhand des zusätzlichen YFP-Signals des DNA-Konstruk-

tes pMIY-FLT3 sortiert.  

 

Alle doppelt-transduzierten Ba/F3-Zellen zeigten in der Western-Blot-Analyse 

eine deutliche FLT3-Expression (Abb. 7 A). Die Expressionskontrolle von 

STAT5A mittels FLAG-Antikörper zeigte erneut ein herabgesetztes a-FLAG-Sig-

nal in STAT5AY694F-transduzierten Ba/F3-Zellen im Vergleich zum STAT5A-Wild-

typ und den Mutanten. Um negative Effekte der Y694F-Mutation auf die STAT5A-

Expression auszuschließen, wurde diese mittels STAT5A-Antikörper validiert 

(Abb. 7 B). Dabei wiesen alle doppelt-transduzierten Ba/F3-Zellen eine deutliche 

STAT5A-Expression auf. Außerdem war endogenes (91 kDa) sowie exogenes 

(circa 100 kDa) STAT5A als Doppelbande im Western-Blot nachweisbar. 
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Abb. 7: STAT5A- und FLT3-Expression in doppelt-transduzierten Ba/F3-Zellen 

Western-Blot-Analyse von Ba/F3-Ganzzell-Lysaten nach stabiler Doppel-Transduktion mit 

Leervektor pMIG, STAT5A-Wildtyp oder -Mutante (E637G, N642H, Y694F, T719M) sowie mit 

FLT3. FLT3-Detektion mittels a-FLT3 und Ladekontrolle mittels a-GADPH. STAT5A-Detektion 

mittels a-FLAG, Proteinmenge 20 µg (A). STAT5A-Detektion mittels a-STAT5A, Proteinmenge 

30 µg (B). 



 STAT5A- und EGFR-Expression in doppelt-transduzierten Ba/F3 

Für die Analyse einer potenziellen Interaktion zwischen STAT5AE637G oder 

STAT5AT719M mit der Rezeptor-Tyrosinkinase EGFR, wurden die einfach-trans-

duzierten Ba/F3-Zellen zusätzlich mit dem Konstrukt pMIY-EGFR transduziert. 

Im Anschluss wurden auch diese doppelt-transduzierten Zellpopulationen mit 

Hilfe des MIY-Signals des Expressionsvektors pMIY sortiert. 

 

In allen doppelt-transduzierten Ba/F3-Zellen war eine deutliche EGFR-Expres-

sion in der Western-Blot-Analyse detektierbar (Abb. 8 A). Auch in diesen doppelt-

transduzierten Zellpopulationen war das a-FLAG-Signal in STAT5AY694F-transdu-

zierten Zellen im Vergleich zum STAT5A-Wildtyp und den Mutanten verringert, 

sodass eine regelrechte STAT5A-Expression mittels STAT5A-Antikörper über-

prüft wurde und in allen Zelllinien eine vergleichbare Expression bestätigt werden 

konnte (Abb. 8 B). Das endogene (91 kDa) sowie exogene (circa 100 kDa) 

STAT5A bildete sich in der Western-Blot-Analyse als Doppelbande ab. 
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Abb. 8: STAT5A- und EGFR-Expression in doppelt-transduzierten Ba/F3-Zellen 

Western-Blot-Analyse von Ba/F3-Ganzzell-Lysaten nach stabiler Doppel-Transduktion mit 

Leervektor pMIG, STAT5A-Wildtyp oder -Mutante (E637G, N642H, Y694F, T719M) sowie mit 

EGFR. EGFR-Detektion mittels a-EGFR und Ladekontrolle mittels a-GADPH. STAT5A-Detektion 

mittels a-FLAG, Proteinmenge 20 µg (A). STAT5A-Detektion mittels a-STAT5A, Proteinmenge 

30 µg (B). 



5.3 Keine Transformation durch E637G oder T719M 

 STAT5AE637G und STAT5AT719M sind in Ba/F3 nicht pro-proliferativ 

Aktivierende STAT5A-Mutationen haben die Eigenschaft, die IL-3-abhängige 

murine Pro-B-Zelllinie Ba/F3 in Zytokin-unabhängige Zellen zu transformieren. 

Um das transformierende Potential von STAT5AE637G und STAT5AT719M zu unter-

suchen, wurden die stabil-transduzierten Ba/F3-Zellen (jeweils 40 ´ 103 Zellen) 

für 72 Stunden entweder mit oder ohne IL-3-Zugabe im Zellkulturmedium kulti-

viert und anschließend die Lebendzellzahl bestimmt.  

 

Nach 72 Stunden ohne IL-3-Zugabe im Medium proliferierten die STAT5AE637G- 

und STAT5AT719M-transduzierten Ba/F3-Zellen wie die Wildtyp- und Leervektor-

transduzierten Zellen auf einem niedrigen Niveau (0,1 ´ 106 Zellen/ml, Abb. 9 A). 

Unter IL-3-Zugabe war nach 72 Stunden in STAT5AT719M-transduzierten Zellen 

eine gegenüber dem Wildtyp leicht erhöhte Lebendzellzahl messbar (2,2 ´ 106 

Zellen/ml versus 1,8 ´ 106 Zellen/ml; t-Test mit p = 0,048). Wurde die Zellprolife-

ration der einzelnen Zelllinien unter IL-3-Entzug ins Verhältnis zur jeweiligen 

Proliferation unter IL-3-Zugabe gesetzt, so zeigten alle Zelllinien ein ähnlich nied-

riges, relatives Zellwachstum von 3 % (Abb. 9 B). 

 

  



Ergebnisse 37 

 

 

  

Abb. 9: STAT5AE637G und STAT5AT719M sind in BA/F3 nicht pro-proliferativ 

Ba/F3-Zellen wurden mit Leervektor pMIG, STAT5A-Wildtyp oder -Mutante (E637G, T719M) 

stabil transduziert und jeweils 40 ́  103 Zellen für 72 Stunden entweder mit oder ohne IL-3-Zugabe 

(10 ng/ml) bei 37 °C kultiviert (A). Für die jeweiligen Zelllinien wurde das Verhältnis zwischen der 

Ba/F3-Zellproliferation ohne und mit IL-3-Zugabe berechnet (B). Mittelwerte und Standardabwei-
chungen aus 3 unabhängigen Experimenten, t-Test mit p = 0,048. 



 FLT3-Stimulation erhöht die Ba/F3-Zellproliferation geringfügig 

Um eine mögliche Interaktion von STAT5AE637G oder STAT5AT719M mit der Re-

zeptor-Tyrosinkinase FLT3 mit Auswirkungen auf die Zellproliferation der IL-3-

abhängigen Ba/F3-Zelllinie zu untersuchen, wurden doppelt-transduzierte Zellen 

für 72 Stunden unter den Bedingungen IL-3-Zugabe, IL-3-Entzug und FLT3LG-

Zugabe kultiviert und anschließend die Lebendzellzahl gemessen. 

 

Dabei proliferierten die Leervektor-, STAT5A-Wildtyp- sowie -Mutanten-transdu-

zierten Ba/F3-Zellen bei zusätzlicher FLT3-Expression unter IL-3-Entzug auf ei-

nem niedrigen Niveau (0,1 ́  106 Zellen/ml, Abb. 10 A). Somit war das Wachstum 

bei alleiniger FLT3-Expression ohne stimulierenden FLT3LG ist vergleichbar zum 

Wachstum ohne FLT3-Expression (Abb. 9 A). Unter Stimulation durch FLT3LG 

erhöhte sich die Proliferation um den Faktor 3 (0,3 ´ 106 Zellen/ml). Unter beiden 

genannten Bedingungen gingen STAT5AE637G und STAT5AT719M nicht mit einer 

gegenüber dem Wildtyp erhöhten Proliferation einher. Dies galt auch für die 

Proliferation unter IL-3-Zugabe (2 ´ 106 Zellen/ml). 

 

Wurden die gemessenen Lebendzellzahlen der einzelnen Zelllinien unter 

FLT3LG-Stimulation ins Verhältnis zu den Lebendzellzahlen unter IL-3-Zugabe 

gesetzt, so ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Mutan-

ten- und Wildtyp- sowie Leervektor-transduzierten Ba/F3-Zellen (Abb. 10 B). Das 

berechnete relative Zellwachstum betrug hierbei 12 % und lag damit über dem 

Wachstum der Zellen ohne zusätzliche FLT3-Expression und Stimulation. 
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Abb. 10: FLT3-Stimulation erhöht die Ba/F3-Zellproliferation geringfügig 

Ba/F3-Zellen wurden mit Leervektor, STAT5A-Wildtyp oder -Mutante (E637G, T719M) sowie mit 

FLT3 doppelt-transduziert und jeweils 40 ´ 103 Zellen für 72 Stunden unter IL-3-Entzug, FLT3LG-

Zugabe (100 ng/ml) oder IL-3-Zugabe (10 ng/ml) bei 37 °C kultiviert (A). Für die jeweiligen Zellli-

nien wurde das Verhältnis zwischen der Ba/F3-Zellproliferation unter FLT3LG- und IL-3-Zugabe 

berechnet (B). Mittelwerte und Standardabweichungen aus 3 unabhängigen Experimenten. 



 EGFR-Stimulation erhöht die Ba/F3-Zellproliferation erheblich 

Die Rezeptor-Tyrosinkinase EGFR sollte ebenfalls auf eine mögliche Interaktion 

mit STAT5AE637G oder STAT5AT719M mit konsekutiver Transformation von Ba/F3-

Zellen untersucht werden. Hierfür wurden doppelt-transduzierte Ba/F3-Zellen für 

72 Stunden unter den Bedingungen IL-3-Zugabe, IL-3-Entzug und EGF-Zugabe 

kultiviert und anschließend die Lebendzellzahl bestimmt. 

 

Unter IL-3-Entzug proliferierten die Leervektor-, Wildtyp- und Mutanten-transdu-

zierten Ba/F3-Zellen bei gleichzeitiger EGFR-Expression auf einem niedrigen Ni-

veau (0,1 ́  106 Zellen/ml, Abb. 11 A). Die Proliferation war hierbei ähnlich niedrig 

wie in einfach-transduzierten Ba/F3-Zellen ohne zusätzliche EGFR-Expression 

(Abb. 9 A). Im Gegensatz dazu erhöhte sich die Proliferation aller Zellen unter 

Stimulation mit EGF um den Faktor 12 (1,2 ´ 106 Zellen/ml). Innerhalb beider 

Bedingungen zeigte sich kein deutlicher Effekt der STAT5A-Mutationen E637G 

und T719M auf die Ba/F3-Zellproliferation gegenüber dem Wildtyp. Unter IL-3-

Zugabe proliferierten alle transduzierten Ba/F3 am höchsten (2 ´ 106 Zellen/ml). 

  

Der Vergleich der Ba/F3-Zellproliferation der einzelnen Zelllinien unter EGF-Zu-

gabe und unter IL-3-Zugabe ergab keine wesentlichen Unterschiede zwischen 

den Mutanten- und Wildtyp- sowie Leervektor-transduzierten Ba/F3-Zellen (Abb. 
11 B). Das berechnete relative Wachstum betrug 65 % und war hiermit deutlich 

über dem Wachstum der Ba/F3-Zellen unter FLT3-Expression und FLT3LG-Sti-

mulation. 
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Abb. 11: EGFR-Stimulation erhöht die Ba/F3-Zellproliferation erheblich 

Ba/F3-Zellen wurden mit Leervektor, STAT5A-Wildtyp oder -Mutante (E637G, T719M) sowie mit 

EGFR doppelt-transduziert und jeweils 40 ´ 103 Zellen für 72 Stunden unter IL-3-Entzug, EGF-

Zugabe (100 ng/ml) oder IL-3-Zugabe (10 ng/ml) bei 37 °C kultiviert (A). Für die jeweiligen Zellli-

nien wurde das Verhältnis zwischen der Ba/F3-Zellproliferation unter EGF- und IL-3-Zugabe be-

rechnet (B). Mittelwerte und Standardabweichungen aus 3 unabhängigen Experimenten. 



5.4 Keine konstitutive Aktivierung durch E637G und T719M 

 STAT5AE637G und STAT5AT719M sind nicht autophosphoryliert 

Die Y694-Phosphorylierung ist ein Merkmal konstitutiv-aktiver STAT5A-Mutatio-

nen wie beispielsweise der GOF-Mutation N642H. Als Konsequenz ist der Tran-

skriptionsfaktor verlängert transkriptionell aktiv und fördert somit die Proliferation 

und schützt vor Apoptose. Die LOF-Mutante STAT5AY694F kann nicht Y694-phos-

phoryliert werden und dient daher in den Phosphorylierungsstudien als Negativ-

kontrolle.  

 

Nach stabiler Transduktion der Ba/F3-Zellen mit STAT5AE637G oder STAT5AT719M 

sowie STAT5AN642H als Positiv- oder STAT5AY694F als Negativkontrolle, wurden 

die Zellen lysiert und mittels FLAG-Antikörper immunpräzipitiert. In der Western-

Blot-Analyse stellte sich bei STAT5AWT sowie STAT5AE637G und STAT5AT719M ein 

a-pSTAT5-Signal dar, während dieses bei STAT5AY694F ausblieb. Aufgrund der 

unterschiedlichen Mengen an detektierten STAT5A mittels STAT5A-Antikörper, 

wurden zur vergleichbaren Beurteilung die Signalintensitäten für die jeweiligen 

Lysate graphisch quantifiziert und ins Verhältnis zueinander gesetzt. Hierbei war 

STAT5AN642H in Relation zur nachgewiesenen STAT5A-Menge stärker phospho-

ryliert als der Wildtyp und die anderen Mutanten (23 % versus 7 %). Unter den 

gleichen Bedingungen war weder STAT5AE637G noch STAT5AT719M autophospho-

ryliert. 

 

Mit Hilfe des stärkeren Expressionsvektors pcDNA6 und der humanen Nie-

renepithel-Zelllinie Phoenix-Eco wurde das Experiment wiederholt und die Ergeb-

nisse validiert. Nach transienter Transfektion und anschließender FLAG-Immun-

präzipitation (IP) wurde in der Western-Blot-Analyse die Y694-Phosphorylierung 

der Mutanten untersucht. Erneut zeigte sich lediglich STAT5AN642H als am stärks-

ten phosphoryliert bei geringster nachgewiesener STAT5A-Menge (Abb. 12). 

STAT5AE637G und STAT5AT719M sowie STAT5AWT waren wiederum nicht auto-

phosphoryliert. 
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Abb. 12: STAT5AE637G und STAT5AT719M sind in Phoenix-Eco nicht autophosphoryliert 

Western-Blot-Analyse (A) von Phoenix-Eco-FLAG-IP-Lysaten nach Transfektion mit Leervektor 

pcDNA6, STAT5A-Wildtyp oder -Mutante (E637G, N642H, Y694F, T719M). pSTAT5A-Detektion 

mittels a-pSTAT5 und Ladekontrolle mittels a-STAT5A bei 5 µl IP-Volumen. Graphische Quanti-

fizierung (B) mit Hilfe des Programms ImageJ der pSTAT5- und STAT5A-Signalintensität im Wes-

tern-Blot. 



 FLT3-Expression erhöht STAT5A-Phosphorylierung geringfügig 

Um eine mögliche Interaktion von STAT5AE637G oder STAT5AT719M mit der Re-

zeptor-Tyrosinkinase FLT3 mit Folgen für den Y694-Phosphorylierungsstatus zu 

untersuchen, wurden mit FLT3 doppelt-transduzierte Ba/F3-Zellen entweder mit 

oder ohne FLT3LG-Zugabe kultiviert, lysiert und anschließend einer FLAG-IP un-

terzogen. 

 

Alle transduzierten Zellen mit Ausnahme von STAT5AY694F wiesen in der Wes-

tern-Blot-Analyse (Abb. 13 A) bei zusätzlicher FLT3-Expression eine Y694-

Phosphorylierung auf. Dabei unterschieden sich STAT5AE637G oder STAT5AT719M 

bezüglich der Signalintensität nicht wesentlich von STAT5AWT. Unter Stimulation 

mit FLT3LG kam es nicht zu einer erhöhten Y694-Phosphorylierung der transdu-

zierten Ba/F3-Zellen. Nach graphischer Quantifizierung zeigte sich erneut die all-

gemein erhöhte Y694-Phosphorylierung der N642H-Mutante (Abb. 13 B). 
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Abb. 13: FLT3-Expression erhöht STAT5A-Phosphorylierung in Ba/F3 geringfügig 

Western-Blot-Analyse (A) von Ba/F3-FLAG-IP-Lysaten nach Doppel-Transduktion mit Leervektor 

pMIG, STAT5A-Wildtyp oder -Mutante (E637G, N642H, Y694F, T719M) sowie mit FLT3. Stimu-

lation mit FLT3LG (50 ng/ml) für 10 Minuten. pSTAT5A-Detektion mittels a-pSTAT5 und Lade-

kontrolle mittels a-STAT5A bei 10 µl IP-Volumen. Graphische Quantifizierung (B) mit Hilfe des 

Programms ImageJ der pSTAT5- und STAT5A-Signalintensität im Western-Blot. 



Die Wiederholung des Experiments in Phoenix-Eco-Zellen unter Zuhilfenahme 

des Expressionsvektors pcDNA6 konnte die vorherigen Ergebnisse validieren 

(Abb. 14). Auch hier blieb der Y694-Phosphorylierungsstatus der STAT5A-Mu-

tanten gegenüber dem Wildtyp von zusätzlicher FLT3-Expression unbeeinflusst 

und die Stimulation mit FLT3LG führte in allen Zellen zu keinem wesentlichen 

Anstieg der Tyrosin-Phosphorylierung. 

 

  

Abb. 14: FLT3-Expression erhöht STAT5A-Phosphorylierung in Phoenix-Eco geringfügig 

Western-Blot-Analyse (A) mit Phoenix-Eco-FLAG-IP-Lysaten nach Doppel-Transfektion mit 
Leervektor pcDNA6, STAT5A-Wildtyp oder -Mutante (E637G, N642H, Y694F, T719M) sowie mit 

FLT3. Stimulation mit FLT3LG (50 ng/ml) für 10 Minuten. pSTAT5A-Detektion mittels a-pSTAT5 

und Ladekontrolle mittels a-STAT5A bei 5 µl IP-Volumen. Graphische Quantifizierung (B) mit 

Hilfe des Programms ImageJ der pSTAT5- und STAT5A-Signalintensität im Western-Blot. 
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 EGFR-Stimulation erhöht die STAT5A-Phosphorylierung erheblich 

Die Rezeptor-Tyrosinkinase EGFR sollte ebenfalls auf eine mögliche Interaktion 

mit STAT5AE637G oder STAT5AT719M mit konsekutiver Y694-Phosphorylierung in 

Ba/F3-Zellen untersucht werden. Hierfür wurden mit EGFR doppelt-transduzierte 

Ba/F3-Zellen entweder mit oder ohne EGF-Zugabe kultiviert, lysiert und anschlie-

ßend einer FLAG-IP unterzogen. 

 

Bei zusätzlicher EGFR-Expression ohne EGF-Stimulation zeigte allein 

STAT5AN642H ein Phosphorylierungs-Signal in der Western-Blot-Analyse (Abb. 
15 A). Unter Stimulation mit EGF war Y694-phosphoryliertes STAT5A bei den 

Wildtyp- sowie allen Mutanten-transduzierten Zellen detektierbar. Die Ko-Expres-

sion des EGFR erhöhte die Y694-Phosphorylierung von STAT5AE637G oder 

STAT5AT719M gegenüber STAT5AWT nicht. Die graphische Quantifizierung der 

Signalintensitäten bestätigte STAT5AN642H mit der höchsten Y694-Phosphorylie-

rung (Abb. 15 B). 

 

Das Experiment wurde in Phoenix-Eco-Zellen mit Hilfe des Expressionsvektors 

pcDNA6 wiederholt, um die vorherigen Ergebnisse zu validieren (Abb. 16). Auch 

hier blieb der Y694-Phosphorylierungsstatus von STAT5AE637G oder 

STAT5AT719M gegenüber STAT5AWT von zusätzlicher EGFR-Expression unbe-

einflusst. Lediglich STAT5AN642H zeigte bereits allein unter EGFR-Expression 

ohne zusätzliche EGF-Stimulation eine erhöhte Phosphorylierung. Die Stimula-

tion mit EGF führte, wie bereits in Ba/F3-Zellen veranschaulicht, zu einem deut-

lichen Anstieg der Y694-Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors in allen 

transduzierten Zellen. 

 

  



 

 
  

Abb. 15: EGFR-Stimulation erhöht STAT5A-Phosphorylierung in Ba/F3 erheblich 

Western-Blot-Analyse (A) von Ba/F3-FLAG-IP-Lysaten nach Doppel-Transduktion mit Leervektor 

pMIG, STAT5A-Wildtyp oder -Mutante (E637G, N642H, Y694F, T719M) sowie mit EGFR. Stimu-

lation mit EGF (100 ng/ml) für 10 Minuten. pSTAT5A-Detektion mittels a-pSTAT5 und Ladekon-

trolle mittels a-STAT5A bei 10 µl IP-Volumen. Anschließend graphische Quantifizierung (B) mit 

Hilfe des Programms ImageJ der pSTAT5- und STAT5A-Signalintensität im Western-Blot. 
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Abb. 16: EGFR-Stimulation erhöht STAT5A-Phosphorylierung in Phoenix-Eco erheblich 

Western-Blot-Analyse (A) von Phoenix-Eco-FLAG-IP-Lysaten nach Doppel-Transfektion mit 

Leervektor pcDNA6, STAT5A-Wildtyp oder -Mutante (E637G, N642H, Y694F, T719M) sowie mit 

EGFR. Stimulation mit EGF (100 ng/ml) für 10 Minuten. pSTAT5A-Detektion mittels a-pSTAT5 

und Ladekontrolle mittels a-STAT5A bei 5 µl IP-Volumen. Anschließend graphische Quantifizie-

rung (B) mit Hilfe des Programms ImageJ der pSTAT5- und STAT5A-Signalintensität im Western-

Blot. 



 N642H und EGFR aktivieren STAT5A potenziell synergistisch 

In den Vorversuchen konnte gezeigt werden, dass STAT5AN642H als eigenstän-

dige, aktivierende Mutante (Abb. 12) und die Rezeptor-Tyrosinkinase EGFR 

(Abb. 15 und Abb. 16) den Y694-Phosphorylierungsstatus des Transkriptions-

faktors erhöhen. Nun sollte untersucht werden, ob diese Effekte eher additiver 

Art sind oder ob sie möglicherweise synergistisch wirken. 

 

Hierfür wurde die HEK 293T-Zelllinie Phoenix-Eco mit STAT5AWT oder 

STAT5AN642H transfiziert und jeweils zusätzlich mit EGFR doppelt-transduziert. 

Anschließend wurden diese Zellen entweder mit oder ohne EGF-Zugabe inku-

biert, lysiert, FLAG-immunpräzipitiert und die Y694-Phosphorylierung in der Wes-

tern-Blot-Analyse dargestellt (Abb. 17 A). Dabei wies STAT5AN642H bereits ohne 

zusätzliche Rezeptor-Expression eine im Vergleich zum Wildtyp erhöhte Phos-

phorylierung auf (4 % versus 1 %, Abb. 17 B). Bei zusätzlicher EGFR-Expression 

verstärkte sich die Phosphorylierung des N642H-mutierten Transkriptionsfaktors 

erheblich, während die Phosphorylierung des Wildtyps nur minimal anstieg (34 % 

versus 2 %). Wurden diese Zellen zusätzlich mit EGF stimuliert, kehrte sich das 

Verhältnis des Phosphorylierungsstatus um und der Wildtyp wurde stärker akti-

viert als STAT5AN642H (63 % versus 41 %). 
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Abb. 17: N642H und EGFR aktivieren STAT5A potenziell synergistisch 

Western-Blot-Analyse (A) mit Phoenix-Eco-FLAG-IP-Lysaten nach Doppel-Transfektion mit 

STAT5A-Wildtyp oder -N642H sowie mit EGFR. Stimulation mit EGF (100 ng/ml) für 10 Minuten. 

pSTAT5A-Detektion mittels a-pSTAT5 und Ladekontrolle mittels a-FLAG bei 10 µl IP-Volumen. 

Anschließend graphische Quantifizierung (B) mit Hilfe des Programms ImageJ der pSTAT5- und 

STAT5A-Signalintensität im Western-Blot. 



5.5 Keine Akkumulation von E637G und T719M im Nukleus 

Die Lokalisation des phosphorylierten STAT5 lässt Rückschlüsse auf dessen Ak-

tivität zu. Aktivierende STAT5A-Mutationen führen zum einen zu erhöhten Level 

an Y694-phosphorylierten STAT5A und zum anderen zu einer nukleären Akku-

mulation des phosphorylierten Proteins aufgrund der verlängerten transkriptio-

nellen Aktivität. Mittels immunzytochemischer Färbung wurde die Lokalisation 

des pSTAT5 in U-2 OS-Zellen untersucht. Die Zellen wurden mit dem STAT5A-

Wildtyp oder den Mutanten N642H, Y694F, E637G und T719M transient trans-

fiziert, fixiert und mit einem pSTAT5-Antikörper inkubiert. Anschließend wurden 

konfokal-mikroskopische Aufnahmen des häufigsten Phänotyps angefertigt und 

die zelluläre Verteilung des pSTAT5-Signals im Programm ImageJ analysiert. 

 

Im Vergleich zu STAT5AWT hatten weder STAT5AE637G noch STAT5AT719M Ein-

fluss auf die zelluläre pSTAT5-Verteilung in U-2 OS-Zellen (Abb. 18 A). Die Sig-

nalverteilung des Wildtyps und der Mutanten glich sich in hohem Maße. In Kon-

trast dazu reicherte STAT5AN642H hingegen deutlich Y694-phosphoryliertes 

STAT5 im Nukleus an. STAT5AY694F als Negativkontrolle stellte sich ohne 

pSTAT5-Signal dar. Die graphische Auswertung (Abb. 18 B) der pSTAT5-Sig-

nalverteilung konnte die deutliche nukleäre Anreicherung (67 %) des pSTAT5-

Signals in STAT5AN642H-transfizierten Zellen bestätigen. Im Vergleich dazu war 

das Signal bei STAT5AE637G und STAT5AT719M hauptsächlich im Zytoplasma de-

tektierbar (90 %) und damit vergleichbar mit dem Wildtyp. 
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Abb. 18: Keine nukleäre pSTAT5-Anreicherung durch STAT5AE637G und STAT5AT719M 

Konfokal-mikroskopische Aufnahmen von U-2 OS-Zellen, die mit STAT5A-Wildtyp oder -Mutante 

(N642H, Y694F, E637G, T719M) transfiziert wurden (A). pSTAT5-Detektion mittels a-pSTAT5 in 

Rot, DNA-Färbung mittels DAPI in Blau, Transfektionskontrolle mittels GFP in Grün. Y694F-Mu-

tante in 20´ Vergrößerung. Zelluläre pSTAT5-Signalverteilung in U-2 OS-Zellen, die mit dem 

STAT5A-Wildtyp oder -Mutante (N642H, E637G, T719M) transfiziert wurden (B). Analyse mit 

Hilfe des Programms ImageJ von konfokal-mikroskopischen Aufnahmen. Mittelwerte und Stan-

dardabweichungen aus mindestens 3 Replikaten. 



6. Diskussion  

6.1 Ergebnisübersicht 

In dieser Arbeit konnte mittels in-vitro-Experimenten veranschaulicht werden, 

dass die in AML-Patienten gefundenen STAT5A-Mutationen E637G und T719M 

in den verwendeten Modellsystemen kein transformierendes Potenzial besitzen. 

Mit Hilfe molekularbiologischer Methoden wurde in ersten Schritten die STAT5A-

cDNA in Expressionsvektoren kloniert und mit den Mutationen sowie mit der 

Gain-of-function-Mutation N642H und Loss-of-function-Mutation Y694F verse-

hen. Durch retrovirale Infektion und wiederholte Zellsortierung wurden als nächs-

tes stabile Ba/F3-Zelllinien generiert, die mit dem STAT5A-Wildtyp oder -Mutan-

ten einzel- oder zusätzlich mit den Rezeptoren FLT3 oder EGFR doppelt-trans-

duziert waren. Nachdem die regelrechte Expression der im Vorfeld sequenzierten 

DNA-Konstrukten in allen Zelllinien mittels Western-Blot überprüft wurde, ist das 

Proliferationsverhalten der Mutanten untersucht worden.  

 

Dabei waren die STAT5A-Mutanten nach 72 Stunden nicht imstande die IL-3-

abhängigen Ba/F3-Zellen Zytokin-unabhängig zu transformieren und proliferier-

ten unter IL-3-Entzug auf einem zum Wildtyp vergleichbaren niedrigem Niveau. 

Auch die, für konstitutiv-aktive STAT5-Mutanten typische, Autophosphorylierung 

des Tyrosins Y694 blieb in denselben Zellen aus. Dieses Resultat ließ sich in der 

HEK 293T-Zelllinie Phoenix-Eco reproduzieren. Bei Ko-Expression der Rezepto-

ren FLT3 oder EGFR waren die Zellen durch die jeweiligen Liganden stimulier-

bar, jedoch blieb eine Interaktion der Mutanten mit den Rezeptoren in Hinblick 

des Proliferationsverhaltens und Phosphorylierungsstatus aus. Lediglich die Ko-

Expression der GOF-Mutante STAT5AN642H mit EGFR entfaltete eine möglicher-

weise synergistische Wirkung auf die Y694-Phosphorylierung von STAT5A. Um 

die zelluläre Verteilung des Y694-phosphorylierten STAT5 zu analysieren, wur-

den U-2 OS-Zellen transfiziert, immunzytochemisch gefärbt und konfokal-mikro-

skopisch untersucht. In diesen Zellen akkumulierte Y694-phosphoryliertes 

STAT5 lediglich nach Transfektion mit STAT5AN642H im Nukleus. Zusammenfas-

send konnte im Rahmen der funktionellen Charakterisierung der STAT5A-Muta-

tionen E637G und T719M kein onkogener Phänotyp beobachtet werden.  
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6.2 Proliferationsverhalten der STAT5A-Mutanten 

Die mittels retroviraler Infektion und anschließender Zellsortierung generierten 

stabilen Ba/F3-Zelllinien wurden zunächst auf die regelrechte STAT5- und Re-

zeptor-Expression überprüft. Hierbei fiel eine schwache Detektion durch den 

FLAG-Antikörper bei der Y694F-Mutante in Ganzzell-Lysaten der sowohl einzel- 

als auch doppelt-transduzierten Ba/F3-Zellen auf. Um einen möglichen domi-

nant-negativen Effekt auf die STAT5-Expression durch die LOF-Mutante auszu-

schließen, wurde das Protein mittels eines STAT5A-Antikörpers direkt nachge-

wiesen. Dabei zeigte sich ein STAT5A-Signal, das mit dem der Wildtyp-transdu-

zierten Ba/F3-Zellen vergleichbar war (Abb. 7 und Abb. 8). In der Erstbeschrei-

bung des STAT5A-Tyrosins Y694 durch Gouilleux et al. konnte über einen Häm-

agglutinin-Tag (HA-Tag) ebenfalls eine regelrechte STAT5-Expression nach 

Transfektion von COS-Zellen mit der STAT5AY694F-cDNA nachgewiesen werden 

24. Zudem konnte durch den direkten STAT5A-Nachweis in Ba/F3-Zellen auch 

das geringfügig kleinere, endogene Protein nachgewiesen werden, wie auch 

schon durch Spiekermann et al. über eine STAT5-Immunpräzipitation nicht-trans-

fizierter Ba/F3-Zellen gezeigt wurde 87. 

 

Das Wachstum und Überleben der murinen Pro-B-Zelllinie Ba/F3 ist von Interleu-

kin-3 abhängig 146. Dieser Umstand wird seit 1988 für die Erforschung des onko-

genen Potentials neuer, leukämischer Mutationen genutzt 147. Die bekannten, 

konstitutiv-aktiven STAT5A-Mutanten STAT5AN642H 137 und STAT5A1*6 148, letz-

tere die wesentliche S711F-Substitution tragend, sind in der Lage, Ba/F3-Zellen 

IL-3-unabhängig zu transformieren. In den durchgeführten Proliferationsassays 

waren die STAT5A-Mutanten STAT5AE637G und STAT5AT719M nicht imstande den 

stabilen Ba/F3-Zelllinien ein Zellwachstum unter IL-3-Entzug zu ermöglichen. Die 

Lebendzellzahl beider Mutanten war nach 72 Stunden Inkubation in IL-3-freien 

Medium vergleichbar mit der Lebendzellzahl der Wildtyp- und Leervektor-trans-

duzierten Ba/F3-Zellen. Die Abhängigkeit der Zellen von Interleukin-3 wird durch 

das insgesamt niedrige Proliferationsniveau ohne Zytokin verdeutlicht (Abb. 9). 

Im Gegensatz dazu wuchsen die Zellen unter IL-3-Zugabe erwartungsgemäß auf 

hohem Niveau. Unter dieser Bedingung proliferierte die T719M-Mutante gering-

fügig höher als der Wildtyp. Dies unterstreicht erneut die IL-3-Abhängigkeit der 



Zellen trotz eines möglicherweise dahinterstehenden schwach-transformativen 

Charakters der T719M-Mutation. Nosaka et al. beobachteten bereits in den ers-

ten 24 Stunden divergierende Wachstumskurven zwischen der Mutante 

STAT5A1*6 und dem Wildtyp 148.  

 

In den Experimenten von Ariyoshi et al. glichen sich die Wachstumskurven der 

mit STAT5AN642H und STAT5AY694F-transfizierten Ba/F3-Zellen bis zum 72-Stun-

den-Zeitpunkt und trennten sich erst danach, mit einer zunächst stagnierenden 

und dann nach sechs Tagen steigenden Proliferationskurve für die GOF-Mutante 

STAT5AN642H 137. Daher sollte zur weiterführenden Beantwortung der Fragestel-

lung die Verlängerung der Versuchsdauer auf beispielsweise sieben Tage in Er-

wägung gezogen werden unter Hinzunahme von STAT5AY694F als Negativ- sowie 

der STAT5AN642H als Positivkontrolle. Es ist denkbar, dass sich eine pro-prolife-

rative Aktivität von STAT5AE637G oder STAT5AT719M ebenfalls erst nach 72 Stun-

den zeigt. Ergänzend zur Lebendzellzahlbestimmung ist auch die Messung der 

Apoptoserate mittels Annexin V -Färbung und anschließender FACS-Analyse 

denkbar, um Effekte der Mutanten auf die Apoptoseregulation zu untersuchen 

149. 

 

Als Bestandteil FLT3- und EGFR-vermittelter Signalwege wurde eine potenzielle 

Interaktion zwischen den Rezeptoren und den STAT5-Mutanten mit Auswirkun-

gen auf die Zellproliferation von Ba/F3-Zellen untersucht. Dabei reagierten die 

Mutanten auf die Ko-Expression eines Rezeptors verglichen zum Wildtyp nicht 

mit erhöhter Proliferation (Abb. 10 und Abb. 11). Daher ist eine Mutanten-Re-

zeptor-Interaktion mit konsekutiver Erhöhung Ba/F3-Zellproliferation unwahr-

scheinlich. Die Kultivierung in Medium mit den jeweiligen Liganden FLT3LG oder 

EGF führten nach 72 Stunden zu unterschiedlich hohen Lebendzellzahlen. Dies 

verdeutlicht die unterschiedlichen Rollen der Rezeptoren in der Zellproliferation. 

In Kohärenz zu den vorliegenden Resultanten zeigten in den Vorarbeiten von 

Spiekermann et al. FLT3-transduzierte Ba/F3-Zellen im Vergleich zu Leervektor-

transduzierten Zellen eine geringe Proliferationserhöhung 86, während die 

Gruppe um Jiang et al. in den ersten 72 Stunden des IL-3-Entzugs eine zwischen 
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EGFR-stimulierten und IL-3-stimulierten Zellen ähnliche hohe Proliferation fest-

stellte 150.  

 

Zusammenfassend blieb eine zelluläre Transformation in den durchgeführten 

Proliferationsassays durch die STAT5A-Mutationen E637G und T719M aus. 

 

6.3 Keine Autophosphorylierung durch STAT5A-Mutanten 

Gouilleux et al. konnten früh nach der Erstbeschreibung des Transkriptionsfak-

tors die Notwendigkeit der Y694-Phosphorylierung für dessen transkriptionelle 

Aktivität belegen 24. Wenig später erwies sich die erhöhte Phosphorylierung des 

Tyrosins Y694 selbst in nicht-stimulierten Zellen als ein weiteres, klassisches 

Kennzeichen konstitutiv-aktiver STAT5A-Mutanten wie beispielsweise 

STAT5AN642H 137. Entsprechend wurden STAT5AE637G und STAT5AT719M auf eine 

mögliche Autophosphorylierung des Proteins untersucht. Aufgrund des zuvor 

nachgewiesenen, endogenen STAT5-Hintergrunds wurde das transduzierte Pro-

tein mittels FLAG-Immunpräzipitation aus Ba/F3-Ganzzell-Lysaten isoliert und 

auf gereinigt. Anschließend wurden die hergestellten IP-Lysate mit einem 

STAT5-Antikörper, der spezifisch für das phosphorylierte Tyrosin Y694 ist, inku-

biert. Aufgrund der unterschiedlich großen Mengen an nachgewiesenem IP-Lysat 

auf den Nitrozellulose-Membranen war eine graphische Quantifizierung der 

Phospho-Signalintensität in Relation zur FLAG-Signalintensität notwendig. Über-

einstimmend mit den Ergebnissen von Gouilleux sowie Ariyoshi et al. stellten sich 

die Loss-of-function-Mutante Y694F und die Gain-of-function-Mutante N642H als 

regelrechte Negativ- und Positivkontrollen dar. Im Gegensatz dazu und in Ähn-

lichkeit zum Wildtyp wiesen nicht-stimulierte, STAT5AE637G- oder STAT5AT719M-

transduzierte Ba/F3-Zellen keine erhöhte Y694-Phosphorylierung auf und der, 

bei der N642H-Mutante beobachtete, konstitutiv-aktiver Phänotyp blieb aus. 

 

Die Klonierungsstrategie unter Verwendung des Expressionsvektors pcDNA6 

und das Heranziehen der Phoenix-Eco-Zelllinie zur Herstellung von Virus contai-

ning medium erlaubte die Validierung der vorangegangenen Ergebnisse in einem 



alternativen Zellmodell mit Hilfe eines alternativen Plasmids. In Einklang mit den 

Resultanten in den generierten Ba/F3-Zelllinien wies auch hier lediglich die GOF-

Mutante STAT5AN642H eine Autophosphorylierung des Tyrosins Y694 auf (Abb. 
12). Vermutlich aufgrund des stärkeren Expressionsvektors pcDNA6 war nach 

diesem Versuch bereits ohne graphische Quantifizierung eine Interpretation des 

Phosphorylierungs-Signals möglich. Eine weiteres, alternatives Zellmodell zur 

Validierung der Resultate könnte die lentivirale Transduktion humaner AML-Zell-

linien darstellen. Da die Y694-Phosphorylierung notwendig für die Konformati-

onsänderung und Transaktivierung durch STAT5A ist, wäre auch denkbar, die 

transkriptionelle Aktivität in einem nächsten Schritt mit Hilfe eines Luciferase-As-

says zu erfassen. Nachdem Andersson et al. via Exom-Sequenzierung von CD4+ 

T-Zell LGL-Erkrankten die zwei neuen, somatischen STAT5B-Mutationen Q706L 

und S715F in der Transaktivierungs-Domäne detektierten, konnten sie diesen 

Assay dazu nutzen, letztere als die aktivierende Mutation zu identifizierten, um 

als Nächstes mittels Western-Blot die potenzielle Autophosphorylierung erfolg-

reich nachzuweisen 151. 

 

Um auch in diesem Kontext eine mögliche Interaktion der Mutanten mit den Re-

zeptoren FLT3 oder EGFR mit Auswirkungen auf den Phosphorylierungsstatus 

zu untersuchen, wurden die doppelt-transduzierten Ba/F3-Zellen lysiert, immun-

präzipitiert und mit demselben pY694-Antikörper inkubiert. Dabei konnten die Re-

zeptoren keine vermehrte Phosphorylierung der Mutanten gegenüber dem Wild-

typ in nicht-stimulierten Zellen induzieren (Abb. 13; Abb. 15). Auch diese Ergeb-

nisse ließen sich in Phoenix-Eco-Zellen reproduzieren (Abb. 14; Abb. 16). Die 

Stimulation FLT3-exprimierender Zellen mit FLT3LG hatte einen geringfügigen 

Effekt auf STAT5, wie auch schon Spiekermann et al. für Ba/F3-Zellen 86 und 

Choudhary et al. für 32D-Zellen 89 zeigen konnten. Im Kontrast dazu steht die in 

dieser Arbeit nachgewiesene, weitaus deutlichere Stimulation durch EGF in 

EGFR-exprimierenden Zellen. Olayioye et al. beleuchteten in ihren Arbeiten die 

von STAT5 affektierten Signalwege und konnten schon früh eine deutliche Sti-

mulation durch EGF in der humanen A431-Zelllinie nachweisen 152. 
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Im Gegensatz zu den Mutanten STAT5AE637G und STAT5AT719M entfaltete die Ko-

Expression der N642H-Mutante mit EGFR in beiden Zelllinien eine möglicher-

weise synergistische Wirkung auf die Y694-Phosphorylierung von STAT5A (Abb. 
17). Die einzelnen Effekte auf den Phosphorylierungsstatus gingen dabei über 

ein rein additives Maß hinaus, sodass eine synergistische Interaktion wahr-

scheinlich ist. In einer wichtigen Arbeit zur Aufschlüsselung des onkogenen Po-

tentials von STAT5BN642H haben De Araujo et al. die Kristallstruktur des STAT5B-

Wildtyps sowie der N642H-Mutante identifiziert und den aggressiven Charakter 

der Mutation im transgenen Mausmodell, im Sinne einer raschen T-Zell-Infiltra-

tion der Haut, Lymphknoten, Leber und Milz, bestätigt 123. Die mutierte SH2-Do-

mäne kann demnach in einer Konformation vorliegen, in welcher sich die Peptid-

bindende Tasche besonders weit öffnet und dadurch eine starke Bindung zwi-

schen Monomeren ermöglicht. Die andere Konformation der Domäne schütze die 

Mutante vor Dephosphorylierung durch Phosphatasen. Als Konsequenz ergäbe 

sich eine prolongierte Genregulation durch das Protein sowie eine insgesamt ver-

längerte Aktivitätsdauer. Die Aktivierung von STAT5 infolge der EGF-Stimulation 

kann direkt Rezeptor-vermittelt oder indirekt über Nicht-Rezeptor-Tyrosinkinasen 

wie Src erfolgen 62. Insbesondere vor dem Hintergrund einer FLT3ITD haben ver-

schiedene Forschungsgruppen eine aktivierende Interaktion zwischen Src und 

STAT5 belegen können 89,91,92. Zum einen könnte somit die alleinige Überexpres-

sion des Rezeptors mit konsekutiver direkter Aktivierung und zum anderen die 

nun vermehrte Interaktion mit Src die indirekte Aktivierung von STAT5 zur Folge 

haben. Das Zusammenspiel der strukturellen Gegebenheiten der N642H-Mu-

tante gemeinsam mit dem aktivierenden Milieu durch EGFR könnte die starke 

Stimulation des Transkriptionsfaktors und erklären (Abb. 19). 

 



 

Zusammenfassend konnte keine STAT5-Autophosphorylierung durch die Mutan-

ten STAT5AE637G und STAT5AT719M, jedoch eine gemeinsame Stimulation durch 

STAT5AN642H und EGFR in Ba/F3- und Phoenix-Eco-Zellen beobachtet werden. 

 

6.4 STAT5A-Mutanten akkumulieren nicht im Nukleus 

Transkriptionell aktive STAT5A-Dimere werden im Rahmen aktivierender Signal-

kaskaden an Y694 phosphoryliert und akkumulieren physiologisch aufgrund ihrer 

stabilen DNA-Bindung vorübergehend im Zellnukleus 44. Die funktionelle Charak-

terisierung der Gain-of-function-Mutante STAT5AN642H in 3T3-Zellen durch 

Abb. 19: Synergistische Aktivierung von STAT5A durch EGFR und N642H 

Schematische Darstellung des erhöhten Phosphorylierungs-Status von STAT5A durch den Re-
zeptor EGFR, Src und die GOF-Mutation N642H und die daraus resultierende verlängerte Aktivi-

tätsdauer. PTP = Protein-Tyrosin-Phosphatase. 
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Ariyoshi et al. ergab einen ähnlichen Phänotyp auch in nicht-stimulierten Zellen 

137. Diese Beobachtung ist wahrscheinlich auf die strukturellen Unterschiede zum 

Wildtyp, die eine aktive, DNA-bindende Konformation fördern, zurückzuführen 

123. Da vor diesem Hintergrund Rückschlüsse von der Lokalisierung des Y694-

phosphorylierten Transkriptionsfaktors auf dessen transkriptionelle Aktivität ge-

zogen werden können, wurden transfizierte U-2 OS-Zellen immunzytochemisch 

gefärbt und die Verteilung des pSTAT5-Signals im nukleären und zytoplasmati-

schen Kompartiment analysiert. Endogener STAT5-Hintergrund ließ sich vermei-

den, indem die Aufnahmeeinstellungen auf Leervektor-transfizierte Zellen nor-

miert wurden. Während nicht-stimulierte, Wildtyp-transfizierte Zellen ein überwie-

gend zytoplasmatisch lokalisiertes pSTAT5-Signal aufwiesen, war sowohl in den 

STAT5AY694F- als auch in den Leervektor-transfizierten Zellen kein Signal nach-

weisbar. Erwartungsgemäß zeigte die GOF-Mutante STAT5AN642H ein gegen-

über dem Wildtyp erhöhtes pSTAT5-Kernsignal, wohingegen weder 

STAT5AE637G noch STAT5AT719M vermehrt Y694-phosphoryliert im Nukleus nach-

gewiesen werden konnte (Abb. 18). Nichtsdestotrotz sind solche Daten mit Vor-

sicht zu interpretieren, da immunzytochemische Färbungen von fixierten Zellen 

in einem transienten System lediglich eine Momentaufnahme widerspiegeln und 

eine hohe Anzahl an Replikaten zur Validierung des Ergebnisses notwendig ist. 

 

Zeng et al. konnten in Ba/F3-Zellen zeigen, dass auch nicht-phosphoryliertes 

STAT5B als Monomer einem konstanten Shuttling zwischen Zytoplasma und 

Nukleus unterliegt und identifizierten hierbei die Coiled-Coil-Domäne für den nuk-

leären Import und CRM1 für den Export als essenziell  153. Ersteres konnten Iyer 

et al. für STAT5A bestätigen und zeigen, dass die Tyrosin-Phosphorylierung zwar 

wichtig für die nukleäre Akkumulation, aber nicht notwendig für die Translokation 

ist 44. Diese beruht auf einer Interaktion zwischen der Coiled-Coil-Domäne und 

dem Importin-a3/b1-Komplex 45. Insofern erwies sich ein ursprünglicher Ver-

suchsansatz unter Verwendung eines FLAG-Antikörpers als nicht zielführend, da 

aufgrund des beschriebenen Umstandes auch Y694F-mutiertes STAT5A im Nuk-

leus detektiert werden konnte. Um Rückschlüsse auf die transkriptionelle Aktivität 

der untersuchten Mutanten bei regelrechter Negativkontrolle ziehen zu können, 

ist nunmehr die Untersuchung des phosphorylierten Proteins zur Beantwortung 

der zu Grunde liegende Fragestellung geeignet. 



6.5 Fazit und Ausblick 

Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass die STAT5A-Mutationen E637G 

und T719M in den hier angewandten Zellmodellen und Methoden keinen onko-

genen Phänotyp verursachten. Die GOF-Mutation N642H und LOF-Mutation 

Y694F erwiesen sich als adäquate Kontrollen für Phosphorylierungsstudien, de-

ren Ergebnisse in einem alternativen Zellmodell reproduzierbar waren. Neben 

den jüngsten Untersuchungen zur GOF-Mutation N642H konnten Schwaller et al. 

mittels murinen Transplantationsmodells einen myeloproliferativen Phänotyp 

durch die konstitutiv-aktive Mutante STAT5A1*6 provozieren 154 und Moriggl et al. 

der STAT5A-Mutation S711F (cS5F) ein leukämisches Potential zuschreiben 155. 

 

Die beiden identifizierten STAT5A-Mutationen E637G und T719M wiesen zur Di-

agnose und Rezidiv eine hohe VAF auf und konnten in der Remission nicht de-

tektiert werden. Dies spricht dafür, dass STAT5AE637G und STAT5AT719M Leukä-

mie-spezifische, somatische Mutationen sind und es sich um Events in der Evo-

lution der leukämischen Stammzelle handelt, diese jedoch vermutlich nicht zum 

Ausbruch der AML beigetragen haben und Passenger-Mutationen darstellen  

könnten 156. Beide Mutationen waren während der Abschlussphase dieser Dis-

sertation weder im Catalogue of Somatic Mutations in Cancer (COSMIC), noch 

in der Datenbank dbSNP des National Center for Biotechnology Information 

(NCBI) gelistet. In der Literatur zu malignen Neoplasien durch STAT5 werden 

selten Unterschiede zwischen den Homologen STAT5A und STAT5B beleuchtet. 

Im Zusammenhang mit dem Onkogen BCR-Abl nimmt STAT5B die Hauptrolle 

ein, während STAT5A eher eine untergeordnete Rolle zugeschrieben wird 115,157. 

Für das Onkogen NPM1-ALK wird das Homolog STAT5A sogar als Tumorsupp-

ressor beschrieben, der dessen Expression reziprok inhibiert 158. 

 

Innerhalb hyperaktiver Signalkaskaden 116,159,160 oder als konstitutiv-aktives On-

koprotein 123,125,127,128 ist STAT5 eine attraktive, wenn auch pharmakologisch her-

ausfordernde Zielstruktur. Die strukturelle Ähnlichkeit zwischen den Homologen 

STAT5A und STAT5B sowie zu weiteren STAT-Proteinen und die fehlende en-

zymatische Aktivität des Proteins erschweren die selektive und effiziente Inhibi-
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tion erheblich 161. Zuletzt erbrachte der SH2-Inhibitor AC-4-130 vielverspre-

chende Ergebnisse in vitro und in vivo 162. Wingelhofer et al. konnten zeigen, 

dass AC-4-130 effektiv die Zellviabilität und Kolonie-Bildung von FLT3ITD-AML-

Zellen hemmt und dabei CD34+-Zellen sowie weitere STAT-Proteine weitestge-

hend verschont. Im AML-Xenograft-Modell war der Inhibitor imstande das Tumor-

wachstum deutlich zu reduzieren und erwies sich in Kombination mit JAK-Inhibi-

toren als sequenzielle JAK2-STAT5-Blockade als besonders effektiv. Darüber 

hinaus konnten Wong et al. STAT5 als Katalysator der nicht-enzymatischen Man-

nich-Reaktion identifizieren und infolgedessen einen potenten STAT5-Inhibitor 

entwickeln 163.  Der im Ba/F3-FLT3ITD-Modell getestete Inhibitor war spezifisch 

für STAT5, verlangsamte das Tumorwachstum in vivo und entfaltete in Kombina-

tion mit FLT3-Inhibition eine synergistische Wirkung. 

  



7. Material 

7.1 Geräte, Programme und Verbrauchsmaterial 

Tabelle 3: Geräte 

Gerät Hersteller 
Agarose-Gelelektrophorese-Kammer 
Sub-Cell GT Cell Bio-Rad (Hercules, CA, USA) 

Autoklav VARIOKLAV® Type 500 HP Medizintechnik (Oberschleißheim, 
DE) 

Autoklav Vertical Autoclave VX-150 Systec (Linden, DE) 
BioPhotometer® Eppendorf (Hamburg, DE) 
Blockthermostat BT 1302 Haep Labor Consult (Bovenden, DE) 
Blockthermostat  
ThermoMixer® compact Eppendorf (Hamburg, DE) 

Ebox™ VX2 Vilber Lourmat (Eberhardzell, DE) 
Eismaschine FM 170-AKE Hoshizaki (Amsterdam, NL) 
Electroporator MicroPulser Bio-Rad (Hercules, CA, USA) 

FACSVantage™ SE BD Biosciences (Franklin Lakes, NJ, 
USA) 

FlowSafe® B-[MaxPro]2-130/-190 Berner Group (Künzelsau, DE) 
Flüssigstickstoff-Tank  Cryoson (Schökrippen, DE) 
Fluoreszenzmikroskop DMi8 Leica Microsystems (Wetzlar, DE) 
Fusion SL4 Imaging System Vilber Lourmat (Eberhardzell, DE) 
Gefriercontainer Mr. Frosty™ Thermo Fisher (Waltham MA, USA) 
Gefrierschrank -20 °C Liebherr (Biberach, DE) 
Gefrierschrank -80 °C, TLE Serie Thermo Fisher (Waltham MA, USA) 
Inkubationschüttler Multitron Infors HT (Bottmingen, CH) 
Inkubator CB220 CO2 Binder (Tuttlingen, DE) 
Inkubator Mini Labnet (Edison, NJ, USA) 
Kipp-/Rollenmischer RS-TR 5 Phoenix instrument (Garbsen, DE) 
Konfokal-Mikroskop TCS SP5 II Leica Microsystems (Wetzlar, DE) 
Lichtmikroskop ID 03 Carl Zeiss (Oberkochen, DE) 
Magnetrührer MR3001 Heidolph Instruments, (Schwabach DE) 
Microplate Reader GloMax® Discover Promega (Madison, WI, USA) 
Pipetten (0,1-2,5 µl, 2-20 µl, 20-200 µl, 
100-1000 µl) Eppendorf (Hamburg, DE) 

Pipettierhelfer accu-jet® pro Brand (Wertheim, DE) 
PowerPac™ Basic Power Supply Bio-Rad (Hercules, CA, USA) 
Präzisionswaage PCB 2500-2 Kern & Sohn (Balingen-Frommern, DE) 
Q-POD® Unabhängige Reinstwasser-
Entnahmeeinheit Merck Millipore (Darmstadt, DE) 
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SDS-PAGE Electrophoresis System 
Xcell SureLock Mini Cell  Invitrogen (Darmstadt, DE) 

SDS-PAGE Mini Trans-Blot® Cell Bio-Rad (Hercules, CA, USA) 
SDS-PAGE Probenkämme Invitrogen (Darmstadt, DE) 
Spectrophotometer NanoDrop™ 1000 Thermo Fisher (Waltham MA, USA) 
Thermocycler peqSTAR 2X Gradient VWR (Radnor, PA, USA) 
UV Chamber GS Gene Linker Bio-Rad (Hercules, CA, USA) 
Vortex-Genie™ 2T Scientific Industries (Bohemia, NY, USA) 
Waage ABJ 220-4NM Kern & Sohn (Balingen-Frommern, DE) 
Wasseraufbereitungssystem Milli-Q® 
Reference Merck Millipore (Darmstadt, DE) 

Wasserbad Typ 1003 GFL (Burgwedel, DE) 
Zellzähler Vi-CELL™ XR Beckman Coulter (Brea, CA, USA) 
Zentrifuge Heraeus™ Multifuge™ X1R Thermo Fisher (Waltham MA, USA) 
Zentrifuge Heraeus™ Megafuge™ 40R Thermo Fisher (Waltham MA, USA) 
Zentrifugen 5415 D, 5424 R, 5430 Eppendorf (Hamburg, DE) 

 

Tabelle 4: Programme 

Anwendung Programm Entwickler 

Datenverwaltung Microsoft® Office Microsoft® (Redmond, 
WA, USA) 

Literaturverwaltung EndNote™ 20 Clarivate (Philadelphia, 
PA, USA) 

Statistik Microsoft® Excel Microsoft® (Redmond, 
WA, USA) 

Grafikdesign Adobe Creative Cloud Adobe (San José, CA, 
USA) 

DNA-Gelelektrophorese E-Capt 15.06 Vilber Lourmat (Eberhar-
dzell, GER) 

Quantifizierung  
Western-Blot FusionCapt 16.15 Vilber Lourmat (Eberhar-

dzell, GER) 
Quantifizierung  
Immunhistochemie Fiji ImageJ developers, 

www.imagej.net 

 

Tabelle 5: Verbrauchsmaterial 

Material Hersteller 
Blotting Paper Whatman® Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) 
CryoTube Nunc® Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) 
Deckgläser (18x18 mm, 170 +/- 5 µm, 
1.5H) Carl Roth (Karlsruhe, DE) 



Erlenmeyerkolben DURAN® (25, 50, 
250, 500, 1000 ml) DURAN Group (Mainz, DE) 

Fluorescent Mounting Medium DAKO (Jena, DE) 
Handschuhe Vasco® Nitril B. Braun (Melsungen, DE) 
Laborflaschen DURAN® GL 45 (10, 250, 
500, 1000 ml) DURAN Group (Mainz, DE) 

MicroPulser Electroporation Cuvettes Bio-Rad (Hercules, CA, USA) 
Objektträger Superfrost® Carl Roth (Karlsruhe, DE) 
PARAFILM® M Verschlussfolie Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) 
Petrischale 10 cm Sarstedt (Nümbrecht, DE) 
Pipettenspitzen epT.I.P.S.® Standard Eppendorf (Hamburg, DE) 
Pipettenspitzen Seque/Pro™  Bio-Rad (Hercules, CA, USA) 
Pipettenspitzen, serologisch, Stripette® 
(5, 10 ml) Corning (Corning, NY, USA) 

Pipettenspitzen, serologisch, 25 ml Greiner Bio One (Frickenhausen, DE) 
Röhrchen 0,2 ml PCR Biozym Scientific (Oldendorf, DE) 
Röhrchen 5 ml Falcon® Thermo Fisher (Waltham MA, USA) 
Röhrchen 5 ml FACS Sarstedt (Nümbrecht, DE) 
Röhrchen (15, 50 ml) Sarstedt (Nümbrecht, DE) 
SDS-PAGE-Kassetten Novex™ Thermo Fisher (Waltham MA, USA) 
Spritzenvorsatzfilter 0,45 µm VWR (Radnor, PA, USA) 
Sterilfilter Steritop-GP 0,22 µm Merck (Darmstadt, DE) 
Vernichtungsbeutel Brand (Wertheim, DE) 
Western blotting membranes Amer-
sham™ Protran®, nitrocellulose Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) 

Zellkulturschalen, Suspension (6-, 48-
Well) Sarstedt (Nümbrecht, DE) 

Zellkulturschalen, Adhärent (6-Well) Sarstedt (Nümbrecht, DE) 
Zellkulturflaschen, Suspension & 
Adhärent Sarstedt (Nümbrecht, DE) 

 

7.2 Chemikalien, Reagenzien, Puffer und Lösungen 

Tabelle 6: Chemikalien und Reagenzien 

Material Hersteller 
2-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) 
2-Propanol AppliChem (Darmstadt, DE) 
Agarose NEEO ROTI®Garose Carl Roth (Karlsruhe, DE) 
Ampicillin Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) 
Aprotinin Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) 
APS Carl Roth (Karlsruhe, DE) 
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Bromphenolblau Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) 
BSA Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) 
CaCl2 (2 M) AppliChem (Darmstadt, DE) 
DAPI Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) 
DMSO Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) 
EDTA (0,5 M, pH 8,0) Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) 
EGTA Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) 
Gel Loading Dye (6x) NEB (Ipswich, MA, USA) 
Glycerol AppliChem (Darmstadt, DE) 
Größenstandard 1 kb DNA ladder Promega (Madison, WI, USA) 
HBS (2x) Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) 
HEPES AppliChem (Darmstadt, DE) 
KCl AppliChem (Darmstadt, DE) 
LB-Agar (Lennox) Carl Roth (Karlsruhe, DE) 
LB-Medium (Lennox) Carl Roth (Karlsruhe, DE) 
MgCl2 AppliChem (Darmstadt, DE) 
Methanol Carl Roth (Karlsruhe, DE) 
Magermilchpulver  Carl Roth (Karlsruhe, DE) 
NaF Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) 
Natriumorthovanadat Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) 
peqGold Protein Marker VI VWR (Radnor, PA, USA) 
Pierce™ ECL Plus, Western Blotting 
Substrate Thermo Fisher (Waltham MA, USA) 

PMSF Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) 
Protein Assay Dye Reagent Concentrate Bio-Rad (Hercules, CA, USA) 
Protease Inhibitor Cocktail Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) 
Rotiphorese® Gel 30 Carl Roth (Karlsruhe, DE) 
SDS Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) 

SDS-PAGE Elektrophorese-Puffer Apotheke Klinikum der Universität Mün-
chen (München, DE) 

SDS-PAGE Gel-Transfer-Puffer Apotheke Klinikum der Universität Mün-
chen (München, DE) 

S. O. C. Medium Thermo Fisher (Waltham MA, USA) 
SYBR™ Safe DNA gel stain Thermo Fisher (Waltham MA, USA) 

TAE-Puffer Apotheke Klinikum der Universität Mün-
chen (München, DE) 

TBS-Puffer Apotheke Klinikum der Universität Mün-
chen (München, DE) 

TEMED Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) 
TRIS (1,5 M; pH 8,8, pH 6,8) Carl Roth (Karlsruhe, DE) 
TRITON™ X-100 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) 
Tween 20 Merck (Darmstadt, DE) 



Wheat germ agglutinin, Alexa Fluor 
488™ Conjugate Thermo Fisher (Waltham MA, USA) 

X-Gal Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) 

 

Tabelle 7: Puffer und Lösungen 

Name Zusammensetzung 
Agarosegel (0,5 l, 1 %) 500 ml TAE-Puffer (1x) 

5 g Agarose 
50 µl SYBR™ Safe 

Gefriermedium 90 % FBS 
10 % DMSO 

KCM (30 ml, 5x) 5 ml KCl (3 M) 
4,5 ml CaCl2 (1 M) 
7,5 ml MgCl2 (1 M) 
ad 30 ml Aqua dest. 

Lämmli-Puffer (2x) 20 % Glycerol 
10% 2-Mercaptophenol 
4 % SDS 
0,004 % Bromphenol blau  
TRIS-HCl (0,125 M, pH 6,8) 

LB-Medium (1 l) 20 g LB-Medium 
ad 1 l Aqua dest. 

Lyse-Puffer (500 ml) 100 ml Glycerol (50 %) 
25 ml HEPES (1 M, pH 7,5) 
15 ml NaCl (5 M) 
5 ml TRITON™ X-100 
2,5 ml EGTA (200 mM) 
2,1 g NaF 
2,23 g Na4P2O7x10 H2O 
ad 500 ml Aqua dest. 

PBS-T PBS, Tween 20 (0,1 %) 
SDS-PAGE Elektrophorese-Puffer (5 l, 
10x) 

151,4 g TRIS 
720,7 g Glycin 
50 g Natriumdodecylsulfat 
ad 5 l Aqua dest. 

SDS-PAGE Gel-Transfer-Puffer (5 l, 
TRIS 250 mmol/l) 

15,0 g TRIS 
71,0 g Glycin 
790,0 g Methanol 
ad 5 l Aqua dest. 

SDS-PAGE Sammelgel (5 ml, 5 %) 3,4 ml Aqua dest. 
830 µl Acrylamid (30 %) / Bis (0,8 %) 
630 µl TRIS (1,5 M, pH 6,8) 
50 µl SDS (10 %) 
50 µl APS (10 %) 
5 µl TEMED 

SDS-PAGE Trenngel (15 ml, 10 %) 5,9 ml Aqua dest. 
5 ml Acrylamid (30 %) / Bis (0,8 %) 
3,8 ml TRIS (1,5 M, pH 8,8) 
150 µl SDS (10 %) 
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150 µl APS (10 %) 
6 µl TEMED 

TAE-Puffer (5 l, 10x) 242,3 g TRIS 
18,61 g Titriplex III (Natriumedetat) 
59,85 g Essigsäure (100 %) 
ad 5 l Aqua dest. 

TBS-Puffer (5 l, 10x) 60,57 g TRIS 
483,3 g NaCl 
ad 5 l Aqua dest. 

TBS-T TBS, Tween 20 (0,1 %) 

 

7.3 Plasmide, Enzyme, Bakterien und Kits 

Tabelle 8: Plasmide 

Plasmid Antibiotikum Hersteller 

pCMV6-STAT5A-Myc-DDK-tagged Kanamycin/Neo-
mycin 

Origene (Rockville, 
MD, USA) 

PcDNA™6/V5-His A 
(Expressionsvektor) Ampicillin 

Thermo Fisher Sci-
entific (Waltham, 
MA, USA) 

pcDNA6-STAT5A Ampicillin Diese Arbeit 
pcDNA6-STAT5A Y694F (a2081t) Ampicillin Diese Arbeit 
pcDNA6-STAT5A N642H (a1924c) Ampicillin Diese Arbeit 
pcDNA6-STAT5A E637G (a1910g) Ampicillin Diese Arbeit 
pcDNA6-STAT5A T719M (c2156t) Ampicillin Diese Arbeit 
pMSCV-IRES-eGFP  
(retroviraler Expressionsvektor) Ampicillin R. K. Humphries 

(Vancouver, CAN) 
pMIG-STAT5A Ampicillin Diese Arbeit 
pMIG-STAT5A Y694F (a2081t) Ampicillin Diese Arbeit 
pMIG-STAT5A N642H (a1924c) Ampicillin Diese Arbeit 
pMIG-STAT5A E637G (a1910g) Ampicillin Diese Arbeit 
pMIG-STAT5A T719M (c2156t) Ampicillin Diese Arbeit 
pMIY-EGFR Ampicillin AG Spiekermann 
pMIY-FLT3 Ampicillin AG Spiekermann 

 

Tabelle 9: Enzyme 

Enzym Puffer Hersteller 
KpnI NEBuffer 2.1 (10x) NEB (Ipswich, MA, USA) 
XbaI NEBuffer 2.1 (10x) NEB (Ipswich, MA, USA) 
PmeI NEBuffer 2.1 (10x) NEB (Ipswich, MA, USA) 



HpaI NEBuffer 2.1 (10x) NEB (Ipswich, MA, USA) 
XhoI NEBuffer 2.1 (10x) NEB (Ipswich, MA, USA) 

CIP CIP Buffer (10x) Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, 
USA) 

T4 DNA-Ligase T4 DNA-Ligase Buffer NEB (Ipswich, MA, USA) 

 

Tabelle 10: Bakterien 

Bakterien Hersteller 
DH5α Chemically Competent Cells Thermo Fisher (Waltham, MA, USA) 

XL-1 Blue Competent Cells Agilent Technologies (Santa Clara, CA, 
USA) 

Stellar™ Competent Cells Clontech® Laboratories (Mountain View, 
CA, USA) 

XL10-Gold Ultracompetent Cells Agilent Technologies (Santa Clara, CA, 
USA) 

 

Tabelle 11: Kits 

Kit Hersteller 
EndoFree® Plasmid Maxi Kit Qiagen (Hilden, DE) 
QIAprep Spin Miniprep Kit Qiagen (Hilden, DE) 
QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen (Hilden, DE) 

In-Fusion HD® Cloning Kit Clontech® Laboratories (Mountain View, 
CA, USA) 

QuikChange II XL Site-Directed Muta-
genesis Kit 

Agilent Technologies (Santa Clara, CA, 
USA) 

 

7.4 Primer für Sequenzierung, In-Fusion® Cloning und 
Mutagenese 

Tabelle 12: Primer Sequenzierung 

Bezeichnung Sequenz (5‘ - 3‘) Tm Orientierung 
STAT5A 647for AGCGTGAGGCACAGACACT 59,0 °C forward 
STAT5A 1352for GCAGCAATGAGCTTGTGTTC 58,0 °C forward 
STAT5A 2060for TGGCTAAAGCTGTTGATGGA 56,0 °C forward 
STAT5A 743rev AGGATGATGGTCTGCTGCTT 58,0 °C reverse 
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Tabelle 13: Primer In-Fusion® Cloning 

Bezeichnung Sequenz (5‘ - 3‘) Tm Orientierung 

STAT5A KpnI TTAAACTTAAGCTTGGATCCGG 
TACCGAGGAGAT 73,0 °C forward 

STAT5A XbaI CGAAGGGCCCTCTAGAC 
CGGCCGTTTAAACCTTATCG 80,0 °C reverse 

 

Tabelle 14: Primer ortsspezifische Mutagenese 

Bezeichnung Sequenz (5‘ – 3‘) Tm Länge 
a1910g_ 
mutSTAT5A 
E637Gfor 

GTTTGACTCCCCGGGACGCAA 
CCTGTGGA 76 °C 29 bp 

mutSTAT5A 
E637Grev 

TCCACAGGTTGCGTCCCGGGG 
AGTCAAAC 76 °C 29 bp 

c2156t_ 
mutSTAT5A 
T719Mfor 

GGCAGCAGCGCCATGTACATG 
GACCAG 74 °C 27 bp 

mutSTAT5A 
T719Mrev 

CTGGTCCATGTACATGGCGCT 
GCTGCC 74 °C 27 bp 

a2081t_ 
mutSTAT5A 
Y694Ffor 

GGCTAAAGCTGTTGATGGATT 
TGTGAAACCACAGATC 74 °C 37 bp 

mutSTAT5A 
Y694Frev 

GATCTGTGGTTTCACAAATCC 
ATCAACAGCTTTAGCC 74 °C 37 bp 

a1924c_ 
mutSTAT5A 
N642Hfor 

GGAACGCAACCTGTGGCACCT 
GAAACCATTCAC 76 °C 33 bp 

mutSTAT5A 
N642Hrev 

GTGAATGGTTTCAGGTGCCAC 
AGGTTGCGTTCC 76 °C 33 bp 

 

7.5 Zelllinien, Zellkulturmedien und Zellkulturmaterial 

Tabelle 15: Zelllinien 

Bezeichnung Beschreibung Hersteller 

Ba/F3 (ACC 300) Murine, IL-3-abhängige, Pro-B-Zelllinie in 
Suspension 

DSMZ (Braun-
schweig, DE) 

Phoenix™-Eco Humane, embryonale und adhärente 
Nierenepithel-Zelllinie 

Orbigen (San 
Diego, CA, USA) 

U-2 OS (ATCC® 
HTB-96™) 

Humane, adhärente Osteosarkom-Zellli-
nie 

ATCC® (Manas-
sas, VA, USA) 

 



Tabelle 16: Zellkulturmedien 

Zelllinie Medium 
Phoenix™-Eco DMEM 

10 % FBS 
0,5 % Penicillin 10000 U/ml 
0,5 % Streptomycin 10 mg/ml 

U-2 OS (ATCC® HTB-96™) Opti-MEM® 
10 % FBS 
0,5 % Penicillin 10000 U/ml 
0,5 % Streptomycin 10 mg/ml 

Ba/F3 RPMI 
10 % FBS 
10 % WEHI-3B-Überstand 
1 % Penicillin 10000 U/ml 
1 % Streptomycin 10 mg/ml 

 

Tabelle 17: Zellkulturmaterial 

Material Hersteller 
DMEM (1x) + GlutaMAX™-I, Pyruvat, 
Gibco™ 

Thermo Fisher (Waltham MA, USA) 

EGF ImmunoTools (Friesoythe, DE) 
FBS PAN-Biotech (Aidenbach, DE) 
FLT3LG ImmunoTools (Friesoythe, DE) 
IL-3 ImmunoTools (Friesoythe, DE) 
Opti-MEM® I (1x) Thermo Fisher (Waltham MA, USA) 
PenStrep Penicillin-Streptomycin Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) 
Polybrene Infection Reagent Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) 
PolyFect Transfection Reagent Qiagen (Hilden, DE) 
Protaminsulfat Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) 
RPMI Medium 1640 (1x) + GlutaMAX™-I Thermo Fisher (Waltham MA, USA) 
Trypan Blau Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) 
Trypsin-EDTA (0,05 %), phenolrot, 
Gibco™ 

Thermo Fisher (Waltham MA, USA) 

WEHI-3B-Überstand AG Spiekermann 
Zellschaber, Falcon® Corning (Corning, NY, USA) 
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7.6 Antikörper für Proteinbiochemie und Immunzytochemie 

Tabelle 18: Antikörper Proteinbiochemie und Immunhistochemie 

Bezeichnung Eigenschaften Verdünnung Hersteller 
ANTI-FLAG® M2 Maus, monoklonal, 

IgG1-Isotyp 
1:40000 Sigma-Aldrich (St. 

Louis, MO, USA) 
ANTI-FLAG® M2 Af-
finity Gel 

Maus, monoklonal, 
IgG1-Isotyp 

 Sigma-Aldrich (St. 
Louis, MO, USA) 

Stat5a (L-20): sc-
1081 

Hase, polyklonal 1:6000 Santa Cruz Biotech-
nology (Dallas, TX, 
USA) 

Phospho-Stat5 
(Tyr694) Antibody, 
#9351 

Hase, polyklonal 1:1000 
1:50 

Cell Signaling Tech-
nology (Danvers, 
MA, USA) 

EGFR (1005)-G Ziege, polyklonal 1:1000 Santa Cruz Biotech-
nology (Dallas, TX, 
USA) 

Flt-3/Flk-2 (S-18):  
sc-480 

Hase, polyklonal 1:1000 Santa Cruz Biotech-
nology (Dallas, TX, 
USA) 

GAPDH (6C5):  
sc-32233 

Maus, monoklonal, 
IgG1-Isotyp 

1:6000 Santa Cruz Biotech-
nology (Dallas, TX, 
USA) 

goat anti-mouse 
IgG-HRP: sc-2005 

Ziege, polyklonal, 
Sekundärantikörper 

1:10000 Santa Cruz Biotech-
nology (Dallas, TX, 
USA) 

Anti-Rabbit IgG 
(whole molecule)-
Peroxidase 

Ziege, polyklonal, 
Sekundärantikörper 

1:10000 Sigma-Aldrich (St. 
Louis, MO, USA) 

Anti-rabbit IgG 
(H+L), F(ab')2 Frag-
ment (Alexa Fluor® 
594 Conjugate) 

Ziege, Sekundäran-
tikörper 

1:500 Cell Signaling Tech-
nology (Danvers, 
MA, USA) 
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Abkürzungen 
Tabelle 19: Abkürzungen 

Abkürzung Bedeutung 
ad Auffüllen auf 

AML Akute Myeloische Leukämie 

APS Ammoniumperoxodisulfat 

AS Aminosäure 

BCL-2 B-cell lymphoma 2 

BCL-XL B-cell lymphoma extra large 

bp Basenpaar 

BSA Bovines Serum Albumin 

CaCl2 Calciumchlorid 

CD Cluster of differentiation 

CML Chronische Myeloische Leukämie 

CN-AML Cytogenetically normal acute myeloid leukemia 

Da Dalton 

DAPI 4′,6-Diamidin-2-phenylindol 

DMEM Dulbecco’s modified eagle’s medium 

DMSO Dimethylsulfoxid 

DNA Deoxyribonucleic acid 

DNMT3A DNA-Methyltransferase 3a 

DPBS Dulbecco's phosphate-buffered saline 

EGF Epidermal growth factor 

EGFR Epidermal growth factor receptor 

EGTA Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-N,N,N’,N’-tetraessigsäure 

ELN European LeukemiaNet 

EPO Erythropoetin 

EZH2 Enhancer of zeste 2 polycomb repressive complex 2 subunit 

FACS Fluorescence activated cell sorting 

FBS Fetales Bovines Serum 

FLT3 Fms related tyrosine kinase 3 

FLT3LG Fms related tyrosine kinase 3 ligand 

g Gramm 

GFP Green fluorescent protein 

GOF Gain-of-function 

h Stunde 

HBS HEPES-buffered saline 



HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsäure 

HIF2a Hypoxia-inducible factor 2a 

HSC Hämatopoetische Stammzellen 

IDH Isocitrat-Dehydrogenase (NADP+) 

IL Interleukin 

IP Immunpräzipitat 

IRP-2 Iron regulatory protein 2 

JAK Januskinase 

KCl Kaliumchlorid 

l Liter 

LB Lysogeny broth 

LOF Loss-of-function 

M Molar 

MCL1 Induced myeloid leukemia cell differentiation protein Mcl-1 

mg Milligramm 

MgCl2 Magnesiumchlorid 

miR microRNA 

ml Milliliter 

µg Mikrogramm 

µl Mikroliter 

NaCl Natriumchlorid 

NaF Natriumfluorid 

NF-kB Nuclear factor kappa B 

NK-Zellen Natürliche Killerzellen 

nm Nanometer 

NPM1 Nucleophosmin 1 

PBS Phosphate-buffered saline 

PCR Polymerase chain reaction 

pMIG pMSCV-IRES-eGFP 

pMIY pMSCV-IRES-eYFP 

PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid 

PTP Protein-Tyrosin-Phosphatase 

PV Polycythämia vera 

ROI Region of interest 

rpm Rounds per minute 

RPMI Roswell Park Memorial Institute 

RTK Rezeptor-Tyrosin-Kinase 

SDS Sodium dodecyl sulfate 
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SDS-PAGE Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis 

SH2 Src homology 2 

SOCS Suppressor of cytokine signaling 

STAT5A Signal transducer and activator of transcription 5a 

TAE TRIS-Acetat-EDTA 

TBS TRIS-buffered saline 

TEMED Tetramethylethylendiamin 

TfR-1 Transferrin-Rezeptor 1 

TKI Tyrosinkinase-Inhibitor 

Tm Primer melting temperature 

TRIS Tris(hydroxymethyl)-aminomethan 

U Unit 

V Volt 

VAF Varianten-Allelfrequenz 

VCM Virus containing medium 

WGA Wheat germ agglutinin 

YFP Yellow fluorescent protein 
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