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1. Zusammenfassung 

 

Die TATA-Box-assoziierten Faktoren (TAFs) des TFIID-Komplexes bilden zahlreiche 

Funktionen aus, welche essentiell sind für die Regulation der Transkriptionsinitiation. Unter 

anderem interagieren verschiedene der TAFs mit Enhancer-gebundenen Aktivatoren. Dies ist 

notwendig für die Bildung des Transkriptionskomplexes und die Aktivierung der 

Transkription durch die RNA-Polymerase II. Das gewebespezifische TAF4B stellt ein Paralog 

des ubiquitären TAF4 dar. TAF4B interagiert in verschiedenen Zelltypen spezifisch mit 

Transkriptionsaktivatoren, u.a. mit RelA und cRel. Der Koaktivator TAF4B ist dadurch 

notwendig für die Vermittlung der NFB-induzierten Aktivierung der Transkription durch die 

RNA-Polymerase II. Bisher war eine Rolle von TAF4B im Immunsystem nur für T-und B-

Lymphozyten aufgezeigt. Die Zielsetzung dieser Arbeit war es, eine Funktion von TAF4B in 

der Reifung und Funktion von Makrophagen als Zellen des angeborenen Immunsystems 

aufzuzeigen. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Translation von TAF4B in primären 

humanen Monozyten inhibiert ist. Mit einsetzender Adhärenz und Differenzierung wird das 

TAF4B-Protein in Makrophagen exprimiert. In dieser Phase der Makrophagen-Entwicklung 

kolokalisiert nukleäres TAF4B zudem partiell mit aktiver RNA Polymerase II, was auf eine 

Funktion von TAF4B in der Zelldifferenzierung hindeutet. In reifen Makrophagen induziert 

die Stimulation mit bakteriellen Lipopolysacchariden die Anreicherung von TAF4B in den 

Nukleus. Diese Stimulation der Makrophagen induziert zudem die spezifische Bindung von 

TAF4B an den Promotor von tumor necrosis factor alpha, zusammen mit den Trankriptions-

Aktivatoren RelA und cRel. Die Stimulation der Makrophagen mit weiteren 

inflammatorischen Stimuli wie Interferon oder Interleukin 4, 10 und 13 bedingt darüber 

hinaus eine distinkte Lokalisation des TAF4B-Proteins in reifen Makrophagen, was auf eine 

Regulation von TAF4B durch diese Cytokine hindeutet. 
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2. Einleitung 

 

2.1 Die Transkriptionsinitiation der RNA-Polymerase II  

 

Mit wenigen, bekannten Ausnahmen stehen jeglichen Zellen eines vielzelligen Organismus 

dieselben genetischen Informationen zur Verfügung. Diese Informationen werden jedoch 

nicht von jeder Zelle vollständig genutzt. Während der Zelldifferenzierung werden lediglich 

Gruppen von Genen reguliert transkribiert. Um die Homöostase eines multizellulären 

Organismus zu wahren, müssen Zellen in Reaktion auf extrinsische Signale die Transkription 

distinkter Gene aktivieren oder inhibieren. Das Ablesen der DNA mit nachfolgender Synthese 

der RNA wird durch die Enzyme RNA-Polymerase (RNA-Pol) I, II und III ausgeführt. 

Während die RNA-Pol I rRNAs und die RNA Pol III u. a. tRNAs synthetisiert, werden Gene, 

welche Proteine oder nicht-kodierende RNAs kodieren, durch die RNA-Polymerase II 

transkribiert. RNA-Polymerasen durchlaufen verschiedene Phasen des Transkriptionszyklus: 

die Initiation der Transkription an Promotor-Elementen des Gens, die Synthese des 

Transkriptes während der Elongationsphase und die Termination der Transkription. Essentiell 

für die Transkription sind Protein-Multimere wie RNA-Pol II, Präinitiationskomplex (PIC) 

sowie Chromatin-regulierende Komplexe. Als Nukleosom liegt die DNA gebunden an 

Histonen vor. Hierdurch ist die Regulation der Histon-Okkupanz an Promotor-Regionen 

essentiell für einen transkriptionell aktiven oder inaktiven Zustand der Chromatinregion 

(Übersichtsartikel; Berger, 2002). Die Regulation der Histone wird vor allem durch post-

translationale Modifikation der N-terminalen Histonschwänze bestimmt. So führen 

spezifische Histon-Acetylierungen zu einem transkriptionell aktiven Zustand des Chromatins 

(Chen et al., 2010). Demgegenüber bedingen die Polycomb-Repressiven Komplexe (PRC) 1 

und 2 durch die spezifische Methylierung von Histonschwänzen und durch die Interaktion mit 

Histon-deacetylierenden-Komplexen einen inaktiven Chromatin-Zustand (Pasini et al., 2004; 

Fiskus et al., 2006).  

Die Stärke der Transkriptionsreaktion wird darüber hinaus durch die Rate bestimmt,  mit 

welcher ein bestimmtes Transkript synthetisiert wird. Dies hängt von der Bildung des PIC an 

der Promotor-Region und dem Eintreten der RNA-Pol II in eine stabile Elongation und 

Synthese des Transkripts ab (Übersichtsartikel; Dvir, 2002). Der heteromere PIC besteht aus 

den basalen Transkriptionsfaktoren II (TFII)-A, B, D, E, F und H sowie der RNA-Pol II 
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(Abbildung 1). Der PIC erkennt spezifische Abschnitte des Promotorbereichs. So wird 

gewährleistet, dass die Transkription an einem definierten Startpunkt des Promotors beginnt. 

       

Abbildung 1. Schematische Darstellung des Präinitiationskomplexes. Aufgezeigt ist die 

Reihenfolge der Bildung des PIC, beginnend mit der Promotor-Bindung durch TFIID und der damit 

verbundenen Biegung der Gen-Region durch Untereinheiten des PIC. Der TFIID-Komplex interagiert 

durch verschiedene TAFs (TAF 1-14) mit Aktivatoren oder Repressoren welche Enhancer oder 

Silencer-Elemente des Gen-Locus binden und so zu einer Verstärkung oder Inhibition der 

Transkription der kodierenden Gen-Region führen.   

 

Die TFIIA-H bilden den PIC am Promotor in geordneter Abfolge, mit TFIID zu Beginn und 

TFIIH zum Ende der Komplex-Bildung. Initial und notwendig für die Bildung des PIC ist die 

Kern-Promotor-Erkennung und-Bindung durch den heteromeren TFIID-Komplex. Hierdurch 

bildet der TFIID vermutlich die Plattform für die nachfolgenden Untereinheiten des PIC und 

reguliert zudem auch die Synthese-Rate der RNA Pol II (Colgan and Manley, 1992; 

Übersichtsartikel; Thomas and Chiang, 2006).  

Der TFIID-Komplex wird gebildet durch das TBP (TATA-Box-bindendes Protein) sowie 

durch 13 - 14 TAFs (TBP-assoziierten Faktoren), mit einer molekularen Masse zwischen 18 

und 250 kDa. Einige TAFs stellen Gerüstproteine dar, während andere enzymatische 

Eigenschaften  besitzen oder basale Promotor-Elemente binden. Weitere spezifische 

Domänen können zudem notwendig sein für die Aktivität des PIC. Durch Bromo-Domänen 

bindet TAF1 z.B. an acetylierte Histonschwänze, welche mit einem transkriptionell aktiven 
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Chromatin-Status assoziiert sind  (Tora, 2002; Thomas and Chiang, 2006). Die Bildung und 

Aktivität des TFIID-Komplexes wird zum Teil gesteuert durch die Lokalisation von TAFs im 

Cytoplasma oder Nukleoplasma (Segil et al., 1996; Guven-Ozkan et al., 2008). Zudem spielt 

die Phosphorylierung von TBP und TAFs eine Rolle für den Zusammenbau und die 

Transkriptionsaktivität  des TFIID-Komplexes (Segil et al., 1996; Biggs et al., 1998; 

Pijnappel et al., 2009).   

Die Regulation der Transkription wird jedoch nicht alleinig durch die Komposition der Kern-

Promotor-Sequenz bestimmt, sondern zudem durch meist cis-regulatorische DNA-Sequenzen 

wie Enhancer- oder Silencer-Elemente. Diese DNA-Elemente werden durch Aktivatoren oder 

Repressoren gebunden und wirken aktivierend bzw. reprimierend auf die Transkription des 

jeweiligen Gens  (Arnosti and Kulkarni, 2005). Enhancer-Elemente können 100 kB um einen 

Promotor lokalisiert sein und liegen meist gehäuft in einer Gen-Region vor, was die 

Interaktion verschiedener Aktivatoren zulässt. Diese kooperative Interaktion von Aktivatoren 

scheint notwendig für die Aktivierung der Transkription zu sein (Arnosti and Kulkarni, 2005; 

Panne, 2008; Goh et al., 2010). Die Transkriptionsaktivierung durch Aktivatoren ist jedoch 

abhängig von den Promotor-gebundenen TAFs des TFIID (Verrijzer and Tjian, 1996). Durch 

distinkte Binde-Domänen interagieren TAFs spezifisch mit Aktivatoren und ermöglichen als 

Koaktivatoren zelluläre Signale der Enhancer-gebunden Faktoren zum PIC zu vermitteln 

(Thomas and Chiang, 2006). Zahlreiche Aktivatoren binden erst nach einem bestimmten 

Stimulus der Zelle an Enhancer-Elemente (Goh et al., 2010). Die Zelle ist damit in der Lage, 

Signale durch die Enhancer-Bindung der Aktivatoren über den TFIID in die Transkriptions-

Initiation notwendiger Gene zu integrieren. Die jeder Zelle zu Verfügung stehende 

Information des Kern-Promotorbereichs wird so aufgrund der geregelten Bindung von TAFs 

und Aktivatoren auf eine zellspezifische Genexpression angepasst.   

 

 

2.1.1 Die Ausbildung alternativer TAF-Komplexe 

 

Das TBP bindet sowohl TATA-Box-enthaltende als auch TATA-lose Promotorabschnitte, 

letztere allerdings mit herabgesetzter Affinität (Tora and Timmers, 2010). Das TBP ist damit 

in der Lage, eine basale Transkription zu induzieren, wenn eine TATA-Box im gebundenen 

Promotor vorliegt; jedoch besitzen 76 % der humanen Promotoren kein TATA-Box-Element 

(Yang et al., 2007). Im Fall eines TATA-Box-losen Promotors werden TAFs für die 
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Ausführung der basalen sowie aktivierten Transkription benötigt, vermutlich aufgrund der 

zusätzlichen DNA-Bindeaktivität einiger TAFs an weitere Kernpromotor-Elemente (Pugh and 

Tjian, 1991; Übersichtsartikel: Verrijzer and Tjian, 1996). TAF6 und TAF9 sowie TAF4 und 

TAF12 bilden einen Komplex aus, welcher dem Oktamer-Komplex der Histon-Untereinheiten 

ähnelt. Diese Interaktion von TAFs verstärkt vermutlich die intrinsische DNA-Bindeaffinität 

einiger TAFs an Promotoren (Shao et al., 2005). Neben der direkten Bindung an DNA-

Elemente des Kernpromotors regulieren verschiedene TAFs die Funktion des TFIID durch die 

Interaktion mit Enhancer-gebundenen Aktivatoren, speziell mit deren Aktivierungs-Domänen 

(Übersichtsartikel: Verrijzer and Tjian, 1996; Thomas and Chiang, 2006). So stellen TAF4 

und andere TAFs durch diese Interaktion Koaktivatoren in der Transkriptionsregulation  dar 

(Lavigne et al., 1996; Yamit-hezi and Dikstein, 1998). Aus diesem Grund müssen bestimmte 

TAFs im TFIID-Komplex vorliegen, damit Aktivator-Signale an den PIC vermittelt werden 

können.  

Vermutlich durch Gen-Duplikation entstanden, exprimieren verschiedene Organismen wie 

Drosophila melanogaster, Arabidopsis thaliana und Säugetiere Paraloge der TAF-Proteine. 

So werden neben ubiquitären TAFs die Paraloge TAF4B, TAF7L oder TAF9B Gewebe-

spezifisch in Säugetieren exprimiert (Paraloge von TAF4, TAF7 und TAF9; Chen and 

Manley, 2003; Übersichtsartikel: Freiman, 2009; Li et al., 2009). Die TAF-Varianten 

integrieren ebenfalls in den TFIID-Komplex, interagieren zum Teil aber spezifisch mit 

anderen Aktivatoren und Transkriptionsfaktoren im Vergleich zu ihren ubiquitär exprimierten 

Homologen (Yamit-hezi and Dikstein, 1998; Yamit-hezi et al., 2000). So werden während der 

prämeiotischen G2 Phase der Spermatogenese von Drosophila melanogaster fünf 

testisspezifische Paraloge der ubiquitären TAFs (tTAFs) exprimiert. In der meiotischen 

Prophase der Spermatogenese von Drosophila melanogaster kolokalisieren die tTAFs, wie 

das TAF4-Homolog No Hitter, zusammen mit Polycomb-Proteinen im Nukleolus und sind 

zudem notwendig für die nukleoläre Sequestrierung von Pc, Ph (Polyhomeotic) und Ring1 

(Chen et al., 2005). Die Kooperation der testisspezifischen TAF-Paraloge in D. melanogaster 

mit Polycomb-Proteinen ist notwendig für die Aktivierung spezifischer Transkriptionsmuster 

(Chen et al., 2005). Des Weiteren wurde in den Spermatozyten die Kooperation der 

testisspezifischen TAFs mit dem Drosophila tBRD-1 (testisspezifischen Bromo-

domänenprotein-1) detektiert, welche für distinkte Prozesse in der postmeiotischen 

Entwicklung notwendig ist. (Leser et al., 2012). Damit erweitern TAF-Paraloge durch die 
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spezifische Interaktion mit Transkriptions-regulierenden Faktoren das Spektrum des TFIID 

zur Regulation und zur Aktivierung distinkter Transkriptionsmuster.  

 

 

2.1.2 Die gewebespezifische Transkription durch TAF4B 

 

TAF4B/TAFII105 ist ein Paralog des ubiquitär exprimierten TAF4. Zahlreiche Arbeiten 

zeigen die Funktion von TAF4B in der Differenzierung und Funktion in Zellen des adaptiven 

Immunystems auf (Rashevsky-Finkel et al., 2001; Matza et al., 2002; Silkov et al., 2002). Des 

Weiteren reguliert TAF4B auch in Granulosa-Zellen und einigen weiteren Zelltypen die 

Transkription (Dikstein et al., 1996; Freiman et al., 2001; Kalogeropoulou et al., 2010). Das 

taf4B-Gen wird in verschiedensten Zelltypen transkribiert, jedoch wird das TAF4B-Protein 

gewebespezifisch translatiert (Wu et al., 2005). Dies führt auch dazu, dass TAF4B in 

differenzierenden Lymphozyten ab einem bestimmten Entwicklungs-Stadium exprimiert wird 

(Silkov et al., 2002). Zudem wurde in Lymphozyten und HEK-Zellen gezeigt, dass TAF4B 

nach einem Stimulus in den Nukleus transloziert, um in den Transkriptionskomplex zu 

integrieren (Yamit-hezi and Dikstein, 1998; Übersichtsartikel: Albright and Tjian, 2000; 

Rashevsky-Finkel et al., 2001).  

Die Paraloge TAF4B und TAF4 besitzen im C-terminalen Bereich konservierte Regionen 

(CRI und CRII), dennoch weisen die Proteine auch in diesem Bereich unterschiedliche 

Proteinsequenzen auf (Abbildung 2). Die Funktion der CRI-Region ist unbekannt. 

Verschiedene Versuchsansätze zeigen, dass die CRII-Region Domänen des C-Terminus von 

  

 

Abbildung 2. Schematische Darstellung der bekannten Protein-Domänen von TAF4B, der 

TAF4B-Splicevariante (TAF4B_var) und TAF4. Dargestellt sind die N-terminal gelegenen NFB-

Interaktionsdomänen in rot sowie die C-terminal konservierten Regionen (CRI und CRII; conserved 

region). Die CRII beinhaltet u.a. die Histon-Falte-Domäne (HFD). Der Proteinsequenz-Vergleich 

zwischen TAF4B der TAF4B-Splicevariante und TAF4B und TAF4 ist im Anhang dargestellt, siehe 

Abbildung 21 (Seite 103) und Abbildung 22 (Seite 104). 



Einleitung 

12 

 

 

TAF4B und TAF4 umfasst, welche wahrscheinlich notwendig sind für die Interaktion mit 

TAF12, die Integration in den TFIID und die DNA-Bindung (Übersichtsartikel: Davidson et 

al., 2005; Shao et al., 2005). Die Promotor-Bindung wird durch die hier lokalisierte Histon-

Falte-Domäne (HFD) vermittelt. Zudem verstärkt die Bildung eines TAF4:TAF12-

Proteinkomplexes durch die HFDs von TAF4B und TAF12 die Promotor-Bindung des 

gebildeten Dimers. EMSA (Electrophoretic Mobility Shift Assay)-Studien zeigen, dass der 

Histon-ähnliche TAF-Proteinkomplex dabei DNA-Abschnitte von definierter Länge (70 Bp) 

präferiert (Shao et al., 2005; Gazit et al., 2009). Übereinstimmend damit zeigt der Vergleich 

der Protein-Struktur eines TAF4B- und TAF4 enthaltenden TFIID, dass die Integration von 

TAF4B die Struktur des TFIID verändert. Aus diesem Grund ist nicht vollständig klar, ob die 

Promotor-Spezifität von TAF4B in vivo durch die intrinsische DNA-Bindeaffinität des 

TAF4B-Proteins oder eine alternative Struktur des TAF4B-enthaltenden TFIID-Komplexes 

bedingt wird (Liu et al., 2008). Möglicherweise wird zudem in manchen Zelltypen eine 

TAF4B-Splicevariante exprimiert (Wu et al., 2005). Diese mögliche TAF4B Splicevariante  

wäre C-terminal verkürzt (Abbildung 2). Dementsprechend würde der Variante die TFIID-

Interaktionsdomäne fehlen. Aus diesem Grund wird davon ausgegangen, dass das verkürzte 

TAF4B-Protein zwar an die Zielpromotoren binden könnte, jedoch nicht in den 

Transkriptionskomplex integrieren würde und deswegen die Transkriptions-Initiation des 

Zielgens blockieren könnte (Wu et al., 2005). 

Während der C-Terminus von TAF4B und TAF4 in hohen Maß konserviert ist, zeigt der N-

Terminus der TAF4/4B-Proteine eine starke Divergenz. In diesem Bereich liegen Domänen, 

durch welche TAF4B und TAF4 mit Aktivatoren interagieren. Aufgrund der N-terminalen 

Divergenz interagiert TAF4B im Gegensatz zu TAF4 z. B. mit den Aktivatoren RelA/p65 und 

cRel der NFB-Protein-Familie (Yamit-hezi and Dikstein, 1998). So konnte in 

Zellkulturversuchen aufgezeigt werden, dass TAF4B Stimulus-induziert mit Aktivatoren wie 

RelA interagiert (Yamit-hezi and Dikstein, 1998) und so zelluläre Signale in die 

Transkriptionsinitiation spezifischer Gene integriert (Wolstein et al., 2000; Übersichtsartikel: 

Albright and Tjian, 2000). Damit übereinstimmend bindet TAF4B in Zelllinien mit B-bzw. T-

Zellcharakter an den Promotor von a20 und reguliert die Transkription des Gens durch die 

Interaktion mit RelA (Ainbinder et al., 2002; Silkov et al., 2002) 

Verschiedene Arbeiten zeigen, dass TAF4B teilweise mit TAF4 um die Bindung an 

Promotoren konkurrieren könnte (Mengus et al., 2005). Dabei handelt es sich vermutlich um 
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eine nicht-redundante Bindung von TAF4B oder TAF4, da beide TAFs mit unterschiedlichen 

Transkriptionsaktivatoren interagieren. So wird relativ zu TAF4 die Transkription von 

TAF4B-Zielgenen stark erhöht aufgrund der spezifischen Aktivator-Interaktion mit 

promotorgebundenen TAF4B (Liu et al., 2008).  

Zusammengefasst konnte bis jetzt in Lymphozyten und einigen weiteren Zelltypen gezeigt 

werden, dass TAF4B durch eine spezifische Promotorbindung und Aktivator-Interaktion für 

eine distinkte Gen-Expression notwendig ist. Die regulierte Expression von TAF4B und 

Integration in den TFIID erhöht die transkriptionelle Flexibilität des Transkriptionskomplexes 

auch in der Reaktion auf zelluläre Stimuli. Die bisherigen Daten deuten darauf hin, dass die 

Funktion von TAF4B während der Transkription durch die Promotorbindeaffinität eines 

TAF4B-enthaltenden TFIID reguliert wird, durch die spezifische Interaktion von TAF4B mit 

Transkriptionsaktivatoren, sowie durch das Verhältnis der nukleären Menge von TAF4B im 

Vergleich zu TAF4. 

 

 

2.2 Zellen des adaptiven und angeborenen Immunsystemsystems bilden 

spezifische Funktionen aus   

 

2.2.1 Lymphozyten, Zellen des adaptiven Immunsystems  

 

Die Zellen des Immunsystems werden grundsätzlich in zwei Zweige unterteilt, in Leukozyten 

des adaptiven sowie des angeborenen Immunsystems. Ebenso wie rote Blutkörperchen 

entwickeln sich alle Leukozyten aus hämatopoetischen Stammzellen des Knochenmarks, 

dringen vom Knochenmark in den Blutstrom ein und gelangen hierüber zu den jeweiligen 

Bestimmungsorten. Das adaptive Immunsystem setzt sich aus B- und T-Lymphozyten 

zusammen, welche in der Lage sind, spezifisch auf inflammatorische Stimuli zu reagieren. 

(Janeway et al., 2001)..  

In den Vorläuferzellen der B-Lymphozyten findet während der Differenzierung im 

Knochenmark durch die somatische Rekombination die Bildung spezifischer Immunglobuline 

statt, welche membranständig als B-Zell-Rezeptor (BCR) bezeichnet werden (Lehrbuch: 

Janeway et al., 2001; Schütt and Bröker, 2009). B-Zellen wandern nun in periphere 

Lymphorgane aus und differenzieren hier zu reifen B-Lymphozyten. Werden die 
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antigenspezifischen B-Lymphozyten durch einen Antigen-BCR-Kontakt aktiviert, entwickeln 

sie sich zu Plasma-Zellen, welche proliferieren und die antigenspezifischen Antikörper 

ausschütten, oder zu langlebigen B-Gedächtnis-Zellen (Übersichtsartikel: LeBien and Tedder, 

2008).   

Vorläufer von T-Lymphozyten wandern in das Thymus-Gewebe. Der größte Teil der 

differenzierenden Thymocyten tritt hier aufgrund von Selektionsmechanismen in die 

Apoptose ein, nur ein geringer Teil der Zellen differenziert zu maturen T-Zellen. T-

Lymphozyten bilden ebenfalls durch die somatische Rekombination antigen-spezifische T-

Zell-Rezeptoren (TCRs) aus. Die TCRs bleiben im Gegensatz zu Immunglobulinen der B-

Lymphozyten membranständig. T-Lymphozyten differenzieren im Thymus zu T-

Effektorzellen, d.h. zu cytotoxischen T-Zellen, T-Helferzellen und zahlreichen Subtypen wie 

z.B. regulatorischen T-Zellen (T-Helferzell-Subtyp). Die reifen T-Lymphozyten verlassen 

schließlich den Thymus und treten in den Blutkreislauf ein. Ein spezifischer Kontakt 

zwischen Antigen und TCR bedingt die Proliferation und Aktivierung der T-Zellen was als 

„Priming― bezeichnet wird. Das Priming induziert die Bindung und Zerstörung von Zielzellen 

durch cytotoxische T-Zellen. Aktivierte cytotoxische T-Zellen sezernieren darüber hinaus 

Cytokine wie Interferon  welche u.a. Makrophagen stimulierenelferzellen (TH) 

differenzieren nach dem Priming in TH1 und TH2. TH1 sind ebenfalls in der Lage durch 

Interferon und Zell-Zell-Kontakte Makrophagen zu aktivieren. TH2 sezernieren 

verschiedene Cytokine wie Interleukin (IL)-4 und IL-13 und modulieren so die 

Immunreaktion weiterer Immunzelltypen wie Makrophagen (Übersichtsartikel: Larosa and 

Orange, 2008). Regulatorische T-Zellen exprimieren ebenfalls Faktoren wie IL-10, durch 

welche sie eine immunsuppressive Funktion besitzen und das Ausmaß der Immunreaktion 

regulieren (Übersichtsartikel: Larosa and Orange, 2008; Lehrbuch: Schütt and Bröker, 2009).  

 

 

2.2.2 Die Entwicklung von Monozyten zu Makrophagen und die Reaktion von 

Makrophagen auf pro- oder antiinflammatorische Stimuli  

 

Monozyten stellen Immunzellen des angeborenen Immunsystems dar. Nach der Entwicklung 

aus den hämatopoetischen Stammzellen des Knochenmarks treten auch sie in den 

Blutkreislauf ein (Abbildung 3). Monozyten weisen charakteristische Merkmale auf, wie 

einen nierenförmigen Nukleus, ein geringes Nukleoplasma/Cytoplasma-Verhältnis und die 
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Expression spezifischer Oberflächenmoleküle wie den LPS-Korezeptor CD14. Die im Blut 

vorliegende Monozyten- Population ist heterogen, so bildet ein geringer Anteil der 

Monozyten (etwa 10-20 %) andere Oberflächenrezeptoren und Reaktionen auf Stimuli aus. 

Die funktionellen Unterschiede der Monozyten-Subpopulationen sind jedoch noch unbekannt 

(Übersichtsartikel: Auffray et al., 2009). Monozyten sind in der Lage, an das Blutgefäßepithel 

   

 

Abbildung 3. Schematische Darstellung der Entwicklung von reifen Makrophagen. 

Hämatopoetische Stammzellen wandern aus dem Knochenmark aus und differenzieren zu Monozyten, 

welche im Blut vorliegen. Diese Monozyten adhärieren an das Blutgefäß-Epithel, wandern in Gewebe 

ein und differenzieren hier weiter zu Makrophagen.  

 

zu binden und in das Gewebe einzuwandern. Mit der Adhärenz der fluiden Monozyten an das 

Epithel der Blutgefäße beginnt die Differenzierung der Zellen zu Makrophagen. Nach einer 

einfachen Definition sind Monozyten mit Beginn der Adhärenz Makrophagen. Dabei stellt die 

Adhärenz allein einen Stimulus dar, welcher die Hochregulation der Transkription von 

verschiedenen Genen bedingt (Liu et al., 2008). Die Differenzierung von Monozyten zu 

Makrophagen ist morphologisch u.a. gekennzeichnet durch eine Zunahme des Cytoplasmas 

im Verhältnis zum Nukleoplasma. Zudem induziert die einsetzende Differenzierung die 

Expression verschiedener Transkriptionsfaktoren. Damit einher geht eine Änderung der 

Transkription und Genexpression mit voranschreitender Entwicklung zu reifen Makrophagen 

(Valledor et al., 1998, 2006). Die Reifung der Monozyten zu Makrophagen führt dazu, dass 

Makrophagen verstärkt in der Lage sind Pathogene zu erkennen und abzuwehren (Newman et 

al., 1980; Gessani et al., 1993; MacKenzie et al., 2002). In vitro gelten Makrophagen 

schließlich als vollständig entwickelt, welche für etwa sieben Tage in Kultur gehalten wurden 

(Valledor et al., 2006). 
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Makrophagen stellen Effektor-Zellen des angeborenen Immunsystems dar und reagieren in 

dieser Funktion auf eindringende Pathogene. Zudem sind Makrophagen u.a. in die Reparatur 

von verletztem Gewebe oder in die Gewebe-Homöostase involviert. Makrophagen liegen in 

verschiedensten Geweben wie Leber (Kupffer-Zellen), Hirn und Rückenmark (Microglia-

Zellen), Thymus, Testis und Epidermis (Langerhans-Zellen) vor. Hier sind Makrophagen 

notwendig für inflammatorische Reaktionen sowie für eine Erhaltung der Gewebe-

Homöostase (Übersichtsartikel: Naito et al., 1997; Übersichtsartikel: Cohen et al., 1999; 

Chorro et al., 2009). Im Thymus vorliegende Makrophagen phagozytieren z.B. die zahlreich 

in die Apoptose eintretenden Thymocyten und sind so an der Regulation der Thymus-

Homöostase beteiligt (Surh and Sprent, 1994). Die unterschiedlichen Charakteristika dieser 

Makrophagen-Subpopulationen sind auch durch die Signale des umgebenden Gewebes 

bedingt, z.B. durch verschiedene Cytokine wie dem Makrophagen-Kolonie-stimulierenden 

Faktor (M-CSF; Macrophage-Colony Stimulating Factor) (Übersichtsartikel: Hamilton, 1993; 

Valledor et al., 1998; Auffray et al., 2009). Makrophagen sind demnach in der Lage, bis zu 

einem gewissen Grad ihren Phänotyp plastisch an äußere Umstände anzupassen. Die 

Erkennung der umliegenden Signale des Gewebes führt zur jeweils spezifischen Aktivierung 

von Transkriptionsfaktoren und dadurch zu einer Änderung der Genexpression. 

Rezeptorvermittelt induzieren die Stimuli damit spezifische Makrophagen-Phänotypen, 

welche durch die Expression bestimmter Oberflächenmoleküle und Cytokine gekennzeichnet 

sind.  

Das im Gewebe vorliegende Milieu aus Signalstoffen induziert die Polarisierung zu 

gegensätzlichen Makrophagen-Phänotypen zu (Abbildung 4). Die Wege der Ausbildung und 

Gewebe-Interaktion der verschiedenen Makrophagen-Subtypen ist in vivo noch nicht 

vollständig geklärt. Grundsätzlich werden Makrophagen jedoch in zwei Subpopulationen 

eingeteilt, unter anderem abhängig vom Modus der Aktivierung und der Funktion der Zellen. 

Die klassische Aktivierung von Makrophagen in Reaktion auf Pathogene oder Signalstoffe 

wie IFN oderTNF- (Tumor Necrosis Factor alpha) bedingt die Differenzierung der Zellen 

einen sogenannten M1-Phänotyp (Übersichtsartikel: Rasmussen et al., 2009). M1-

Makrophagen zeigen proinflammatorische Reaktionen und sezernieren z.B. die Cytokine 

TNF- und Interleukin-6 (Übersichtsartikel: Sica et al., 2008). Die aktivierten M1-

Makrophagen verstärken dadurch die Inflammation im betroffenem Gewebe. Zum Beispiel 

führt sezerniertes TNF- zu einer Aktivierung weiterer Immunzellen, welche ebenfalls gegen  
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Abbildung 4. Schematische Darstellung der Signal-induzierten Ausbildung von M1-und-M2-

Makrophagen-Phänotypen. In Reaktion auf Pathogene (rosa) oder auf pathogen-assoziierte Signale 

wie LPS und IFNaus TH1-Zellen wird ein proinflammatorischer M1-Phänotyp ausgebildet. 

Verschiedene Cytokine von TH2-oder Treg-Zellen oder Gewebe-Signale induzieren demgegenüber 

einen M2-Phänotyp, welcher in die Regeneration und Homöostase verschiedener Gewebe (gestrichelte 

Umrandung) durch die Sezernierung von Cytokinen wie zB. TGF involviert ist.  

 

die eindringenden Pathogene und befallenen Wirtszellen vorgehen. Im Gegensatz zur obig 

genannten klassischen M1-Aktivierung, führt die alternative Aktivierung durch verschiedene 

Stimuli zur Ausbildung eines M2-Phänotyps. Zur Differenzierung in M2-Makrophagen 

führen u.a. die Interleukine IL-4, IL-10 und IL-13. Antiinflammatorische M2-Makrophagen 

sind auch in die Gewebe-Homöostase und die Regeneration bei Verletzungen involviert, z.B. 

durch die Sekretion von TGFß (Verreck et al., 2006; Übersichtsartikel: Rodero and 

Khosrotehrani, 2010).  

 

 

2.2.3 Die pro- oder antiinflammatorische Funktion von Makrophagen wird durch 

Stimulus-abhängige Transkriptionsmuster bestimmt 

 

Zellen des angeborenen Immunsystems erkennen konservierte, molekulare Muster 

mikrobieller Pathogene unter anderem durch Toll-ähnliche Rezeptoren (Toll like Receptors; 

TLR). Die Familie der TLRs besteht in Säugetieren aus 13 Mitgliedern, wobei der humane 

TLR11 nicht funktionell zu sein scheint (Übersichtsartikel: Uematsu and Akira, 2006). Zu 

diesen konservierten Mustern zählen u.a. bakterielle Oberflächenmoleküle wie 
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Lipopolysaccharide (LPS; gram
-
 Bakterien) und Peptidoglykan (gram

+
 Bakterien), 

unmethylierte CpG-DNA-Abschnitte aus Bakterien sowie einzelsträngige Virus-RNA 

(Übersichtsartikel: Akira et al., 2006). Durch die Erkennung der pathogenen Muster werden 

Makrophagen proinflammatorisch aktiviert und exprimieren verschiedene Mechanismen der 

Pathogen-Abwehr. So sezernieren aktivierte M1-Makrophagen verschiedenen Cytokine wie 

TNF- und IL-6 und bilden zudem Sauerstoff- bzw. Stickstoffradikale aus, um Pathogene und 

nekrotische Zellen zu zerstören (Übersichtsartikel: Peralta et al., 2007).  

Die Bindung der TLR-Liganden bedingt zudem die Aktivierung von cytoplasmatischen 

Proteinen der NFB (nuclear factor kappa light chain enhancer in B cells)-Familie. Die 

NFB-Familie setzt sich aus fünf DNA-bindenden Untereinheiten zusammen (RelA, RelB, 

cRel, p50, p52), welche spezifische Dimere ausbilden. Die Aktivierung der Makrophagen 

führt zur Phosphorylierung und Degradation von inhibitorischen B-Proteinen (IB), was zur 

Freisetzung der cytoplasmatischen NFB-Dimere und deren Translokation in den Nukleus 

führt (Abbildung 5). Hier binden die nukleären NFB-Untereinheiten wie RelA und cRel als 

Aktivatoren an NFB-Bindestellen in Promotoren zahlreicher Gene, wodurch spezifische 

Transkriptionsmuster initiiert werden (Übersichtsartikel: O’Dea and Hoffmann, 2010). IB-

Proteine werden wiederum resynthetisiert, inhibieren die Aktivität des DNA-gebundenen 

NFB und sequestrieren es zurück in das Cytoplasma. Eine andauernde Stimulation der 

Makrophagen führt so zu einer wiederholten Degradation und Resynthese von IB Dadurch 

bedingt die zyklische Inhibition von NFB eine Oszillation der NFB-Untereinheiten 

zwischen Cytoplasma und Nukleoplasma (Werner et al., 2012). Diese strikt regulierte NFB-

Aktivierung ist essentiell für die Regulation der Transkription während der inflammatorischen 

Reaktion (Übersichtsartikel: Sen and Smale, 2010).   

Abhängig von Stärke und Dauer der Stimulation aktiviert die LPS-Erkennung durch TLR4 

u.a. NFB-RelA, welches in Makrophagen die geringe basale Transkription des Gens a20 

(tnfaip3, tumor necrosis factor alpha induced protein 3; Park et al., 2011; Liang et al., 2012) 

verstärkt und die Transkription von tnf- (tumor necrosis factor alpha) und il6 (interleukin 6) 

induziert (Westra et al., 2004). In Makrophagen inhibiert das A20-Protein wiederum die TNF-

-aktivierte Freisetzung des cytoplasmatischen NFB-Dimers und reguliert auf diesem Weg 

die Reaktion der Zellen auf TNF- (Werner et al., 2012). Die Stimulation durch TNF- kann 

zudem die Apoptose induzieren, welche aber in einigen Zellen durch A20, vermutlich über 

die Regulation von NFB, inhibiert werden kann (Verstrepen et al., 2010). Durch 
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Makrophagen sezerniertes TNF- und IL-6 verstärken autokrin und parakrin die 

Inflammation im betroffenen Gewebe, vor allem durch Aktivierung weiterer Immunzellen des 

adaptiven und angeborenen Immunsystems (Sherry and Cerami, 1988). Diese aktvierten 

Immunzellen bilden ebenfalls Signale aus, welche auf die Makrophagen rückwirken (Fearon 

and Locksley, 1996; Parker et al., 2007). Zum Beispiel sezernieren aktivierte T-Lymphozyten 

IFN, welches die proinflammatorische Reaktion der Makrophagen verstärkt (Schroder et al., 

2004). Proinflammatorische Cytokine wie TNF- oder IFN induzieren in Makrophagen die 

Ausbildung eines proinflammatorischen Phänotyps, u.a. gekennzeichnet durch die verstärkte 

Expression des CD14-Rezeptors und verschiedener proinflammatorischer Cytokine, einer 

verstärkten Phagocytose von mikrobiellen Pathogenen und verstärkten Präsentation 

pathogener Antigene (Martinez et al., 2009; Mantovani et al., 2004). So bildet sich ein 

Signalnetzwerk zwischen den Zellen des inflammatorischen Gewebes, welches die 

Inflammations-Reaktion verstärkt oder nach erfolgreicher Abwehr der Pathogene beendet. 

 Neben einer Funktion als Effektorzellen des angeborenen Immunsystems, stellen 

Makrophagen zudem Mediatoren verschiedener Cytokin-und Chemokin-Signale in der 

Gewebehomöostase dar (Gordon and Martinez, 2010). Dadurch sind Makrophagen z.B. an der 

Wundheilung und in Muskelwachstum und -Regeneration beteiligt (Martinez et al., 2009; 

Rodero and Khosrotehrani, 2010; Deng et al., 2012). Neuere Arbeiten zeigen, dass Stimuli 

wie IL-4, IL-10 und IL-13 die Entwicklung zu M2-Markophagen bedingen. Diese 

Interleukine werden hauptsächlich durch TH2 und regulatorische T-Zellen sezerniert (siehe 

Absatz 2.2.1, Seite 13) und bedingen einen Makrophagen-Phänotyp, welcher eher 

modulierend oder supprimierend auf proinflammatorische-Reaktionen wirkt. Eine 

antiinflammatorische Stimulation von Makrophagen führt damit durch die Internalisierung 

oder dem Ausschluss von Transkriptionsfaktoren aus den Nukleus zu distinkten 

Transkriptionsmustern (Mantovani et al., 2004; Martinez et al., 2009). So inhibiert die 

Stimulation der Makrophagen durch IL-4, IL-10 und IL-13 die nukleäre Lokalisation von 

RelA wodurch die Expression proinflammatorischer Gene wie tnf- und il6 blockiert wird. 

Stattdessen aktivieren IL-4 und IL-13 den Aktivator STAT6, welcher notwendig ist für die 

Transkription verschiedene M2-typischer Gene (Biswas and Mantovani, 2010). So wird in 

M2-Makrophagen u.a. die Expression antiinflammatorischer Cytokine wie TGFß und IL-10 

aktiviert (Sica et al., 2008; Martinez et al., 2009). Durch die Sezernierung der verschiedenen 

Cytokine tragen M2-Makrophagen zum Beispiel in verletztem Gewebe zur Proliferation von 

Zellen sowie der Angiogenese und Geweberegeneration bei (Lovren et al., 2010). 
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Abbildung 5. Schematische Darstellung der LPS-induzierten NFB-Aktivierung mit folgender 

Transkription von a20, interleukin 6 (il6) und tumor necrosis factor alpha (tnf-) in 

proinflammatorischen Makrophagen. LPS-induziertes TNF- bedingt autokrin die Transkription 

von il6 und verstärkt die Transkription von a20. Cytoplasmisches A20 inhibiert die  NFB-

Aktivierung und damit die TNF--vermittelte Transkriptionsinduktion. 

 

Das umgebende Signal-Mikromilieu kann auch dazu führen, dass Makrophagen 

Krankheitsbilder verstärken. In Tumorgewebe induziert die Sezernierung von IL-4, IL-10 und 

IL-13 die Ausbildung antiinflammatorischer M2-Makrophagen und führt dadurch u.a. zur 

Expression des immunsuppresiven Wachstumsfaktors TGFß durch Makrophagen (Martinez et 

al., 2009). Sollten Makrophagen unter normalen Bedingungen Krebszellen attackieren, 

scheinen die Tumor-assoziierten M2-Makrophagen nicht gegen den Tumor gerichtet zu sein. 

Vielmehr stehen diese antiinflammatorischen Makrophagen im Verdacht, durch Ausschüttung 

von Cytokinen die Angiogenese, Zellproliferation und damit die Progression des Tumors 

weiter zu unterstützen (Sica et al., 2008).  
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3. Fragestellung 

 

Die beschriebenen Funktionen von TAF4B in unterschiedlichen Zelltypen machen es zu 

einem interessanten Faktor, um die Regulation der Transkription durch Paraloge der basalen 

Transkriptionsfaktoren besser zu verstehen. Neuere Versuche deuten darauf hin, dass TAF4B 

nicht alleinig durch eine Promotorbindespezifität reguliert wird. Die Aktivierung der 

transkriptionellen Funktion von TAF4B scheint teilweise signalinduziert und zudem 

beeinflusst durch die Menge von nukleären TAF4B zu sein. Jedoch ist nicht klar, durch 

welche Mechanismen diese Aktivierung eingeleitet wird. Zudem wurde die direkte 

Promotorbindung von TAF4B lediglich in vitro, durch eine ektopische Inhibition des 

ubiquitären TAF4 oder in Krebszelllinien mit B- bzw. T-Zellcharakter aufgezeigt. Diese 

Versuche können damit artifizielle Ergebnisse erbracht haben, weswegen primäre Zellen 

grundsätzlich ein zu bevorzugendes Zellsystem darstellen. Durch die starke Differenzierung 

von primären Monozyten zu reifen Makrophagen sowie die Reaktivität der Zellen auf 

verschiedenste Stimuli ist es möglich das Verhalten des Transkriptionsfaktors in teilweise gut 

bekannten Parametern zu bestimmen. Zudem ist es möglich, durch verschiedene Stimuli die 

weitere Ausbildung distinkter Makrophagen-Phänotypen zu induzieren. Verschiedene der 

gezeigten TAF4B-Interaktionspartner wie RelA oder c-Jun werden ebenfalls in Makrophagen 

exprimiert. Zudem transkribieren Makrophagen bekanntermaßen verschiedene der bisher in 

Krebszelllinien gezeigten TAF4B-Zielgene, wie a20, integrin6 und c-jun teilweise während 

der Differenzierung der Makrophagen oder nach einer distinkten Stimulation.  

Eine transkriptionsregulatorische Funktion von TAF4B wurde bis jetzt in Zellen des 

adaptiven Immunsystems aufgezeigt. In dieser Arbeit soll eingangs bestimmt werden, ob 

TAF4B und TAF4 in Makrophagen, Zellen des angeborenen Immunsystems exprimiert 

werden. Zudem soll untersucht werden, inwieweit die gut untersuchten Signalwege 

stimulierter Makrophagen eine Auswirkung auf die Funktion von TAF4B haben. Welche 

Faktoren könnten eine Auswirkung auf die nukleäre Anreicherung von TAF4B besitzen?         

Während Krebszelllinien bekanntermaßen eine fehlregulierte Transkription aufweisen, gilt 

dies nicht für primäre Zellen. Die Bindung von putativen Zielgenen durch endogenes TAF4B 

sollen aus diesem Grund in primären Makrophagen aufgezeigt werden. Können 

möglicherweise Hinweise auf die Art der Zielgenspezifität von TAF4B gefunden werden?  
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4. Material und Methoden 

4.1 Abkürzungen 

 

ChIP= Chromatin-Immunpräzipitation  

Bp= Basenpaare 

BSA= Rinder-Serumalbumin 

IF= Immunofluoreszenz 

H2Obd= Doppelt destiliertes Wasser 

kBp= 1000 Basenpaare 

MP= Milchpulver 

PBMCs (Peripherial blood mononuclear cells)= Mononukleäre Zellen des peripheren Blutes, 

d.h. dendritische Zellen, Granulozyten, Lymphozyten, Monozyten und Makrophagen. 

PBSdef= PBS (Phosphat Buffered Saline) ohne Ca
2+

/Mg
2+ 

(PAA; H15-002) 

PBS
++

= PBS mit Ca
2+

/Mg2; PAA (H15-001) 

PCR= Polymerase-Ketten-Reaktion 

rpm= Rounds per minute   

WB= Western-Blot 

 

4.2 Geräte und Materialien  

 

BD FACSCalibur Flow Cytometer: 4-Color; BDBiosciences; 342975 

Biofuge pico; Heraeus Instruments  

Biofuge fresco; Heraeus Instruments  

Biometra UVsolo; Mitsubishi  

Block-Heater H250;Roth  

Entwickler CURIX 60; AGFA  

Fast Optical 96 Well Reaction-Plate with Barcode (0,1 ml); Applied Biosystems; 4346906 

Fluoreszenzmikroskop Axioplan2 imaging; Zeiss  

Hyperfilm ECL 18x24cm; GE Healthcare; 28906837 

Inkubator HERA cell; Heraeus Instruments  

Megafuge 1.0R; Heraeus Instruments  

Mikroskop-CKX41; Olympus  
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Mini Tank Blot Cell; BioRad  

Personal Cycler; Biometra  

Petrischalen 92x16cm (ohne Nocken); Sarstedt; 821472001 

Sonifier W-250D Microtip: MAX. 70 % Amplitude; Branson  

Photometer Biomate 3; Thermo Fisher Scientific   

ULTRAFREE-MC, Durapore PVDF 0,45µm; Millipore; UFC30HV25 

Zentrifuge J2-21 M/E    Beckmann Culture GmbH 

24-Well-Platten; Sarstedt; 83.1836 

7500 Fast Real-Time PCR System; Applied Biosystems 

 

4.3 Kits, Enzyme, Marker 

 

Accu Prime Taq Hifi; Invitrogen; 12346-086 

AMAXA Human Macrophage Nucleofector Kit; Dharmacon/Thermofisher; VAPA-1008 

High Fidelity Taq; Invitrogen; 11304-011  

Omniscript RT Kit; Qiagen; 205111 

One Step RT-PCR Kit; Quiagen; 210210 

PageRuler Prestained Protein ladder; Fermentas; SM0671 

Proteinase K; Fermentas; E00491  

Protein GPlus ProteinA Suspension; Calbiochem; IP05 

Power SYBR Green PCR Mix; Applied Biosystems; 4367659 

Qiaquick PCR Purification Kit; Qiagen; 28104 

Rapid Step ECL Reagent; Calbiochem; 345818 

RNAeasy Mini; Qiagen; 74104 

RNAse; Roche; 11119915001 

RNAse free DNA Set; Quiagen; 79254 

Velocity Taq; Bioline; BIO-21098 

2-log DNA ladder; BioLabs; N3200L 

 

4.4 Chemikalien, Lösungen und Zellkulturreagenzien 

 

Bovines Serum Albumin (BSA); Sigma Aldrich; A9418-10G  
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CHAPS; Sigma Aldrich; C3023-1G 

Fetale Bovine Serum (FBS); PAA; A15-101   

Fluoromount G; Southern Biotech; 0100-01 

Formaldehyd (37%); Sigma; 25,254-9 

Humanes AB-Serum; PAA; C11-021 

Interleukin 4 (human); PeproTech; 200-04 

Interleukin 10 (human); PeproTech; 200-100 

Interleukin 13 (human);PeproTech; 

L-Glutamine; Biochrom; KG:K0202 

Lipopolysaccharide (LPS); 

LSM 1077; PAA; J11-004 

MEM Vitamins; Gibco; 11120-37 

Natrium Pyruvat; Gibco; 11360-039 

Normal Goat Serum (NGS); Vector Laboratories; S-1000  

PBS (Phosphat Buffered Saline) ohne Ca
2+

/Mg2; PAA; H15-002 

PBS mit Ca
2+

/Mg2; PAA; H15-001 

Penicillin-Streptomycin; Gibco; 15140-122 

PMA; Calbiochem; P8139 Sigma   

RPMI1640; PAA; E15-041 

Serum Albumin Fraktion V; Roth; 8076.3 

TRITON X100; Roth; 3051.2 

TRIZOL-Reagenz; ; 15596-026 

TWEEN20; Roth; 9127.2  

2-Mercaptoethanol; Gibco; 31350-010 

 

Allgemeine Pufferlösungen: 

 

PBS: 

137 mM NaCl 

2,7 mM KCl 

10 mM Na2HPO4  

2 mM KH2PO4 

TBS (Tris Buffered Saline): 

10 mM TRIS 

150 mM NaCl  

 

TBSTT: 

TBS  

+ 0,05 % Tween 20 

+ 0,2 % Triton X-100 
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4.5 Antikörper, IgGs  

Tabelle 1. Primäre Antikörper 

Antikörper Herkunft Artikelnummer/ 

Referenz 

Eingesetzte Verdünnung 

anti aktive RNA 

Polymerase II 

 

Maus Covance; MMS-

134R; Klon H14 

IF 1:75 

anti Aktin 

 

Kaninchen SantaCruz;  

sc-1616R 

WB: 1:5000 (5% BSA) 

anti CD14 FITC 

gekoppelt 

 

Maus SantaCruz;  

sc-1182 

Durchflusszytometrie: 5µl/ 

1ml Pufferlösung 

anti c-Rel 

 

Kaninchen SantaCruz; 

sc-71 

Freundlicherweise 

zur Verfügung 

gestellt von Dr. 

Alexander 

Visekruna 

IF: 1:300 

ChIP: 4µg/IP 

anti Histone H3 

 

Kaninchen ABCAM; ab1791 ChIP: 4µg/IP 

anti Fibrillarin 

 

Maus Antikörper-

Online; 

ABIN398380 

IF: 1:250 

anti Kaninchen- 

Immunglobuline 

 

Kaninchen ABCAM; 

ab46540 

ChIP: 4µg/IP 

IF: 1:500 

anti LaminA/C 

 

Kaninchen Cell Signaling; 

2032 

WB: 1:1000 (5 % MP) 

anti RelA 

 

Kaninchen SantaCruz; sc-372 ChIP: 4µg/IP  

IF: 1:500 

WB: 1:1000 (5% BSA) 
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anti TAF4 

 

Maus SantaCruz; 

sc-736 

IF: 1:300 

anti TAF4B1536 

 

Kaninchen Freundlicherweise 

zur Verfügung 

gestellt von R. 

Dikstein (Dikstein 

et al., 1996)  

ChIP: 3µl/IP  

IF: 1:1000 

WB: 1:2000(5%MP) 

 

anti TAF4B1537 

 

Kaninchen Siehe 

-TAF4B1536 

 

WB: 1:1000 (5% MP) 

 

 

Tabelle 2. Sekundäre Antikörper 

Antikörper Herkunft Artikelnummer/ 

Referenz 

Eingesetzte 

Verdünnung 

Cy3 anti Kaninchen   IF: 1:200 

Cy2 anti Maus   IF: 1:100 

anti Kaninchen 

Peroxidase gekoppelt 

  WB: 1:5000 

anti Maus Peroxidase 

gekoppelt 

  WB: 1:1000 

 

 

 

4.6 OIigonukleotide 

 

Tabelle 3. Oligonukleotide 

Name Sequenz 5‘-3‘ 

a20ChIPfw.1 CAGCCCGACCCAGAGAGTCAC 

a20ChIPrev.1 CGGGCTCCAAGCTCGCTT 
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a20RTfw.1 TGGAAAGCCAGAAGAAACTCA 

a20RTrev.1 CGCCTTCCTCAGTACCAAGT 

a20_3’UTRChIPfw.1 AACTGGCAAGGGATGATGTC 

a20_3’UTRChIPrev.1 CACGCGACTTGTGTGTCTTT 

il6RTfw.1 GAAAGCAGCAAAGAGGCACT 

il6RTrev.1 TTTCACCAGGCAAGTCTCCT 

Oligo-dt TTTTTTTTTTTTTTT (15 x T) 

RTtaf4fw.1 GCCACGGAAACTATGGAAAA 

RTtaf4rev.1 TGCACGAGCTCTTTCACATT 

taf4BflvarRTfw.1 GCAAATTACTCTGCCTGGAAA 

taf4BflRTrev.1 CATCCTCATCTCGGAAGCAT 

taf4BvarRTrev.1 AAGTAGACCGGAAGCATGATGT 

taf4BRTfw.1 CCACAGGCAGTTCAAGTCAA 

taf4BRTrev.1 TTCACTGGCATCGTCTTCTG 

tnf-aaChIPfw.1 CGCTGGTTGAATGATTCTTTCC 

tnf-aaChIPrev.1 GCTGGTCCTCTGCTGTCCTT 

tnf-aaRTfw.1 AGCCCATGTTGTAGCAAACC 

tnf-aaRTrev.1 TGAGGTACAGGCCCTCTGAT 

XS13MenschMausfw TGGGCAAGAACACCATGATG 

XS13MenschMausrev AGTTTCTCCAGAGCTGGGTTGT 

 

 

 

4.7 Zellkulturmethoden 

 

4.7.1 Zellkulturmedien  

 

Medium für humane, primäre Monozyten bzw. Macrophagen: 

RPMI 1640 (ohne Glutamin) 

+ Hepes (im Medium enthalten) 
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+ 2 mM L-Glutamine (200 mM) 

+ 100 U/ml Penicillin  (5 ml aus 10000 Units/ 10 mg/ml, PAA), 100 µg/ml Streptomycin (5  

ml aus 10000 Units/ 10 mg/ml, PAA) 

+ 5 ml Aminosäuren (100x, PAA) 

+ 5 ml Natriumpyruvat (100mM)  

 

4.7.2 qIsolation, Kultivierung und Stimulation von primären humanen Monozyten  

 

Für die Aufreinigung von humanen primären Monozyten wurde in dieser Arbeit Buffy coats 

der Blutspendebank Gießen verwendet. Die Zellen wurden während des gesamten Ablaufs auf 

Eis gehalten. Zudem wurde während der Aufreinigung und Kultivierung der Monozyten bzw. 

Makrophagen strikt darauf geachtet, eine mögliche Kontamination der Zellen zu vermeiden. 

Ein Buffy coat stellt eine Blutfraktion dar, in welcher weiße Blutkörperchen und 

Blutblättchen angereichert sind. In einem ersten Aufreinigungsschritt wurden PBMCs 

(peripherial blood mononuclear cells) über einen Ficoll (LSM1077) -Gradienten aus dem 

Buffy coat aufgereinigt. PBMCs sind eine Blutzellpopulation bestehend aus  B-und T- 

Lymphozyten, Granulozyten, dendritischen Zellen und Monozyten. Aus den erhaltenen 

PBMCs wurden anschließend durch das Elutrations-Verfahren Monozyten isoliert (Yasaka et 

al., 1981).  

Für die Aufreinigung der PBMCs durch einen Ficoll-Gradienten (Amersham Biosciences 

Handbook, „Ficoll-Paque PLUS For in vitro isolation of lymphocytes―, 2001) wurde der 

Buffy coat ( ca. 65-70ml) auf drei 50 ml-Falcon-Gefäße aufgeteilt, in welche jeweils 20 ml- 

Ficoll vorgelegt wurden. Es wurde darauf geachtet, dass der Buffy coat auf das Ficoll 

geschichtet wurde ohne sich mit diesem zu vermischen.  Anschließend wurde der Ansatz für  

30 min. bei 21°C und 600-700 x G, ohne Bremse zentrifugiert. Die angegebene 

Beschleunigung  muss dabei auf die Ficoll-Buffy coat-Grenzfläche wirken. Hierfür wurde der 

Radius zwischen Zentrifugen-Zentrum und Ficoll-Buffy-Grenzfläche ausgemessen und 

abhängig vom Zentrifugentyp die notwendige Umdrehungsgeschwindigkeit errechnet. Nach 

der Zentrifugation wurde das überstehende Plasma soweit wie möglich abgenommen und der  

entstandene Leukozyten-Ring in 50ml PBS (ohne Ca
2+

/Mg
2+

, eiskalt) vorsichtig 

resuspendiert. Anschließend wurden die Leukozyten zentrifugiert (200-250xG, 4°C, 10min., 

ohne Bremse), nochmals in 50ml PBS (ohne Ca
2+

/Mg2, eiskalt) gewaschen und zentrifugiert. 

Das Leukozytenpellet wurde dann in 30 ml PBS (ohne Ca
2+

/Mg2, eiskalt) gelöst und darauf 
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folgend elutriert. Für die Elutriation der Monozyten aus PBMCs wurde der Elutriator am 

Vortag mit 500 ml sterilem H2Obd gespült. Währenddessen wurde der Elutriator kurz 

angeschaltet um das System auf eventuelle Lecks während der Zentrifugation zu überprüfen.  

Ein Schema des Elutriationssystems ist im Anhang zu finden (siehe Abbildung 25). Im 

Anschluss wurde der Elutriator mit 250 ml Wasserstoffperoxid-Lösung (6 % in sterilen 

H2Obd) gespült und für 30- 45 min. inkubiert. Folgend wurde das System wiederum mit 

500 ml H2Obd gespült und geeicht. Für die Kalibrierung wurde steriles H2Obd in das 

Elutriationssystem eingepumpt. Bei konstanten 3000 rpm wurde die Pumpleistung bestimmt 

welche notwendig war um 27,5 ml/min durch das System zu pumpen. Diese Pumpleistung 

wurde im Elutriationsprotokoll vermerkt und stellt den letzten Elutriationsschritt dar, siehe 

Tabelle 4 („Kalibrier-Schritt―). Am folgenden Tag wurden die PBMCs, welche durch den 

Ficoll-Gradienten isoliert wurden, in die Elutriations-Kammer des Rotors gepumpt. 

Nachfolgend wurden sie mit konstanter Geschwindigkeit (3000 rpm) des Elutriators bei 

steigender Pumpleistung der Pumpe elutriert.   

 

Tabelle 4 Beispiel eines Elutriationsprotokolls 

Pumpleistung (Potentiometeranzeige) Zeit/ Schritt (min.) 

100 Hier PBMCs einziehen und weitere 

15 min. elutrieren 

200 5  

250 5 

300 4 

350 4 

450 3 

480 3 

500 3 

510 3 
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520 4 (Kalibrier-Schritt) 

660 Rotor ausschalten und 100 ml des 

Elutriats auffangen  

 

Das in Tabelle 4 dargestellte Elutriationsprotokoll stellt ein Beispiel dar. Durch die 

Erschlaffung der Schläuche im System muss der Eichschitt und damit nach einiger Zeit das 

komplette Protokoll neu angepasst werden. Bei einem Neueinbau von Schläuchen wurde von 

Herrn Andreas Kaufmann (AG Bauer BMFZ) zudem ein vollständig neues 

Elutriationsprotokoll erstellt. Die Monozyten wurden nach der Elutriation bei 1200 rpm, 

10 min., 4 °C zentrifugiert und in 10 ml eiskaltem PBSdef. resuspendiert. Nach Bestimmung 

der Zellzahl wurde weitergehend die Reinheit der Monozyten bestimmt  (siehe Abschnitt 

4.7.4 Durchflusszytometrie) und die Zellen nachfolgend kultiviert. 

 

 

4.7.3 Kultivierung und Stimulation von primären humanen Monozyten bzw. 

Makrophagen 

 

Die isolierten Monozyten wurden in RPMI-Medium + 2 % humanes AB Serum 

aufgenommen und abhängig von der Fläche ausgesät. Hierzu wurden pro Well einer 24-Well-

Platte 0,5 x 10
6
 Zellen in 0,5 ml Medium auf Deckgläschen  und 10 x 10

6
 Zellen in 10 ml 

Medium / Ø 10 cm Petrischale ausgesät. Nach 1 Stunde wurde das Medium vollständig 

abgenommen und frisches RPMI + 5 %  humanes AB Serum auf die mehrheitlich adhärenten 

Zellen gegeben. Nach fünf Tagen wurde die Hälfte des Mediums abgenommen und durch 

frisches PPMI (+ 5 % humanes AB Serum) ersetzt.  

 

Die Makrophagen wurden zudem mit verschiedenen Stimuli behandelt. Mit bakteriellen 

Lipopolysacchariden (LPS, 100ng/ml), Interferon gamma (IFN ng/ml), Interleukin-4, 10 

oder 13 (jeweils 20ng/ml). Die Stimuli wurden in Medium verdünnt, zu den definierten 

Endkonzentration in die kultivierten Zellen getropft und die Zellen kurz geschwenkt. Nach 

der jeweiligen Stimulationsdauer wurden die Zellen weiter verwendet.  
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4.7.4 Durchflusszytometrie  

 

In der Durchflusszytometrie werden Zellen hintereinander in einem Flüssigkeitsstrom an 

einem Laserstrahl vorbeigepumpt, so dass auf diese Weise Größe, Form und Granularität der 

Zellen gemessen werden kann. Sind die Zellen Fluoreszenz-markiert kann auch diese 

Markierung spezifisch detektiert werden. Zudem kann mit dieser Methode die Reinheit einer 

Zellpopulation bestimmt werden. Da jeder Zelltyp der heterogenen PBMC-Zellpopulation 

eine spezifische Morphologie und Oberflächenmolekülspektrum besitzt war es mittels  

Durchflusszytometrie möglich die Reinheit der isolierten Monozyten zu bestimmen. Hierfür 

wurden elutrierte Monozyten mit anti-CD14-FITC gekoppelten Antikörper inkubiert. Im 

Vergleich zu anderen PBMCs exprimieren Monozyten und Makrophagen den CD14-Rezeptor 

stark angereichert auf der Zelloberfläche, was es ermöglicht  Monozyten spezifisch für die 

Durchflusszytometrie fluoreszent zu markieren (Paulnock, 2006). Ein stellvertretendes 

Beispiel für die Auswertung einer Analyse der Durchflusszytometrie ist in Abbildung 6 

dargestellt.  

 

Abbildung 6. Beispiel der Auswertung einer Durchflusszytometrie humaner primärer 

Monozyten. A) Streudiagramm der gesamten elutrierten Zellpopulation, ohne Darstellung der 

spezifischen Fluoreszenz des verwendeten CD-14-Antikörpers, nach Granularität (SSC-High) und 

Zellgröße (FSC-High) der Zellen. B) Streudiagramm der CD-14-positiven Zellpopulation (grün) in der 

gesamten elutrierten Zellpopulation (rot). C) Vergleichende Darstellung der Stärke des gemessenen 

Fluoreszenzwertes (FL1H-CD14-FITC) der gesamten gemessen Ereignisse (% of max) elutrierter 

Zellen welche nicht mit dem CD-14-Antikörper behandelt wurden (rot) und der CD-14-Antikörper-

behandelten Zellen (grün) derselben elutrierten Zellpopulation, zum Aufzeigen des spezifischen CD-

14-Antikörpersignals. 84, 74 % der Zellen dieser elurtrierten Zellpopulation waren CD14-positiv.       

 

 Für die Durchführung der Durchflusszytometri zure CD-14-Markierung der Monozyten 

wurden 0,5 x 10
6
 Zellen einmal in 1 ml FACS-Buffer (2 % FBS+2 mM EDTA in PBSdef, 
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eiskalt) gewaschen und mit 2000 rpm (Tischzentrifuge) bei 4 °C, 5 min. abzentrifugiert. 

Folgend wurden die Zellen in 1 ml FACS-Puffer + 5 µl anti CD14-FITC resuspendiert und für 

20 min. abgedunkelt bei  4 °C inkubiert. Danach wurden die Zellen nochmals in 1 ml FACS-

Puffer gewaschen, in 500 µl FACS-Puffer gelöst und für die Durchflusszytometrie verwendet. 

Als Negativ-Kontrolle für die Fluoreszenz-Messung wurden Zellen parallel ohne CD14-

FITC-Antikörper behandelt. 

 

 

4.8 Molekularbiologische Methoden 

 

4.8.1 RNA-Isolierung 

 

Für die Isolation von Gesamt-RNA wurde das RNAesy-Kit von Quiagen nach 

Herstellerangaben verwendet. Um eine eventuelle DNA-Kontamination auszuschließen wurde 

zudem ein Verdau mit RNAse-freier DNAse (Quiagen) nach Herstellerangaben durchgeführt. 

Alle Zentrifugationschritte der RNA-Isolation fanden bei 10000 rpm (Tischzentrifuge) statt. 

Schwimmende Zellen (PBMCs und Monozyten) wurden dreimal in eiskaltem PBSdef 

gewaschen, jeweils mit 2000 rpm, 5 min. bei 4 °C mit abzentrifugiert und dann abhängig von 

der Zellzahl in RLT-Puffer aufgenommen (siehe RNAesys-Protokoll). Adhärente Zellen 

wurden auf der Petrischale mit PBSdef gewaschen und dann direkt in RLT-Puffer 

aufgenommen. Die lysierten Zellen wurden auf Eis mit einer 0,7 mm-Syringenadel 

resuspendiert. Die isolierte RNA wurde zuletzt zweimal 1 min. in 30 µl RNAse-freiem 

H2Oeluiert. Die RNA wurde bei - 80 °C gelagert. 

 

 

4.8.2 Synthese von cDNA aus RNA 

 

Für die Synthese von copy DNA (cDNA) wurde das Omniscript-Kit (Quiagen) mit Oligo-dT-

Primern nach Herstellerangaben verwendet. Es wurden 200 – 1000 ng Gesamt-RNA für die 

Synthese-Reaktion eingesetzt. Zur Auflösung komplexer RNA-Strukturen wurde vor der 

cDNA-Synthese die verwendete RNA für 5 min. bei 65 °C erhitzt.  
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4.8.3 Protein-Extraktion 

 

RIPA-Lyse-Puffer 

50 mM TRIS-HCl pH 7,8 

150 mM NaCl 

1 % NP40 

0,1 % Sodiumdodecylsulfat (SDS) 

0,5 % Natrium-Deoxycholat 

1 mM Dithiothreitol DTT (Zugabe kurz vor Verwendung) 

1:100 Proteinase Inhibitor Cocktail (7fach Stammlösgung) (Zugabe kurz vor Verwendung) 

1 mM  Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) (Zugabe kurz vor Verwendung) 

 

Für die Extraktion von Gesamtprotein aus Monozyten bzw. Makrophagen wurde 1 ml 

eiskalter RIPA-Lysepuffer pro 10 x 10
6
 Zellen eingesetzt (Proteinase Inhibitor Mix 1:100, 

1 mM PMSF 1 mM DTT wurden vorher frisch zugegeben). Schwimmende Zellen (PBMCs, 

Monozyten) wurden zweimal in eiskaltem PBSdef gewaschen und anschließend in RIPA-

Puffer resuspendiert. Adhärente Zellen wurden ebenfalls zweimal in eiskaltem PBSdef 

gewaschen, in RIPA-Puffer abgeschabt und anschließend resuspendiert. Die Zellen wurden 

daraufhin entweder für 30 min. bei 4 °C rotiert oder auf Eis alle 10 min. resuspendiert. Nach 

der Zelllyse wurde der Zelldebris bei 13000 rpm, 4 °C, für 15 min. abzentrifugiert und die 

Protein-Konzentration des Überstandes durch die Bradford-Methode bestimmt (Bradford, 

1976).   

 

 

4.8.4 Cytoplasma-Nukleoplasma-Fraktionierung 

 

Puffer A1 

10 mM Hepes-KOH pH 7,9 

10 mM KCl 

1,5 mM MgCl2 

Puffer B 

20 mM Hepe-KOH pH 7,9 

400 mM NaCl 

1,5 mM MgCl2 
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0,5 mM DTT 

0,04 % NP-40 

 

Puffer A2 

Puffer A1, ohne NP-40 

0,5 mM DTT 

0,2 mM EDTA 

0,5 % NP-40 

2 mM Na3VO4 

150 mM Natriumfluorid 

 

Proteinase-Inhibitor-Cocktail (7 fach Stammlösung) 1:100 und 1 mM PMSF wurden kurz vor 

der Verwendung in jeden Puffer zugegeben. Für die Fraktionierung des Zyto- und 

Nukleoplasmas wurden die Zellen zweimal auf der Petrischale mit eiskaltem PBSdef 

gewaschen. Die Zellen einer Petrischale wurden dann mit einem Zellkratzer direkt in 180 µl 

A1 gekratzt (eiskalt) und fünf Minuten auf Eis inkubiert. Während der Inkubationszeit wurden 

die Zellen einmal angeschnippt. Folgend wurden die Zellen mit 2000 rpm (Tischzentrifuge), 

fünf Minuten bei 4 °C zentrifugiert. Der Überstand, der die Zytoplasma-Fraktion enthält, 

wurde abgenommen und auf Eis gelagert. Das Pellet wurde vorsichtig in 500 µl A2 

resuspendiert, erneut abzentrifugiert (2000 rpm, 4 °C, 5 min.) und in 360 µl Puffer B 

resuspendiert. Zur Nuklei-Lyse wurde der Ansatz nun 20 min. bei 4 °C, rotierend inkubiert 

und dann mit 13000 rpm bei4 °C für 7 min. abzentrifugiert. Der Überstand enthielt die 

nukleäre Fraktion und wurde zusammen mit der cytoplasmatischen Fraktion bei - 20 °C oder -

 80 °C (Langzeitlagerung) gelagert.  

Der spezifische Proteinnachweis in den einzelnen Zellplasmafraktionen wurde durch einen 

Western-Blot durchgeführt. Hierfür wurden die Antikörper gegen TAF4B und RelA 

gemeinsam inkubiert (siehe „Proteindetektion durch Western-Blot―, Seite 36). Vor der 

nachfolgenden Immundetektion von Lamin bzw. Tubulin wurde die Western-Blot-Membran 

gestrippt.    

 

4.8.5 Quantitative Echtzeit-PCR (qRT-PCRs) und statistische Auswertung 

 

Zur Quantifizierung der relativen Menge spezifischer Transkripte aus cDNA (siehe Abschnitt 

4.8.2) oder zur Quantifizierung der Anreicherung spezifischer DNA-Abschnitte in ChIPs 

(siehe Abschnitt 4.8.8) wurden quantitative Echtzeit-PCRs durchgeführt (qRT-PCRs). Der 

fluoreszierende Farbstoff bindet in jeder Polymerisationsphase eines PCR-Zyklus 

ausschließlich an neu amplifizierte doppeltsträngige DNA (dsDNA)- Fragmente. Während der 

exponentiellen Phase der PCR, kann so die relative Menge an Amplikons im Bezug auf eine 
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Referenz bestimmt werden. Für die qRT-PCR wurde ein kommerziell erhältlicher Reaktions-

Ansatz (POWER SYBR Green; Applied Biosystems) in einem „7500 Fast Real-Time PCR 

System― (Applied Biosystems) verwendet. Das verwendete qRT-PCR-Programm ist in 

Tabelle 5 dargestellt: 

 

Tabelle 5. Programm des qRT-PCR-Gerätes (Standard 7500-Modus) 

Stadium Wiederholung Temperatur Zeit Rampen- 

Rate 

1 1 50.0 °C 02:00 100 

2 1 95.0 °C 10:00 100 

3 40 95.0 °C 00:15 100 

  60.0 °C 01:00 100 

4 

(Dissociation) 

1 95.0 °C 00:15 Auto 

  60.0 °C 01:00 Auto 

  95.0 °C 00:15 Auto 

  60.0 °C 00:15 Auto 

 

PCR-Reaktionsansatz: 

10 µl 2xPOWER SYBR GREEN 

3,64 µl H2Obd  

0,18 µl Primer (10 mM)  

0,18 µl Primer (10 mM) 

14 µl 

+ 6 µl cDNA (1:20 bis 1:60 in H2Obd) 

 

In qRT-PCRs zur Detektion von Transkripten in cDNA wurde xs13 als Referenz-Transkript 

verwendet. Die Anreicherung spezifischer DNA-Abschnitte in ChIPs wurde relativ im 

Verhältnis zum jeweiligen Input-Material berechnet. Berechnung des Ct und des 

Umkehrwertes:  



Ct = Ct 
Spezifische Immunopräzipitation

- Ct 
Eingangsmaterial 1:10
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Relatives Menge der präzipitierten DNA = 1/(2 
Ct

) 

 

Für die Auswertung der qRT-PCR wurde jedes Zieltranskript bzw. jeder Ziel-DNA-Abschnitt 

pro Versuchsbedingung in mindestens drei unabhängigen Versuchen nachgewiesen, wobei 

jede PCR als Triplikat durchgeführt wurde und hier der Mittelwert für die Auswertung 

verwendet wurde. Die jeweilige Standartabweichung wurde in Excel automatisch durch die 

folgende Formel berechnet:  

 

 

 

 

 

4.8.6 Proteindetektion durch Western-Blot 

 

Um spezifisch Proteine in Proteinextrakten aus gesamten Zellen oder 

Zellplasmafraktionierungen zu detektieren, wurden diese über die SDS-Polyacrylamid-

Gelelektrophorese aufgetrennt (Laemmli, 1970). Im Ladepuffer ist DTT enthalten welches 

Disulfidbrücken in Proteinen reduziert und so eine Auflösung  von  Sekundär-  und  Tertiär-

strukturen bedingt. Zusätzlich wurden durch Aufkochen, Sekundär- und Tertiärstrukturen 

aufgelöst. Im Ladepuffer und in beiden Gelabschnitten des Polyacrylamidgels ist zudem SDS 

enthalten, ein  anionisches  Detergenz,  welches  sich  an  die Proteine  anlagert  und  deren  

Eigenladungen  überlagert. Das Polyacrylamid-Gel bildet auspolymerisiert abhängig von der 

Acrylamidkonzentration im Gel Netzstrukturen aus. So ist es möglich, Proteine unabhängig 

von Struktur und isoelektrischem Punkt in einem elektrischen Feld ihrer Masse nach 

aufzutrennen. Die Glasscheiben der Western-Blot-Apparatur wurden mit 70- und 90% EtOH 

gereinigt und zusammengebaut. Das Trenngel wurde zuerst zwischen die Glasscheiben der 

Apparatur gegossen und mit Isopropanol überschichtet. Nach 15 min. wurde der Isopropanol 

abgenommen und das Sammelgel auf das Trenngel gegossen. Für Ansätze des Trenngels und 

Sammelgels siehe Tabelle 6 und Tabelle 7. 

 

Tabelle 6. Zusammensetzung des Trenngels, abhängig von der Acrylamid-Konzentration 

(Rezept für zwei Gele) 
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Acrylamid-Konz. 12,5% 10% 8% 

Acrylamid 

(30 % Acrylamid, 0,8 % 

Bisacrylamid) 

4,15ml 3,33 ml 2,67 ml 

1 M TRIS-HCl 

(pH 8,8) 

3,75 ml 

 

3,75 ml 3,75 ml 

H2O 1,95 ml 2,77 ml 3,43 ml 

SDS (10% in H2Obd) 100 µl 100 µl 100 µl 

APS (10% in H2Obd) 140 µl 140 µl 140 µl 

TEMED  10 µl 10 µl 10 µl 

 

 

 

 

 

Tabelle 7. Zusammensetzung des Sammelgels (Rezept für zwei Gele) 

Acrylamid  

(30 % Acrylamid, 0,8 % 

Bisacrylamid) 

0,65 ml 

1 M Tris-HCl 

(pH 6,8) 

0,63 ml 

H2Obd 3,7 ml 

SDS (10% in H2Obd) 50 µl 

APS (10% in H2Obd) 50 µl 

TEMED  5 µl 

 

Vor dem Beladen des SDS-Gels wurde das Proteinextrakt 5 min. bei 95 °C in SDS-

Ladepuffer denaturiert. Während des Gellaufs des SDS-Gels wurden pro Gel vier Whatman-

Paper und eine Nitrozellulose-Membran auf Gelgröße zurecht geschnitten. Die Membran 

wurde für 10 min. in  H2Obd aktiviert und dann zusammen mit den Whatman-Papieren in 

Tankblot-Puffer gelagert. Nachdem die Proteine auf dem SDS-Gel aufgetrennt waren, wurde 
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das SDS-Gel für 5 min. in Tankblot-Puffer gelegt. Darauf folgend wurde der Tankblot wie in 

Abbildung 5 dargestellt zusammengebaut.  

 

Abbildung 7. Schematische Darstellung des Aufbaues eines Western-Blots.  

 

 

Die Proteine wurden für 16-20 Stunden bei 40 V und 4°C auf die Membran transferiert. Die 

Membran wurde anschließend 10 min. in TBS gewaschen und abhängig vom primären 

Antikörper in 5 % BSA/TBS oder 5 % Milchpulver/TBS bei Raumtemperatur für eine Stunde 

geblockt. Nach dem Blockschritt wurde die Membran für 10 min. in TBSTT und folgend in 

TBS gewaschen. Für die spezifische Detektion von Proteinen wurde die Membran bei 4 °C in 

5% BSA/TBS oder 5% MP/TBS inkubiert, in welchen der  primärer Antikörper verdünnt 

wurde (Verdünnung siehe Tabelle 1. Primäre Antikörper). Im Fall einer gemeinsamen 

Detektion von TAF4B und Aktin wurden die jeweiligen Antikörper zusammen inkubiert. 

Nach 16 Stunden wurde die Membran zweimal 10 min. in TBSTT, folgend in TBS 

gewaschen und schließlich für 45 min. in verdünntem, sekundären Peroxidase-gekoppelten 

Antikörper inkubiert (Verdünnung siehe Tabelle 2. Sekundäre Antikörper). Die Membran 

wurde viermal 10 min. in TBSTT gewaschen. Anschließend wurde die Membran mit ECL-

Reagenz behandelt. Nach 1 min. Inkubation wurde das Reagenz von der Membran abgetropft 

und die Membran in Frischhaltefolie eingeschlagen. Das ECL wurde durch die an den 

sekundären Antikörper gekoppelte Peroxidase umgewandelt wodurch Chemielumineszenz 

entstand. Das emitierte Lumineszenzsignal wurde dann mit einem sensitiven Film detektiert.  

 

 

4.8.7 Zelluläre Proteinlokalisation durch Immunofluoreszenz 

Durch Immunofluoreszenz wurde die spezifische, zelluläre Lokalisation verschiedener 

Proteine bestimmt. Hierfür wurden auf Runddeckgläßchen adhärente Zellen dreimal mit 
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eiskaltem PBS
++

 gewaschen. Die Schritte, wenn nicht anders angegeben, fanden direkt in den 

24-Well- oder 12-Well-Platten statt. Darauf folgend wurden die Zellen 10 min. bei 

Raumtemperatur, in 4 % Formaldehyd + 2 % Sucrose/PBSdef fixiert. Danach wurden die 

Zellen sofort dreimal mit eiskaltem PBSdef gewaschen und mit 0,15 % TRITON-X100/ 

PBSdef für 10 min. permeabilisiert. Der sofort darauf folgende einstündige Blockschritt 

wurde mit 10 % NGS+10 % AB Serum+10 % FBS in 0,05 % TWEEN/ PBSdef bei 

Raumtemperatur durchgeführt. Die Inkubation der Zellen im primären Antikörper (in 

Blocklösung) fand über Nacht, bei 4 °C in einer Feuchtekammer auf Parafilm statt. Hierzu 

wurden 20 µl des primären Antikörpers in einem Tropfen auf den Parafilm gegeben. Die 

Deckgläschen wurden so auf den Tropfen gelegt. dass die adhärenten fixierten Zellen in der 

Antikörperlösung inkubiert wurden. Im Falle von Ko-Immunofluoreszenz-Färbungen wurden 

beide primäre Antikörper zusammen in Lösung gegeben. Am nächsten Tag wurden die Zellen 

dreimal in 0,05 % TWEEN/PBSdef gewaschen. Die Inkubation der Zellen im sekundären 

Antikörper (in Blocklösung) fand für eine Stunde bei Raumtemperatur in der Feuchtekammer 

statt. Im Falle von Ko-Immunofluoreszenz-Färbungen wurden beide sekundäre Antikörper 

zusammen in Lösung gegeben. Nachfolgend wurden die Deckgläschen dreimal in 0,05 % 

TWEEN gewaschen. Die Zellen wurden dann zwecks Färbung der DNA in 20 µl DAPI-

Farbstoff (1:200) in der Feuchtekammer inkubiert, zweimal in PBSdef gewaschen und 

schließlich in 10 µl Fluoromount eingedeckelt. Die Deckgläschen wurden hierfür mit der 

zellexponierten Seite in den Fluoromounttropfen gelegt und leicht angedrückt. 

Überschüssiges Fluoromount wurde durch Auflegen eines Papiertuches abgesaugt.   

 

4.8.8 Chromatin-Immunopräzipitation (ChIP) 

Alle Lösungen wurden in H2Obd angesetzt und eiskalt verwendet. Kurz vor Nutzung wurden 

in CBM, L2 und DB 1 mM PMSF (100 mM-Stammlösung in Isopropanol) und 1:100 PIC 

(Proteinase-Inhibitor-Cocktail; 7 fach-Stammlösung) zugegeben. 

 

Zell-Puffer Mix (CBM)    

10 mM HEPES-KOH (pH 7,9) 

85 mM KCL  

1 mM EDTA (pH 8,0)  

 

Suspensions-Puffer (L1A)   

90 ml CBM     

1 ml H20bd  
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Zelllyse-Puffer (L1B)   

9 ml CBM     

1 ml NP-40 (10 %) 

 

Kernlyse-Puffer (L2)   

50 mM Tris-HCl (pH 7,4)  

1 % SDS  

0,5 % CHAPS   

10 mM EDTA (pH8) 

 

Dilutions-Puffer (DB)   

20 mM Tris-HCl (pH 7,4) 

100 mM NaCl  

2 mM EDTA (pH 8,0) 

0,5 % Triton X-100 (10 %)    

 

TE-Puffer 

10 mM Tris-HCl (pH 8,1) 

1 mM EDTA (pH 8) 

Wasch-Puffer I (WB I) 

20 mM Tris-HCl (pH 7,4) 

150 mM NaCl  

0,1 % SDS  

1 % TRITON X-100 

2 mM EDTA (pH 8) 

   

Wasch-Puffer II (WB II)  

20 mM Tris-HCl (pH 7,4) 

500 mM NaCl 

0,1 % SDS 

1 % TRITON X-100 

2 mM EDTA (pH 8) 

  

Wasch-Puffer III (WB III) 

10 mM Tris-HCl (pH 7,4) 

250 mM LiCl  

1 % NP-40 

1 % Natriumdeoxycholat 

1 mM EDTA   

Elutions-Puffer (EB) 

1 % SDS 

100 mM NaHCO3 

    

Durch Chromatin-Immopräzipitation (ChIP) mit nachfolgender PCR ist es möglich die direkte 

oder  indirekte in vivo Interaktion eines Proteinfaktors an spezifische Genom-Abschnitte zu 

detektieren. Hierzu werden die Proteine und DNA durch Formaldehyd kreuzvernetzt. Die so 

fixierten Zellen werden lysiert und die DNA durch Ultraschall zu Stücken mit einer 

durchschnittlichen Länge von 500 Bp fragmentiert. Chromatin-gebundene Faktoren bleiben 

weiterhin an den DNA-Abschnitten kreuzvernetzt. Es folgt eine Immunopräzipitation mit 

Antikörpern gegen den Faktor von Interesse. Bindet dieser Faktor an genomische DNA-
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Abschnitte, werden diese ebenfalls präzipiert und liegen angereichert vor. Die relative 

Anreicherung von präzipierten DNA-Abschnitten im Vergleich zu anderen genomischen 

Abschnitten lässt auf eine Anreicherung des spezifischen Proteinfaktors auf bestimmten 

Chromatinabschnitten schließen. Für die Fixierung der sieben Tage kultivierten 

Makrophagen wurden 1 % Formaldehyd direkt auf die Zellen in 10 ml Zellkulturmedium 

gegeben und die Kulturschalen kurz geschwenkt um das Formaldehyd zu verteilen. Zum  

Stoppen der Kreuzvernetzungsreaktion wurde nach 10 min. 0,125 M Glycin ins Zellmedium 

gegeben und die Kulturschälchen erneut geschwenkt. Die Zellen wurden dreimal mit 

eiskaltem PBSdef gewaschen. Danach wurden sie direkt in eiskalten 250 µl 

L1A/ Kulturschale gekratzt. Die gekratzten Zellen jedes Stimulationsansatzes wurden dann 

auf Eis vereinigt und resuspendiert. Es wurde dann L1B (eiskalt) hinzugegeben in einem 

Verhältnis von L1A/L1B von 1/1 und resuspendiert. Die Suspension wurde für 10 min. auf 

Eis inkubiert. Während dieser Inkubationszeit wurden 20 µl der Zell-Lyse-Suspension 

abgenommen und hiermit über eine Neubauer-Zählkammer die Konzentration der Zellen 

bestimmt. Die Zellkerne wurden dann 5 min., bei 700 x g bei 4 °C abzentrifugiert und in 

400 µl nukleären Lyspuffer („L2―, eiskalt) / 10 x 10
6
 Nuklei resuspendiert. Die Kernlyse 

konnte für einige Tage bei - 20 °C, oder für längere Zeit bei - 80 °C gelagert werden. Für die 

Sonifizierung des Lysats wurden 600 µl des Zelllysates in ein 1,5 ml-Eppendorfgefäß 

gegeben. Da der Ultraschall des Sonifikators auch eine Erwärmung des Lysats bedingt, wurde 

das Gefäß so in die Halterung eingespannt, dass es zum größtmöglichen Anteil in das darunter 

stehendes Eiswasserbad ragte. Die Spitze des Sonifikators wurde zentriert und so tief wie 

möglich in das Zelllysat positioniert. Für eine Anreicherung von DNA-Fragmenten mit einer 

mittleren Länge von 500 Bp wurde das Lysat bei einer Output-Amplitude von 30 %, 

insgesamt 20 sec. sonifiziert. Dabei wurde eine Sekunde ein Sonifikations-Puls gegeben mit 

einer anschließenden Pause von 2 sec. Der Zelldebris wurde bei 13000 rpm, 4 °C für 15 min. 

abzentrifugiert. Aus dem Überstand wurden 9 µl abgenommen. Nach Auflösen der 

Kreuzvernetzung, sowie  RNAse-und Proteinase K-Verdau und nachfolgender Aufreinigung 

der DNA-Fragmente (siehe unten), wurden mit 30 µl des Eluats die Fragmentgröße über ein 

1,3 % TAE-Agarosegel überprüft. Vor Beginn der Immunopräzipitation wurden pro ChIP 

120 µl Protein A-Agarose Beads zusammen in ein Falcongefäß gegeben und der Meniskus 

markiert. Die Beads wurden dann zweimal in 10 ml TE-Puffer (eiskalt) und einmal 5 ml 

Blocklösung (eiskalt) gewaschen und jeweils bei 2000 rpm, 4 °C für 5 min. abzentrifugiert. 

Auf die Waschschritte folgend, wurden die Beads für mindestens zwei Stunden bei 4 °C, in 
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10 ml Blocklsg. inkubiert (in einem 15 ml-Falcongefäß auf einem Roller). Vom Überstand 

des sonifizierten Lysats wurden 10 %  Input abgenommen (d.h. 9 µl wenn 90 µl Lysat/ ChIP 

eingesetzt wurden) und bei - 20 °C gelagert. Das Input-Material wurde erst am folgenden Tag 

weiter verwendet (s.u.). Für jeden ChIP wurden jeweils in einem 1,5 ml-Eppendorfgefäß 

90 µl des Lysatüberstandes mit 135 µl DB verdünnt. Die geblockten Beads (s.o.) wurden 

abzentrifugiert, die überstehende Blocklösung bis zur Markierung des ursprünglichen 

Meniskus abgenommen und in ein anderes Gefäß umpipettiert (auf Eis). Für die Vorreinigung 

des verdünnten Lysats wurden jeweils 50 µl der geblockten Beads hinzugegeben und das 

Lysat bei 4 °C für zwei Stunden rotiert. Auf die restlichen Beads wurde dann wieder die 

abgenommene Blocklösung gegeben und die Beads bei 4 °C bis zur weiteren Verwendung 

rotiert. Die Beads wurden dann für 13000 rpm für 5 min. bei 4 °C abzentrifugiert und der 

Überstand in ein 0,5 ml-Eppendorfgefäß überführt (vorgekühlt). Jeder Immunopräzipitation 

wurden 4 µg  Antikörper bzw. Rabbit IgGs hinzugegeben und dieses dann für 16 Stunden bei 

4 °C rotiert. Am nächsten Tag wurde die Blocklösung von den Beads vom Vortag 

abgenommen, so dass diese wieder in der Original-Verdünnung vorlagen und jeweils 60 µl 

Beads pro ChIP zugegeben und diese für zwei Stunden bei 4 °C auf einem Roller inkubiert. 

Folgend wurden die Beads mit 4000 rpm, 5 min. bei 4 °C abzentrifugiert und der Überstand 

verworfen. Die Beads wurden nun in 1 ml TE (eiskalt) aufgenommen und in ein 1,5 ml-

Eppendorfgefäß überführt. Die folgenden Waschritte wurden möglichst kalt durchgeführt. 

D.h. es wurde zügig gearbeitet, alle Waschlösungen waren eiskalt und die Eppendorfgefäße 

wurden während der Waschschritte im 4 °C-Raum auf Eis liegend geschwenkt. Es wurde 

jeweils zweimal 5 min. in 1 ml TE, zweimal mit WPI, zweimal mit WPII und zweimal mit 

WPIII gewaschen. Nach jedem Waschschritt wurden die Beads mit 3000 rpm,  5 min. bei 

4 °C zentrifugiert. Für die Auflösung der Kreuzvernetzung, RNA-und Protein- Verdau 

sowie Aufreinigung der ChIPs wurden die Beads nach dem letzten Waschschritt mit 

4000 rpm, 5 min. bei 4 °C abzentrifugiert. Die Beads und ebenso das gelagerte Input-Material 

(s.o.) wurden in 500 µl EB aufgenommen, gevortext und in 0,5 ml-Eppendorfgefäßen für 

30 min. rotiert. Die folgenden Reaktionen wurden in einem Thermozykler durchgeführt. Es 

wurden pro ChIP 20 µl NaCl (5 M), 10 µl EDTA (0,5 M; pH 8), 20 µl TRIS-HCl (1 M; pH 

6,8) und 2 µl RNAse zugegeben und die für 30 min. bei 37 °C inkubiert. Danach wurden 3 µl 

ProteinaseK hinzugegeben und die Ansätze noch einmal vier Stunden bei 37 °C inkubiert 

bevor sie für 16 Stunden auf 65 °C erhitzt wurden. Am folgenden Tag wurde die Suspension 

inklusive Beads abgenommen, auf Filtersäulchen (Durapore PVDF 0,45µm von Millipore; 
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UFC30HV25) geladen und mit 4000 rpm für 5 min. zentrifugiert. Der Durchfluss wurde in 

3 ml PB Qiaquick PCR Purification Kit) gevortext und für 30 min. auf dem Roller inkubiert. 

Die DNA wurde mit 11000 rpm auf die Qiaquick-Säulchen gebunden. Alle weiteren 

Zentrifugationsschritte (siehe Qiaquick-Protokoll) wurden bei 13000 rpm durchgeführt. 

Schließlich wurde die DNA fünf Minuten in 40 µl H2Obd eluiert. Der Elutionsschritt wurde 

mit demselben Volumen wiederholt.  
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5. Ergebnisse 

 

TAFs besitzen eine essentielle Funktion in der Rekrutierung und Stabilität des PIC und 

dadurch in der Initiation der Transkription (Thomas and Chiang, 2006). Einer dieser basalen 

Transkriptionsfaktoren ist TAF4B, ein Paralog des ubiquitären TAF4. TAF4B und TAF4 

integrieren durch Domänen des konservierten C-Terminus in den TFIID-Komplex und binden 

wahrscheinlich direkt an Promotoren (Gazit et al., 2009; Liu et al., 2008). Der N-Terminus 

von TAF4B unterscheidet sich jedoch von TAF4. Durch diesen Abschnitt interagiert TAF4B 

mit Aktivatoren wie RelA, c-Jun und OCA-B (Wolstein et al., 2000; Silkov et al., 2002; Geles 

et al., 2006). Die direkte Bindung von TAF4B an verschiedene Gene wie a20, c-jun und 

integrin a6 sowie dessen Funktion als Koaktivator konnte in einigen Zelllinien und in vitro 

aufgezeigt werden (Yamit-hezi et al., 2000; Kalogeropoulou et al., 2010; Geles et al., 2006). 

Die Notwendigkeit der Transkriptionsregulation durch TAF4B für die Zelldifferenzierung und 

zelluläre Reaktion auf LPS- sowie TNF--Stimuli konnte zudem für B- bzw. T-Lymphozyten 

und einige weitere Zelltypen aufgezeigt werden (Matza et al., 2001; Silkov et al., 2002; 

Voronina et al., 2007). Durch TAF4B regulierte Gene wie a20, integrin6 und tgfß stellen 

auch in Monozyten und Makrophagen notwendige Faktoren dar, sowohl in der 

Zelldifferenzierung als auch für Stimuli-induzierte Reaktionen (Boone et al., 2004; Shi and 

Simon, 2006; Fairweather and Cihakova, 2010). Als Zellen des angeborenen Immunsystems 

zeigen Monozyten eine starke Differenzierung zu distinkten Makrophagen-Phänotypen. Diese 

Differenzierung zu maturen Makrophagen ist notwendig  für eine potente Reaktionen auf 

eindringende Pathogene und inflammatorische Signalmoleküle wie TNF- (Valledor et al., 

2006; Geissmann et al., 2010).  

In dieser Arbeit soll überprüft werden, ob TAF4B in Zellen des angeborenen Immunsystems, 

wie Monozyten oder Makrophagen exprimiert wird. Insofern exprimiert, könnte TAF4B 

durch die Regulation der Transkription essentiell sein für die Differenzierung der 

Makrophagen. Zudem könnte TAF4B in die Reaktion von Makrophagen auf extrazelluläre 

Stimuli wie pathogene Muster oder verschiedene Cytokine involviert sein. Möglicherweise ist 

TAF4B an der Transkription immunologisch relevanter Gene wie tnf- oder a20 beteiligt. 

Aus den erhaltenen Ergebnissen ließen sich weitere Rückschlüsse auf eine Regulation des 

basalen Transkriptionsfaktors TAF4B ziehen.  
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5.1 TAF4B wird mit Beginn der Differenzierung von Monozyten zu 

Makrophagen exprimiert 

 

Da es kaum Daten zur Expression basaler Transkriptionsfaktoren in Monozyten oder 

Makrophagen gab, war es zu Beginn dieser Arbeit das Ziel zu klären, ob das Transkript von 

taf4B und einer postulierten taf4B-Splicevariante (Ensembl-Datenbank ENST00000400466; 

Wu et al., 2005) in Monozyten und Makrophagen durch qRT-PCRs zu detektieren ist. Da 

TAF4B als Heterodimer zusammen mit TAF4 in den TFIID-Transkriptionskomplex integriert 

sein kann, wurde ebenfalls versucht das taf4-Transkript nachzuweisen (Liu et al., 2008). 

Um zu überprüfen, ob und ab welchem Zeitpunkt taf4B in der Makrophagen-Entwicklung 

exprimiert ist, wurde cDNA aus RNA primärer Monozyten synthetisiert, sowie aus RNA von 

primären Makrophagen nach einer Stunde, 24 Stunden und sieben Tagen in Kultur. Da das 

taf4B-Transkript in Lymphozyten vorliegt, wurden PBMCs als Positivkontrolle für die 

Detektion der taf4B-mRNA verwendet (Silkov et al., 2002).  

Die Durchflusszytometrie-Analyse der elutrierten Monozyten zeigte, dass durch Elutriation 

eine 83-93 % reine Monozyten-Population isoliert wurde. Allen Versuchen mit adhärenten 

Makrophagen gingen zudem Waschschritte mit PBS voraus. Lediglich Makrophagen bleiben 

trotz PBS-Waschschritten auf der Oberfläche von Kulturschälchen adhärent. Aus diesem 

Grund ist es wahrscheinlich, dass in den durchgeführten Versuchen nahezu ausschließlich 

Makrophagen verwendet wurden.       

Das taf4B-Transkript, die taf4B-Splicevariante sowie die mRNA des ubiquitären taf4 konnte 

in der mRNA von PBMCs durch qRT-PCRs detektiert werden (Abbildung 8 A). In den 

elutrierten Monozyten liegen ebenfalls alle drei Transkripte vor. Im Vergleich zu PBMCs ist 

die mRNA von taf4 stark erhöht. Im Vergleich zu PBMCs und Monozyten ist die Menge der 

taf4B-mRNA erst mit einsetzender Adhärenz in eine Stunde alten Makrophagen stark erhöht. 

Mit voranschreitender Entwicklung der Makrophagen nimmt die Menge der taf4B-mRNA 

und der Splicevariante nach 24 Stunden stark ab. Im Gegensatz zum deutlichen Anstieg der 

taf4B-mRNA scheint die taf4-mRNA während der Zellentwicklung zu reifen Makrophagen 

weiterhin konstant vorzuliegen.  

Die mRNA von taf4B wird in diversen Zelltypen transkribiert, die Translation des Proteins ist 

vermutlich jedoch strikt reguliert (Wu et al., 2005). Die Expression des TAF4B-Proteins kann 

darüber hinaus abhängig vom Differenzierungsstadium der Zellen sein (Silkov et al., 2002). 

Um zu prüfen, in welchem Abschnitt der Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen 
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TAF4B exprimiert wird und an der Transkription beteiligt sein könnte, wurde ein Nachweis 

des TAF4B-Proteins in Monozyten und Makrophagen durchgeführt. Da Lymphozyten 

TAF4B exprimieren (Silkov et al., 2002), wurde Proteinextrakt aus PBMCs als 

Positivkontrolle in den durchgeführten Western-Blots verwendet (Abbildung 8 B). Das 

TAF4B-Protein wurde in PBMCs mit einer distinkten Bande detektiert welche die  

vorhergesagte molekulare Masse des TAF4B-Proteins aufweist. In elutrierten Monozyten ist 

  

 

Abbildung 8. TAF4B wird mit beginnender Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen 

exprimiert. (A) Bestimmung der Transkriptmenge von taf4B, der taf4B Splicevariante (taf4Bvar) und 

taf4, in der RNA von PBMCs, Monozyten (Mono), eine Stunde alten Makrophagen (Mak1h), sowie 

24 Stunden alten (Mak24h) und sieben Tagen alten Makrophagen (Mak7d). Die Transkriptmenge 

wurde relativ zur Detektion des xs13-Transkriptes bestimmt. Die Daten des gezeigten Diagramms 

setzen sich zusammen aus mindestens drei unabhängigen Versuchen ausgewertet zudem wurden die 

jeweiligen Standartabweichungen berechnet.  (B) Western-Blot mit Immundetektion von TAF4B (bei 

etwa 90 kDa, blauer Pfeil) in Proteinextrakt aus PBMCs, Monozyten (Mono), sowie Makrophagen, 

welche für eine Stunde (Mak1h), 24 Stunden (Mak24h) und sieben Tage (Mak7d) kultiviert wurden. 

Der weiße Pfeil markiert eine zusätzliche Bande bei etwa 60 kDa, der Stern markiert Aktin (etwa 

40 kDa)  als Ladekontrolle. Pro Spur wurden 50 µg Protein aufgetragen.  

 

TAF4B hingegen nicht nachweisbar (Abbildung 8 B). In adhärenten, eine Stunde alten 

Makrophagen konnte eine schwache TAF4B-Bande detektiert werden. Mit voranschreitender 

Entwicklung der Makrophagen bis zu sieben Tagen nimmt die TAF4B-Menge zu. Zudem 

wird in Monozyten, eine Stunde und 24 Stunden alten Makrophagen eine weitere Bande bei 

etwa 60 kDa detektiert, jedoch nicht mehr in sieben Tage alten Makrophagen. Diese 

zusätzliche Detektion könnte eine mögliche TAF4B-Splicevariante darstellen (Wu et al., 

2005). Die Ergebnisse zeigen damit zum ersten Mal die Expression von TAF4B in 

Immunzellen des angeborenen Immunsystems. Auch hier scheint die Expression des TAF4B-

Proteins strikt reguliert zu sein. Zudem deutet die initiale Expression von TAF4B in 
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adhärenten Makrophagen auf eine differenzierungsabhängige Regulation der TAF4B-

Expression hin. Eine Immundetektion des ubiquitären TAF4 in Proteinextrakten aus 

verschiedenen Zelltypen war durch einen Western-Blot nicht erfolgreich.  

 

 

5.2 Die Kernlokalisation von TAF4B mit Beginn der Differenzierung von 

Makrophagen deutet auf eine Funktion in der frühen Zellentwicklung 

hin 

 

5.2.1 Die nukleäre Lokalisation von TAF4B während der Makrophagen-

Differenzierung deutet auf eine transkriptionelle Rolle von TAF4B hin 

 

Die Aktivität des Transkriptionsfaktors TAF4B wird u.a. durch die spezifische Translokation 

in das Nukleo- oder Cytoplasma gesteuert (Blackwell and Walker, 2008; O’Dea and 

Hoffmann, 2010). So ist auch die Lokalisation des TAF4B-Proteins in das Cytoplasma oder 

den Nukleus in einigen Zellen Stimulus-abhängig (Rashevsky-Finkel et al., 2001). Im 

Proteinextrakt von Makrophagen wurde TAF4B mit beginnender Adhärenz und 

Differenzierung detektiert (Abbildung 8 A, Seite 46). Damit könnte TAF4B in die 

Transkription differenzierungsrelevanter Gene involviert sein. Jedoch ist unklar, ob TAF4B 

konstitutiv im Nukleus der Makrophagen vorliegt oder ähnlich zu Transkriptionsfaktoren der 

NFB-Familie erst nach distinkten Stimuli in den Nukleus transloziert (Kearns et al., 2006). 

Um erste Hinweise in die Funktion von TAF4B  zu erhalten, wurde die Lokalisation von 

TAF4B durch Immunofluoreszenz im Verlauf der Differenzierung der Makrophagen 

nachgewiesen (Abbildung 9, Reihe A). Zudem integriert TAF4B zusammen mit TAF4 in den 

TFIID-Komplex. Um die erhaltenen Daten tiefergehend interpretieren zu können, wurde 

deshalb ebenso die Präsenz und Lokalisation des ubiquitären Paralogs TAF4 überprüft 

(Abbildung 9, Reihe B). Um unspezifische Bindungen der verwendeten Antikörper und 

daraus resultierende Fluoreszenzfärbungen auszuschließen, wurden Kontrollfärbungen ohne 

primären Antikörper oder mit unspezifischen Kaninchen-IgGs durchgeführt. Diese 

Kontrollfärbungen wurden grundsätzlich in jedem Immunofluoreszenzansatz durchgeführt. 

Lediglich Kontrollfärbungen mit Kaninchen-IgGs zeigten eine geringe Hintergrundfärbung. 

  



Ergebnisse 

48 

 

 

Abbildung 9. TAF4B liegt während der Differenzierung von Makrophagen im Zellkern vor. Ko-

Immunofluoreszenz gegen TAF4B (A) und TAF4 (B) mit einer Gegenfärbung der DNA durch DAPI 

(C). Ebenfalls dargestellt ist ein Überlagerungsbild (D) der TAF4B-und TAF4- Immundetektion und 

des DAPI-Fluoreszenzsignals. Zur Darstellung des gesamten Zellkörpers wurden zudem 

Phasenkontrast-Aufnahmen (E) durchgeführt. Die Ko-Immunofluoreszenz wurde an Makrophagen 

durchgeführt, welche eine Stunde (Mak 1h), 24 Stunden (Mak 24h), drei Tage (Mak 3d) und sieben 

Tage (Mak 7d) in vitro kultiviert wurden. Die weißen Pfeile deuten Beispielhaft auf Zellen welche ein 

geringes TAF4B-Signal aufwiesen, die schwarzen Pfeile auf Zellen, welche nach drei Tagen kein 

eindeutiges TAF4-Signal mehr zeigten. Maßstabsbalken = 20 µm. 

  

Die Immunofluoreszenz bestätigte, dass TAF4B in allen eine Stunde bis sieben Tage 

kultivierten Makrophagen exprimiert wird. Jedoch fanden sich in eine Stunde alten 

Makrophagen in geringer Anzahl Makrophagen, welche lediglich ein schwaches TAF4B-

Signal aufwiesen (Abbildung 9, Mak 1h, Pfeile). Während der betrachteten 
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Entwicklungszeitpunkte lokalisiert TAF4B sowohl im Nukleus als auch im Cytoplasma der 

Makrophagen. Dabei schien TAF4B in eine Stunde alten Makrophagen im Vergleich zu 

sieben Tage alten Makrophagen stärker im Nukleus angereichert zu sein.  

Es war ebenfalls möglich, TAF4 durch Immunofluoreszenz in Makrophagen zu detektieren. 

TAF4 wurde generell und ausschließlich im Zellkern detektiert. Jedoch fand sich ab einem 

Zeitpunkt von drei Tagen Kultivierung ein geringer Anteil an Zellen, in welchen TAF4 nicht 

durch Immunofluoreszenz detektiert werden konnte (Abbildung 9, Mak 3d, Pfeile). Es war 

keine deutliche Zunahme der Anzahl TAF4-negativer Zellen in sieben Tage kultivierten 

Makrophagen zu beobachten. Eine Kolokalisation des nukleären TAF4B und TAF4 zeigte 

sich in der Immunofluoreszenz nur partiell. Die Kolokalisation von TAF4B und TAF4 könnte 

bedeuten, dass TAF4B-Moleküle in Makrophagen teilweise in nukleären TAF4B:TAF4-

Heterodimeren vorliegen (Liu et al., 2008). 

   

 

5.2.2 Die Kolokalisation von TAF4B mit aktiver RNA-Polymerase II jedoch nicht mit 

Fibrillarin, deutet auf eine aktive Funktion von TAF4B in der 

Transkriptionsregulation während der Monozyten-Makrophagen-Differenzierung 

hin 

 

Durch genomweite Transkriptionsprofile wurde aufgezeigt, dass mit einsetzender Adhärenz 

und der Differenzierung von schwimmenden Monozyten zu adhärenten Makrophagen das 

Transkriptionsmuster stark verändert wird (Martinez et al., 2006). TAF4B wird initial mit 

Beginn der Monozyten-Makrophagen-Differenzierung exprimiert (Abbildung 8 B, Seite 46) 

und ist zudem im Kern der Makrophagen lokalisiert (Abbildung 9, Seite 48). Dies legt eine 

transkriptionelle Funktion von TAF4B während der frühen Differenzierung der Makrophagen 

nahe. Um Hinweise darauf zu erhalten, ob TAF4B zu diesem Zeitpunkt in die Transkription 

involviert ist, wurde TAF4B und die aktive RNA-Polymerase II durch Ko-

Immunofluoreszenz in eine Stunde alten Makrophagen detektiert. Die an Serin 5 

phosphorylierte C-terminale Domäne (CTD- Ser5PO4) der RNA-Pol II stellt das Epitop des 

Antikörpers dar. Das Serin 5 der CTD wird hauptsächlich während der 

Transkriptionsinitiation und -Elongation phosphoryliert und wird aus diesem Grund als 

Marker einer transkriptionell aktiven RNA Pol II angesehen (Egloff and Murphy, 2008). Eine  
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Abbildung 10. TAF4B kolokalisiert teilweise mit der aktiven RNA Pol II in eine Stunde alten 

Makrophagen (Mak1h).  (A) Ko-Immunofluoreszenz mit Immundetektion von TAF4B  (anti 

TAF4B) und aktiver RNA Pol II (anti RNA PolII), sowie die Überlagerung der beiden 

Fluoreszenzkanäle und die DAPI-Färbung der DNA. (B) Immunofluoreszenz gegen RelA. Hier ist 

ebenfalls die DAPI-Färbung und die Überlagerung der anti RelA-Detektion und DAPI gezeigt. 

Zusätzlich ist eine Phasenkontrastaufnahme der Zellen gezeigt. Maßstabsbalken = 20 µm. 

 

Kolokalisation von TAF4B mit CTD-Ser5PO4 würde darauf hindeuten, das TAF4B in einen 

aktiven Transkriptionskomplex integriert ist. In eine Stunde alten Makrophagen kolokalisierte 

TAF4B zum Teil mit der aktiven RNA-Pol II (Abbildung 10, Reihe A). In B-Lymphozyten 

wird TAF4B jedoch auch durch Stimulation der Zellen mit bakteriellen 

Oberflächenmolekülen (LPS) im Nukleus angereichert (Rashevsky-Finkel et al., 2001). Die 

Rezeptorbindung von LPS bedingt ebenfalls eine starke Aktivierung von Makrophagen 

(Dobrovolskaia and Vogel, 2002). Eine mögliche bakterielle Kontamination während der 

Aufreinigung oder Kultivierung könnte einen aktivierenden Stimulus auf die Makrophagen 

ausüben und die nukleäre Lokalisation von TAF4B bedingen. Um auszuschließen, dass sich 

TAF4B Kontaminations-bedingt im Zellkern der kultivierten Makrophagen befindet, wurde 

zusätzlich die NFB-Untereinheit RelA in den eine Stunde kultivierten Makrophagen 

detektiert (Abbildung 10 B). Sollten die Makrophagen durch eine Kontamination aktiviert 

worden sein, so müsste eine deutliche RelA-Anreicherung im Nukleus der eine Stunde alten 

Makrophagen zu detektieren sein (Noursadeghi et al., 2008). RelA konnte jedoch in eine 

Stunde alten Makrophagen nicht eindeutig im Nukleus detektiert werden. Die Kolokalisation 

von TAF4B und CTD-Ser5PO4 ist demnach wahrscheinlich nicht durch eine mögliche 

Kontamination der Makrophagen bedingt. Somit ist dies ein weiterer Hinweis darauf, dass 

TAF4B zu diesem Zeitpunkt der Monozyten-zu-Makrophagen-Differenzierung in die RNA-

Pol II-abhängige Transkription involviert sein könnte.  
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Neben der direkten Promotorbindung und -Regulation der Transkription sind testisspezifische 

TAF-Paraloge in Drosophila melanogaster durch die Sequestrierung von Polycomb-Proteinen 

in Nukleolus notwendig für eine ordnungsgemäße Differenzierung von Spermien-

vorläuferzellen (Chen et al., 2005). Dies könnte einen konservierten Mechanismus darstellen, 

um ebenfalls in differenzierenden Säugetierzellen indirekt die Transkription zu aktivieren und 

die Zelldifferenzierung zu bedingen. Diverse Polycomb-Proteine werden auch in primären 

Makrophagen während der Differenzierung exprimiert (Dembeck, Bachelorarbeit, 2011). 

Möglicherweise könnte TAF4B durch Sequestrierung und Inhibition der Polycomb-Proteine 

indirekt die Aktivierung der Transkription und Differenzierung in Makrophagen bedingen. 

Um zu prüfen, ob TAF4B im Nukleolus angereichert ist, wurde in eine Stunde alten sowie in 

maturen Makrophagen Ko-Immunofluoreszenz gegen TAF4B und Fibrillarin durchgeführt 

(Abbildung 11). Fibrillarin ist eine Komponente des Nukleolus, welche u.a. an der rRNA-

Prozessierung beteiligt ist (Boisvert et al., 2007). Fibrillarin wurde in allen der eine Stunde 

 

Abbildung 11. TAF4B und Fibrillarin zeigen keine übereinstimmende Lokalisation in eine 

Stunde oder  sieben Tage kultivierten Makrophagen. Immunofluoreszenz gegen TAF4B (anti 

TAF4B) und Fibrillarin (anti Fibrillarin)an (A) eine Stunde alten Makrophagen (Mak 1h) und (B) 

sieben Tage alten Makrophagen (Mak 7d). Zusätzlich wurden beide Immunofluoreszenzen überlagert 

(Überlagerung) und der Zellkern markiert (DAPI). Maßstabsbalken = 10 µm. 

 

alten Makrophagen gering im gesamten Nukleus verteilt detektiert. Eindeutige Fibrillarin-

Akkumulationen waren in den meisten, aber nicht allen eine Stunde alten Makrophagen im 

Zellkern zu detektieren. Im Gegensatz dazu zeigten die sieben Tage kultivierten Makrophagen 

grundsätzlich eine deutliche Fibrillarin-Akkumulation im Nukleus. mit der Adhärenz 

einsetzende Zellvergrößerung und der Verlust der kompakten Monozyten-typischen Kernform 

(siehe Abbildung 3, Seite 15) beeinflussen wahrscheinlich die Form und Lokalisation der 

Nukleoli sowie des Fibrillarins. Zudem geht mit der beginnenden Makrophagen-
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Differenzierung die Neusynthese zahlreicher Proteine einher (Tuomisto et al., 2005). Dies 

setzt vermutlich die verstärkte Synthese von rRNA und die Ausbildung von Ribosomen 

voraus, Prozesse in welchen Fibrillarin essentiell ist (Fomproix et al., 1998). Die Fibrillarin-

Akkumulation könnten damit eine einsetzende Ribosomenbildung und Proteinsynthese-

Aktivität der adhärierenden Zellen widerspiegeln.                

  

 

5.3 TAF4B ist involviert in die proinflammatorische Reaktion von reifen 

Makrophagen 

 

5.3.1 Die LPS-Aktivierung von Makrophagen bedingt eine verstärkte Expression von 

TAF4B und induziert die Transkription der möglichen TAF4B-Zielgene a20 und 

tnf-  

 

In den Körper eindringende Pathogene werden initial durch Makrophagen und weitere 

Immunzellen erkannt. Durch die Erkennung der Pathogene werden Makrophagen 

proinflammatorisch aktiviert und verschiedene Reaktionen zur Pathogenabwehr exprimiert 

(Rasmussen et al., 2009). Die LPS-Stimulation bedingt in B-Lymphozyten eine verstärkte 

TAF4B-Expression und -Anreicherung im Zellkern (Freiman et al., 2002). Da TAF4B in 

primären reifen Makrophagen exprimiert wird (Abbildung 8 B, Seite 46), könnte TAF4B 

ebenfalls in Makrophagen in die Reaktion auf LPS involviert sein. Die LPS-Stimulation der 

Makrophagen bedingt u.a. die Aktivierung der NFkB-Untereinheiten RelA und cRel. 

Abhängig von Stärke und Dauer des Stimulus induzieren RelA und cRel spezifische 

Transkriptionsmuster und so u.a. die Transkription der putativen TAF4B-Zielgene a20 und 

tnf- (O’Dea and Hoffmann, 2010).  

Um erste Hinweise auf eine Funktion von TAF4B in der Reaktion auf bakterielle Lipo-

polysaccharide zu erhalten, wurde zunächst überprüft, ob die LPS-Aktivierung von reifen 

Makrophagen die Transkription von taf4B oder taf4 beeinflusst. Sieben Tage alte 

Makrophagen wurden hierfür unstimuliert verwendet oder für eine Stunde bzw. fünf Stunden 

mit LPS stimuliert. Die Transkriptmenge von taf4B und taf4 wurde durch qRT-PCRs 

detektiert (Abbildung 12 A). Die LPS-Stimulation der Makrophagen bedingte eine geringe 

Zunahme der taf4B-mRNA nach einstündiger Stimulationsdauer. Folgend sank die Menge des  
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Abbildung 12. Die Aktivierung der reifen Makrophagen mit Lipopolysacchariden induziert eine 

verstärkte TAF4B-Expression sowie die Transkription der möglichen TAF4B-Zielgene a20 und 

tnf-. A) Detektion der Transkriptmengen von taf4B und taf4 durch qRT-PCR aus cDNA von 

unstimulierten (unstim.), eine Stunde (+LPS 1h) und fünf Stunden (+LPS 5h) LPS-stimulierten, reifen 

Makrophagen. Die detektierten Transkriptmengen wurden gegen das xs13-Transkript kalkuliert. B) 

Immundetektion von TAF4B (Blauer Pfeil) in Proteinextrakt aus unstimulierten Makrophagen sowie 

Makrophagen welche eine Stunde oder fünf Stunden mit LPS stimuliert wurden. Als Ladekontrolle 

wurde Aktin detektiert (Sternchen). Pro Spur wurden 50 µg Protein auf den Western-Blot geladen. C) 

Transkriptmengen von a20, tnf-, il6 in der cDNA von unstimulierten, eine Stunde und fünf Stunden 

LPS-stimulierten Makrophagen. Die Daten der Diagramme wurden aus mindestens drei unabhängigen 

Versuchen berechnet und die jeweiligen Standartabweichungen berechnet.          

 

tafB-Transkripts nach fünf Stunden LPS-Stimulation wieder gering ab. Die Transkriptmenge 

von taf4 nahm im Vergleich zu unstimulierten Makrophagen mit fortdauernder LPS-

Stimulation bis zu fünf Stunden ab. Während der Effekt der Stimulation auf das taf4B-

Transkript nur gering scheint, liegt taf4 deutlich reduziert vor. Da die TAF4B-Expression 

vermutlich stark auf posttranskriptioneller Ebene reguliert ist (Dikstein et al., 1996), wurde 

außerdem die Proteinmenge von TAF4B nach LPS-Stimulation der Makrophagen überprüft. 

Hierfür wurde parallel Proteinextrakt aus ruhenden Makrophagen sowie aus Makrophagen, 

welche für eine Stunde oder für fünf Stunden mit LPS stimuliert wurden, verwendet (siehe 

Abbildung 12 B). Die LPS-Stimulation der Zellen führte zu einem geringen Anstieg der 

TAF4B-Menge nach einer Stunde und zu einer weiteren Zunahme des TAF4B-Proteins nach 

fünfstündiger LPS-Stimulation.   
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Das a20-Gen wird in unstimulierten Makrophagen konstitutiv in sehr geringen Mengen 

transkribiert (Park et al., 2011; Liang et al., 2012). Die Stimulation der Zellen durch LPS 

induziert dann nach kurzer Zeit die Transkription der a20 und tnf-, sowie nach verlängerter 

Stimulation die Transkription von il6 (Abbildung 5, Seite 20; Lee and Sullivan, 2001; 

Wollenberg et al., 1993; Liang et al., 2012; Westra et al., 2004). Zum Eingrenzen des 

Zeitraums innerhalb der LPS-Stimulation, in welchem TAF4B an der Transkription der 

putativen Zielgene a20 und tnf- in den kultivierten Makrophagen beteiligt sein könnte, 

wurden die Transkripte von a20 und tnf- nach LPS-Stimulation der Makrophagen durch 

qRT-PCRs detektiert. Zusätzlich wurde das il6-Transkript als Stimulationskontrolle 

verwendet, da il6 erst in stimulierten Makrophagen transkribiert wird und in unstimulierten 

Makrophagen nicht vorliegen sollte (Hall et al., 1991; Becker et al., 1991). Die a20-mRNA 

lag in unstimulierten Makrophagen nur in sehr geringen Mengen vor (Abbildung 12 C). Die 

mRNA von tnf- und il6 waren in unstimulierten Zellen nahezu nicht zu detektieren. Die 

LPS-Stimulation der Makrophagen für eine Stunde führte zu einer stark erhöhten 

Transkription sowohl von a20 als auch von tnf-. Auch il6 wird nach einstündiger LPS-

Stimulation transkribiert, jedoch in geringerer Menge. Mit anhaltender LPS-Stimulation nach 

fünf Stunden sinkt die a20-Menge wieder auf das ursprüngliche Maß der unstimulierten 

Zellen. Das Signal der tnf--Detektion ist hier zwar ebenfalls stark vermindert, ist jedoch 

noch deutlich vorhanden. Die Menge der il6-mRNA war in den fünf Stunden stimulierten 

Makrophagen weiter angestiegen im Vergleich zu den eine Stunde LPS-stimulierten 

Makrophagen. Diese Daten zeigen, dass im Zeitraum einer einstündigen LPS-Stimulation eine 

wesentlich stärkere Transkription von a20 und tnf stattfindet im Vergleich zur 

fünfstündigen Stimulation. Damit bestätigen die erhaltenen qRT-PCR-Daten die bekannten 

Transkriptionsmuster von a20, tnf und il6 in LPS-stimulierten Makrophagen. Das 

proinflammatorische Cytokin il6 wurde in unstimulierten Makrophagen nicht transkribiert. 

Dies belegt, dass die verwendeten Makrophagen nicht durch eine Kontamination der 

Zellkultur vorstimuliert wurden, sondern wahrscheinlich in einem ruhenden Zustand vorlagen. 

Die erhöhte Proteinmenge von TAF4B könnte darauf hindeuten, dass TAF4B in die 

proinflammatorische Reaktion von Makrophagen involviert ist. Sollte TAF4B an der 

Transkription von a20 und tnf in Makrophagen beteiligt sein, dann wahrscheinlich 

innerhalb einer einstündigen LPS-Stimulation der Makrophagen. 
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5.3.2 Die Stimulation von Makrophagen mit bakteriellen Lipopolysacchariden 

induziert die nukleäre Anreicherung von TAF4B, RelA und cRel  

 

Die Stimulation von B-Lymphozyten mit LPS führt zu einer Translokation von TAF4B in den 

Nukleus der Zellen (Rashevsky-Finkel et al., 2001). Zudem wurde eine Funktion von TAF4B 

in der Transkriptionsregulation von HEK-Zellen nach Stimulation mit TNF-gezeigt (Yamit-

hezi et al., 2000). In reifen Makrophagen induziert die LPS-Stimulation eine Zunahme des 

TAF4B-Proteins (Abbildung 12 A, Seite 53). Zusammen mit vorangegangen Daten könnte 

dies auf eine Funktion von TAF4B in der proinflammatorischen Reaktion von primären 

Makrophagen auf die bakteriellen Oberflächenmoleküle hindeuten. Die erhöhte Transkription 

von a20 und tnf- machen es möglich, dass nukleäres TAF4B die LPS-aktivierte 

Transkription der beiden Gene reguliert. Da sowohl a20 als auch tnf- durch einen 

Kurzzeitstimulus aktiviert werden (Abbildung 12 C, Seite 53), müsste TAF4B nach 

einstündiger LPS-Stimulation im Nukleus der Makrophagen angereichert sein. Um die 

Lokalisation von TAF4B nach LPS-Stimulation zu bestimmen, wurde Immunofluoreszenz 

gegen TAF4B an reifen Makrophagen durchgeführt (Abbildung 13).  

Die Immunofluoreszenz zeigt, dass TAF4B in unstimulierten Makrophagen hauptsächlich im 

Cytoplasma und in geringer Menge im Nukleus vorliegt. Wurden die Zellen für eine Stunde 

mit LPS stimuliert, nahm die nukleäre TAF4B-Menge zu. Dabei liegt TAF4B im kompletten 

Nukleus verteilt vor und scheint in bestimmten Bereichen gering zu akkumulieren. Die 

Stimulation der Makrophagen für fünf Stunden führte zu keiner weiteren Zunahme der 

nukleären TAF4B-Menge. Vergleichbar zur nukleären Lokalisation in einstündig stimulierten 

Makrophagen schien der fünfstündige LPS-Stimulus hier ebenfalls eine distinktere 

Lokalisation von TAF4B im Zellkern zu induzieren. Die im Western-Blot detektierte 

Zunahme des TAF4B-Proteins nach LPS-Stimulation (Abbildung 12 A, Seite 53) war in der 

Immunofluoreszenz jedoch nicht eindeutig zu erkennen. Da TAF4B nach einer Stunde zum 

Zeitpunkt der LPS-induzierten Transkription von a20 und tnf- im Nukleus der aktivierten 

Makrophagen vorliegt, könnte es demnach an der Transkription der beiden Gene beteiligt 

sein. Sowohl RelA als auch cRel interagieren in vitro mit TAF4B. Ektopisch exprimiertes 

TAF4B reguliert zudem in Interaktion mit NFkB-RelA die Genexpression in TNF-

stimulierten HEK-Zellen (Yamit-hezi et al., 2000). Ausgehend von der Annahme, dass 

TAF4B auch in Makrophagen mit RelA oder cRel interagiert, wurde folgend der Zeitpunkt 
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Abbildung 13. Stimulation von reifen Makrophagen mit LPS für eine und fünf Stunden bedingt 

eine nukleäre Anreicherung von TAF4B. Reihe (A) Immunofluoreszenz gegen TAF4B, (B) DAPI-

Färbung der DNA, (C) Überlagerung der anti TAF4B und-DAPI-Färbung, (D) Phasenkontrast-

aufnahme. Maßstabsbalken= 20 µm. 

 

ermittelt, zu RelA oder cRel nach einem LPS-Stimulus ebenfalls im Nukleus vorliegen, um 

hier möglicherweise mit TAF4B zu interagieren. Aufgrund der starken Transkription der 

NFB-Zielgene a20 und tnf- nach LPS-Stimulation (Abbildung 12 C, Seite 53 ) ist es 

anzunehmen, dass ebenfalls RelA und vermutlich cRel im Nukleus vorliegen, um die 

Transkription der beiden Gene zu induzieren. Um zu überprüfen, ob eine einstündige LPS-

Aktivierung zur Translokation von RelA oder cRel in den Nukleus führt und damit eine 

Interaktion mit nukleären TAF4B möglich machen könnte, wurden in stimulierten 
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Makrophagen Immunofluoreszenzfärbungen gegen RelA (Abbildung 14) und cRel 

(Abbildung 15) vorgenommen. RelA wurde in unstimulierten Makrophagen kaum im 

Nukleus detektiert, sondern liegt hier hauptsächlich im Cytoplasma vor. Eine Stunde nach 

LPS-Aktivierung der reifen Makrophagen ist RelA hingegen im Nukleus lokalisiert. Die 

verlängerte Stimulation für fünf Stunden führte zu einer deutlichen Relokalisation von RelA 

in das Cytoplasma der Makrophagen.  

 

Abbildung 14. RelA liegt nach einstündiger LPS-Aktivierung der Makrophagen hauptsächlich 

im Nukleus vor.  Immunofluoresznz an sieben Tage alten Makrophagen, unstimuliert (unstim.), LPS-

stimuliert für eine Stunde (+LPS 1h) und LPS-stimuliert für fünf Stunden (+LPS 5h). Reihe (A) 

Immunofluoreszenz gegen RelA, mit DAPI-Färbung der DNA in Reihe (B). Reihe (C) Überlagerung 

der RelA-Immundetektion mit der DAPI-Färbung, Reihe (D) Phasenkontrastaufnahmen. 

Maßstabsbalken = 20 µm. 
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Durch die Immunfluoreszenz gegen den möglichen TAF4B-Interaktionpartner cRel, wurde 

dieser in unstimulierten Makrophagen nicht eindeutig im Nukleus detektiert (Abbildung 15).  

Die einstündige LPS-Stimulation der reifen Makrophagen induzierte demgegenüber eine 

starke Translokation von cRel in den Nukleus. Nach fünf Stunden LPS-Stimulation war cRel 

vergleichbar zu RelA wieder verstärkt im Cytoplasma relokalisiert, wurde aber auch hier noch 

deutlich im Nukleus detektiert. Damit bestätigt die Immunofluoreszenz, dass cRel nach LPS-

Stimulation zeitlich vergleichbar zu RelA in den Nukleus lokalisiert, wodurch wahrscheinlich 

 

 

Abbildung 15. Die LPS-Stimulation primärer Makrophagen bedingt eine starke cRel 

Anreicherung in den Nukleus nach einer Stunde. Immunofluoreszenz an sieben Tage alten 

Makrophagen welche unstimuliert vorlagen (unstim.), LPS-stimuliert für eine Stunde (+LPS 1h) und 

für fünf Stunden LPS-stimuliert (+LPS 5h). Reihe (A) Immunofluoreszenz gegen cRel, Reihe (B) 

DAPI-Färbung der DNA, Reihe (C) Überlagerung von cRel-Immundetektion und DAPI-Färbung, 

Reihe (D) Phasenkontrast-Aufnahmen. Maßstabsbalken = 20 µm. 
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die Bildung von RelA:cRel-Dimeren (O’Dea and Hoffmann, 2010) in Makrophagen 

reflektiert wird.  

Die induzierte Translokation der NFB-Aktivatoren RelA und cRel bestätigt ergänzend zur 

LPS-induzierten Transkription von a20 und tnf- (Abbildung 12 C, Seite 53) die erfolgreiche 

LPS-Aktivierung der Makrophagen (Conti et al., 1997; Ghosh et al., 1998). Die gemeinsame 

Lokalisation von TAF4B, RelA und cRel im Nukleus der Makrophagen nach einer Stunde 

LPS-Stimulation macht damit eine gemeinsame Transkriptionsregulation der aktivierten, 

putativen Zielgene a20 und tnf- durch TAF4B in Kooperation mit RelA beziehungsweise 

cRel möglich. 

 

 

5.3.3 Die LPS-Stimulation induziert die Bindung von TAF4B an den Promotor von 

tumor necrosis factor alphazusammen mit RelA und cRel  

 

Nach proinflammatorischer Stimulation binden TAF4B und NFB-RelA in Jurkat-Zellen an 

den Promotor des antiapoptotischen Gens a20 und aktivieren dessen Transkription (Ainbinder 

et al., 2002). Unter anderem in Makrophagen binden RelA-Proteine dabei nach Aktivierung 

an bekannte NFB-Bindesequenzen der Promotorregionen von a20 und tnf-

(Übersichtsartikel: Verstrepen et al., 2010; Übersichtsartikel: Falvo et al., 2010). Ebenfalls 

ist in Makrophagen die Bindung des tnf--Promotors durch cRel bekannt, während eine 

Bindung des a20-Promotors durch cRel dagegen nicht dokumentiert ist (Falvo et al., 2010). 

Sowohl die Transkription der putativen TAF4B-Zielgene a20 und tnf- (Abbildung 12 C, 

Seite 53) als auch die nukleäre Anreicherung von TAF4B, RelA und cRel wird nach 

einstündiger LPS-Stimulation in Makrophagen induziert (Abbildung 13, Seite 56). Um die 

mögliche Bindung von TAF4B, RelA und cRel an die Promotoren von a20 und tnf- in 

primären Makrophagen zu überprüfen, wurden Chromatin-Immunpräzipitationen (ChIPs) 

durchgeführt. Da a20 und tnf-nach einer Stunde LPS-Stimulation in Makrophagen 

transkribiert wurden (Abbildung 12, Seite 53), wurde das ChIP-Protokoll an eine Stunde 

LPS-stimulierten Makrophagen durchgeführt. Die verwendeten Primer gegen die Promotoren 

des a20-oder tnf--Gens amplifizierten jeweils Abschnitte, welche bekannte NFB-Binde-

sequenzen umfassen. Da TAF4B sowie RelA und cRel Transkriptionsfaktoren darstellen, 
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welche an der Initiation der Transkription beteiligt sind, sollte keiner der drei Faktoren an der 

3‘-UTR des a20-Gens lokalisiert sein. Die 3‘-UTR des a20-Gens wurde aus diesem Grund als 

Negativkontrolle verwendet, um zu belegen, dass DNA-Fragmente nicht unspezifisch durch 

das ChIP-Protokoll präzipitiert wurden und dadurch falsch-positive Detektionen in der 

folgenden qRT-PCR entstanden. Paralell zu spezifischen Antikörpern gegen TAF4B, RelA 

und cRel wurden statt eines spezifischen Antikörpers als Negativ-Kontrolle der 

Immunpräzipitation Kaninchen IgGs eingesetzt. So sollte gezeigt werden, inwieweit Proteine 

unspezifisch durch das ChIP-Protokoll gebunden werden und Hintergrund-Detektionen in den 

qRT-PCRs aufgezeigt werden. Die Auswertungen der durchgeführten ChIPs durch qRT-PCRs 

sind in Abbildung 16 dargestellt. Der a20-Promotor ist in unstimulierten Makrophagen durch 

  

Abbildung 16. TAF4B bindet nach LPS-Aktivierung der primären Makrophagen an den 

Promotor von tnf-. Auswertung der durchgeführten ChIP-Versuche durch qRT-PCR. Verwendet 

wurde ChIP-Material von Immunopräzipitation RelA, cRel, TAF4B und Kaninchen-IgGs (IP-

Kontrolle) an die Promotoren der LPS-induzierten Gene a20, tnf- und an die 3‘-untranslatierte 

Region des a20-Gens. Die verwendeten Makrophagen wurden ruhend verwendet (unstim.) oder nach 

einer Stunde LPS-Stimulation (+LPS 1h). Für die Auswertung der durchgeführten qRT-PCRs wurde 

Ct der Amplifikation der spezifischen Immunopräzipitation im Bezug zu Eingangsmaterial (1:10 

verdünnt) berechnet. Die Diagrammdaten und die jeweiligen Standartabweichungen wurden aus 

mindestens drei unabhängigen Versuchen berechnet.          

 

keinen der drei Transkriptionsfaktoren gebunden. Nach der LPS-Aktivierung der 

Makrophagen konnte eine eindeutige Bindung des a20-Promotors durch RelA und cRel, 

jedoch nicht durch TAF4B detektiert werden. In unstimulierten Makrophagen zeigte der tnf-

-Promotor wie zu erwarten ebenfalls keine Bindung durch TAF4B, RelA und cRel. Nach 

Stimulation der Makrophagen zeigte sich jedoch eine eindeutige Bindung von TAF4B an den 
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Promotor von tnf-, sowie ebenfalls durch RelA und cRel. Das a20-3‘UTR zeigte 

demgegenüber keinerlei Anreicherung der drei Transkriptionsfaktoren in un-stimulierten und 

stimulierten Makrophagen. 

Die ChIP Experimente zeigen damit erstmals eine LPS-induzierte Bindung von TAF4B an 

den Promotor von tnf- in primären Makrophagen. Weiter belegt die LPS-induzierte Bindung 

von RelA und cRel die bekannte Bindung von RelA und cRel an den tnf- Promotor in 

primären Makrophagen (Verstrepen et al., 2010; Falvo et al., 2010). Zudem konnte hier 

erstmals gezeigt werden, dass cRel in primären Makrophagen an den Promotor des a20-Gens 

bindet. Die LPS-induzierte Bindung von TAF4B an tnf- in Interaktion mit NFkB-

Untereinheiten zeigt damit, dass TAF4B wahrscheinlich an der proinflammatorischen 

Reaktion von Makrophagen beteiligt ist. Dies steht in Übereinstimmung mit vorangegangenen 

Arbeiten, welche auf eine Funktion von TAF4B in der Regulation proinflammatorischer 

Stimuli hindeuten (Yamit-hezi et al., 2000; Rashevsky-Finkel et al., 2001). 

 

 

5.4 Die proinflammatorische Interferon -Vorstimulierung von 

Makrophagen inhibiert die LPS-induzierte Anreicherung von TAF4B 

im Zellkern 

 

Abhängig von der Art und Schwere der Entzündungsreaktion sezernieren T-Lymphozyten am 

Entzündungsort das Cytokin IFN. IFN wird durch Makrophagen erkannt, was hier zu einer 

Signalkaskade und proinflammatorischen Vorstimulierung führt. Diese IFN-Vorstimulation 

führt in Makrophagen nach LPS-Aktivierung unter anderem zu einer Modulierung und 

Verstärkung der Transkription verschiedener NFB-Zielgene wie tnf-. Wodurch der IFN-

Stimulus die Transkription von tnf- moduliert, ist jedoch nicht vollständig geklärt (Collart et 

al., 1986; Lee and Sullivan, 2001; Hayes and Zoon, 1993).  

TAF4B wird nach LPS-Aktivierung der maturen Makrophagen im Nukleus angereichert 

(Abbildung 13, Seite 56). Möglicherweise könnte es als Koaktivator die IFNvermittelte 

Verstärkung der Transkription LPS-induzierter Gene regulieren. Aus diesem Grund wäre es 

möglich, dass TAF4B nach einer IFN-Behandlung und folgender LPS-Aktivierung der 

Makrophagen verstärkt in den Nukleus transloziert. Um dies näher zu beleuchten, wurden 

sieben Tage alte Makrophagen für weitere drei Tage mit IFN vorstimuliert und folgend für 
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eine Stunde mit LPS aktiviert. Als Kontrollen wurden zehn Tage alte Zellen unstimuliert 

verwendet oder für eine Stunde mit LPS stimuliert. Das Zellplasma wurde dann in 

Cytoplasma und Nukleoplasma fraktioniert, auf einen Western-Blot aufgetragen und eine 

Immundetektion gegen TAF4B durchgeführt (Abbildung 17). Um die Aktivierung der 

Makrophagen durch LPS oder IFN/LPS zu kontrollieren, wurden zudem Immundetektionen 

gegen RelA durchgeführt. Als Kontrollen für eine funktionierende Fraktionierung des 

Zellplasmas wurde zudem Tubulin als Cytoplasma-Marker und Lamin als Nukleoplasma-

Marker eingestzt. In unstimulierten Makrophagen konnte kein nukleäres TAF4B 

nachgewiesen werden. Ebenso wurde RelA ausschließlich im Cytoplasma der unstimulierten 

Makrophagen detektiert. Nach LPS- Stimulation scheint der Hauptanteil des TAF4B-Proteins 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 17. Die IFN-Vorstimulierung von reifen Makrophagen verhindert die LPS-

induzierte TAF4B-Translokation in den Nukleus. Western-Blot mit Antikörperdetektion von 

TAF4B, RelA, Tubulin und Lamin (angegeben rechts neben Blot). Das Cytoplasma (Cy) und 

Nukleoplasma (Nu) wurden fraktioniert aus zehn Tage alten Makrophagen, welche unstimuliert 

vorlagen (unstim.), für eine Stunde mit LPS stimuliert wurden (+LPS) oder für 72 Stunden mit 

Interferonvorstimuliert und anschließend für eine Stunde mit LPS aktiviert wurden (+IFN/LPS). 

Die Tubulin-Detektion wurde als Cytoplasma-Marker, die Lamin-Detektion als Nukleoplasma-

Marker verwendet.  

 

weiterhin im Cytoplasma zu lokalisieren. Jedoch führte die Stimulation zu einer geringen 

TAF4B-Anreicherung im Nukleoplasma. Nach Vorstimulierung der Makrophagen mit IFN 

wurde TAF4B trotz der nachfolgenden LPS-Stimulation ausschließlich im Cytoplasma der 

Zellen detektiert, im Nukleoplasma lag TAF4B nach IFN-Vorstimulation und LPS-

Stimulation nicht vor. Demgegenüber bedingte sowohl die LPS-Stimulation als auch die 

kombinierte IFN/LPS-Stimulation eine starke Anreicherung von RelA im Nukleoplasma der 

Makrophagen. Die nukleäre Translokation von RelA in beiden Behandlungen der 

Makrophagen zeigt, dass die verschiedenen Stimulations-Ansätze jeweils zu der erwarteten 
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Aktivierung der Makrophagen führten. Zudem belegen die Immundetektionen gegen 

Tubulin und Lamin, dass die Cytoplasma-Nukleoplasma-Fraktionierungen der Makrophagen 

funktioniert haben.  

Die Ergebnisse der Cytoplasma-Nukleoplasma-Fraktionierung wurden durch 

Immunofluoreszenz-Färbungen zur Lokalisation von TAF4B in Makrophagen verifiziert 

(Abbildung 18). Die Makrophagen wurden hierfür gleich den in der Fraktionierung 

verwendeten Makrophagen stimuliert. Zusätzlich wurden Makrophagen ausschließlich mit 

  

 

Abbildung 18. Die IFN-Vorstimulierung der reifen Makrophagen inhibiert die LPS-induzierte 

Anreicherung von TAF4B im Zellkern von Makrophagen und bedingt teilweise eine Exklusion 

von TAF4B aus dem Zellkern. Nachweis der TAF4B-Lokalisation in zehn Tage alten Makrophagen, 

welche unstimuliert waren (unstim.), eine Stunde mit LPS stimuliert wurden (+LPS 1h) sowie  für 72 

Stunden mit Interferon (+ IFN oder mit Interferon (72 Stunden) und anschließend für eine Stunde 

mit LPS (+IFN/LPS) stimuliert wurden.   (A) Immunofluoreszenz gegen TAF4B, (B) DAPI-Färbung 

der DNA, (C) Überlagerung der anti-TAF4B-Immunofluoreszenz und DAPI-Färbung, (D) 

Phasenkontrastaufnahme der Zellen. Die Pfeile zeigen beispielhaft auf Zellen, in welchen TAF4B 

nicht im Nukleus detektiert wurde. Maßstabsbalken:= 20µm. 
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IFN stimuliert, um den inhibitorischen Effekt auf die nukleäre TAF4B-Anreicherung nach 

LPS-Stimulation weiter zu überprüfen. In den zehn Tage alten unstimulierten Makrophagen 

lag TAF4B hauptsächlich im Cytoplasma und gering im Nukleus vor. Die einstündige LPS-

Stimulation der Makrophagen induzierte vergleichbar zur LPS-induzierten Lokalisation in 

sieben Tagen alten Makrophagen (siehe Abbildung 13, Seite 56) die Anreicherung von 

TAF4B im Nukleus. Die dreitägige Stimulation ausschließlich mit IFN führte zu einer 

Lokalisation von TAF4B im Cytoplasma und Nukleoplasma, vergleichbar zu unstimulierten 

Makrophagen. Zudem schien TAF4B in wenigen der IFN-behandelten Makrophagen 

vollkommen aus dem Nukleus ausgeschlossen zu sein. In den IFNvorstimulierten 

Makrophagen, welche folgend mit LPS stimuliert wurden, zeigte sich eine Inhibition der 

Anreicherung von TAF4B im Nukleus. Auch hier lagen einige Zellen vor, in welchen kein 

TAF4B im Nukleus detektiert wurde.  

Die Immunofluoreszenz zeigt, dass TAF4B auch in zehn Tage alten Makrophagen ohne 

Stimulation  in geringer Menge im Zellkern vorliegt. Dies steht jedoch im Gegensatz zu den 

Ergebnissen der Cytoplasma-Nukleoplasma-Fraktionierung, in welcher kein TAF4B im 

Nukleoplasma von unstimulierten Makrophagen nachgewiesen wurde (Abbildung 17, Seite 

62). Demgegenüber zeigen die Immunfluoreszen-Färbungen, übereinstimmend mit den 

Ergebnissen der Cytoplasma-Nukleoplasma-Fraktionierung, dass TAF4B nach LPS-

Stimulation im Nukleus angereichert wird. Ebenfalls übereinstimmend mit der Cytoplasma-

Nukleoplasma-Fraktionierung zeigen Immunfluoreszenz-Färbungen, dass die LPS-induzierte 

Anreicherung von TAF4B durch eine  IFN-Vorstimulierung inhibiert wird. 

 

 

5.5 Die Stimulation durch die antiinflammatorischen Cytokine Interleukin 

4, 10 und 13 bedingt eine spezifische Lokalisation von TAF4B in 

Makrophagen 

 

Gegenüber der Situation in proinflammatorischen M1-Makrophagen, können die Interleukine 

IL-4, IL-10 und IL-13 durch Sequestrierung der NFB-Untereinheit RelA aus dem Nukleus 

zu einer Inhibition proinflammatorischer Mechanismen und zur Ausbildung von M2-

Makrophagen führen. Die induzierte RelA-Sequestrierung inhibiert zum Beispiel die 

Expression proinflammatorischer Gene wie tnf- und il6. In Makrophagen des M2-Phänotyps 
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werden stattdessen antiinflammatorische Gene aktiviert (Übersichtsartikel: Sica et al., 2008; 

Übersichtsartikel: Martinez et al., 2009). Eine induzierte Änderung hin zu einem 

antiinflammatorischen Transkriptionsfaktor-Repertoire im Zellkern von M2-Makrophagen 

könnte ebenfalls den Koaktivator TAF4B beeinflussen. Dies wäre ein Hinweis auf eine 

generelle immunregulatorische Rolle von TAF4B in primären Makrophagen, welche über 

eine proinflammatorische Funktion in LPS-aktivierten Makrophagen hinausgehen würde. Um 

zu bestimmen, ob eine antiinflammatrosiche Stimulation einen Einfluss auf die Funktion von 

TAF4B haben könnten, wurden sieben Tage alte Makrophagen für weitere 72 Stunden mit 

den Cytokinen IL-4 und IL-13 oder mit IL-4, IL-10 und IL-13 stimuliert. Die möglichen 

Effekte der Cytokinstimulation auf die Lokalisation von TAF4B wurden in den behandelten 

Makrophagen durch Immunofluoreszenz gegen TAF4B detektiert (Abbildung 19,  Reihe A). 

Als Kontrolle einer adäquaten Cytokin-Stimulation der Makrophagen wurde zusätzlich die 

Lokalisation von RelA überprüft, welches in M2-Makrophagen hauptsächlich im Cytoplasma 

vorliegen sollte (Mantovani et al., 2004).  

 

 

Abbildung 19. Antiinflammatorische Stimulation maturer Makrophagen mit Interleukin 4 und 

13 bedingt eine spezifische Lokalisation von TAF4B. Primäre Makrophagen wurden für 72 Stunden 

mit jeweils 20 ng/ml Interleukin stimuliert, folgend wurde Immunofluoreszenz gegen TAF4B (A) und 

RelA (B) durchgeführt. Die DNA wurde zudem mit DAPI gegengefärbt. Zusätzlich ist die 

Überlagerung der jeweiligen Immundetektion und der DAPI-Färbung gezeigt, sowie Phasenkontrast-

Aufnahmen der Makrophagen. Die Pfeile zeigen beispielhaft auf Zellen, in welchen TAF4B oder RelA 

distinkt lokalisiert ist. Maßstabsbalken = 20 µm.   

 

Während in unstimulierten, zehn Tage alten Makrophagen TAF4B hauptsächlich im 

Cytoplasma und gering im Nukleus vorliegt (siehe dazu Abbildung 18, Seite 63), induziert 

die Stimulation der Zellen mit IL-4/IL-13 oder IL-4/IL-10/IL-13  eine distinkte, zelluläre 

Anordnung von TAF4B (die Abbildungen zur Immunfluoreszenzdetektion von TAF4B in IL-
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4/IL-10/IL-13-stimulierten Zellen sind im Anhang dargestellt; Abbildung 24, Seite 106). Im 

Nukleus der Makrophagen scheint TAF4B nach der Interleukinstimulation in distinkten 

Bereichen konzentriert vorzuliegen, während das cytoplasmatische TAF4B perinukleär 

angereichert zu sein scheint. Damit spiegelt die TAF4B-Lokalisation nicht die deutliche 

Sequestrierung von RelA aus dem Nukleus wider (Abbildung 19, Reihe B). Diese 

Interleukin--induzierte RelA-Sequestrierung aus dem Nukleus zeigt, dass die Makrophagen 

auf die Stimuli wie erwartet reagiert haben (Deepak et al., 2007; Sica et al., 2008). Damit ist 

TAF4B möglicherweise nicht exklusiv an einer proinflammatorischen, sondern auch an einer 

antiinflammatorischen Transkriptionsregulation in Makrophagen beteiligt.            
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6. Diskussion 

 

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass der gewebespezifische Transkriptionsfaktor 

TAF4B in Makrophagen,  jedoch nicht in Monozyten, exprimiert wird. TAF4B liegt während 

der in vitro-Differenzierung der Makrophagen hauptsächlich im Cytoplasma und zu einem 

geringen Teil auch im Nukleus vor. Die proinflammatorische Stimulation der reifen 

Markophagen mit LPS führt zu einer nukleären Anreicherung von TAF4B, zusammen mit den 

NFB-Untereinheiten RelA und cRel. Parallel dazu wurde die Transkription der putativen 

TAF4B-Zielgene a20 und tnf- in LPS-stimulierten Makrophagen aktiviert. Chromatin-

Immunpräzipitationen konnten die Annahme bestätigen, dass TAF4B in den LPS-stimulierten 

Makrophagen an Zielgene bindet, eindeutig wurde eine Bindung von TAF4B an den Promotor 

von tnf- detektiert. Eine Vorstimulation der primären Makrophagen mit IFN führte jedoch 

zu einer Inhibition der LPS-induzierten nukleären Anreicherung von TAF4B. Die 

antiinflammatorische Interleukinstimulation der Makrophagen führte ebenfalls zu einer 

distinkten Lokalisation von TAF4B in Makrophagen. Dies hindeutet darauf hin, dass TAF4B 

ebenfalls in antiinflammatorische Reaktionen der Makrophagen involviert sein könnte.  

Damit konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass in Makrophagen proinflammatorische 

Stimuli zu einer Aktivierung und Promotorbindung durch TAF4B führen können. Darüber 

hinaus führen weitere Stimuli zu jeweils distinkten Mustern der Lokalisation von TAF4B, was 

auf eine komplexe Regulation des Transkriptionsfaktors durch verschiedene Signalwege 

hindeutet.             

 

 

6.1 Die Expression von taf4B, der taf4B-Splicevariante und taf4 in 

primären Monozyten und Makrophagen 

 

Da keine Daten in Bezug auf die Expression basaler Transkriptionsfaktoren in Monozyten 

und Makrophagen publiziert sind, wurde die Transkription und Proteinexpression von 

taf4B,einer möglichen taf4B-Splicevariante (Wu et al., 2005) und taf4 während der 

Differenzierung von Makrophagen überprüft. In Monozyten und während der meisten 

Abschnitte der betrachteten Makrophagen-Differenzierung wurde das taf4B-Transkript relativ 

konstant detektiert (siehe Abbildung 8 A, Seite 46). Mit Einsetzen der Adhärenz, in eine 
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Stunde alten Makrophagen, lag das taf4B-Transkript deutlich verstärkt vor. Einhergehend mit 

der verstärkten taf4B-Transkriptmenge in den eine Stunde kultivierten Makrophagen wurde 

ebenfalls das TAF4B-Protein nachgewiesen (siehe Abbildung 8 B, Seite 46). Die 

vergleichsweise niedrige mRNA-Menge in Monozyten ist vermutlich nicht der Grund für eine 

fehlende Detektion des TAF4B-Proteins in Monozyten. Die taf4B-Menge war in PBMCs 

vergleichbar niedrig, dennoch wurde das TAF4B-Protein in PBMCs deutlich detektiert. Dies 

deutet darauf hin, dass die Translation der taf4B-mRNA in Monozyten inhibiert sein könnte 

und erst mit beginnender Differenzierung in Makrophagen aktiviert wird. Damit decken sich 

die hier erhaltenen Daten mit vorangegangenen Ergebnissen, welche zeigen, dass die taf4B-

mRNA in verschiedenen Zelltypen vorliegt, das TAF4B-Protein jedoch nur in wenigen 

Zelltypen exprimiert wird (Wu et al., 2005). Eine posttranskriptionelle Regulation der 

TAF4B-Expression könnte über die untranslatierten Regionen der taf4B-mRNA gesteuert 

werden (Wu et al., 2005), jedoch sind hierzu keine eindeutigen Daten bekannt.  

Trotz der deutlich absinkenden taf4B-Menge in der weiteren Entwicklung der Makrophagen 

bleibt das TAF4B-Protein deutlich exprimiert. Möglicherweise liegt TAF4B nach der 

Expression in eine Stunde alten Makrophagen sehr stabil vor. Anzunehmen ist zudem, dass 

die in eine Stunde alten Makrophagen initiierte Translation von TAF4B aktiv bleibt, wodurch 

vorliegendes TAF4B kontinuierlich durch die geringe taf4B-mRNA-Menge erneuert wird. 

TAF4B wird nicht im murinen Knochenmark exprimiert, dem Stammzell-Reservoir der 

Leukozyten (siehe Abbildung 4, Seite 17; Silkov et al., 2002). Sollte dies die Situation in der 

Zelllinie humaner Monozyten widerspiegeln, würde TAF4B wie hier gezeigt in der 

Entwicklung zu Makrophagen erst relativ spät im Stadium der einsetzenden Differenzierung 

zu Makrophagen exprimiert, vergleichbar zu der Situation in B-Lymphozyten (Silkov et al., 

2002). 

Die erhöhte Menge des taf4B-Transkriptes und einsetzende TAF4B-Expression in eine Stunde 

alten Makrophagen lassen zudem vermuten, dass die einsetzende Adhärenz der Makrophagen 

die Expression des TAF4B-Proteins induziert. Adhärenz stellt einen starken Stimulus für 

Monozyten dar. Die Zellmorphologie verändert sich, die Transkription und Expression 

zahlreicher Gene wird beeinflusst (Mao et al., 1986; Diatchenko et al., 2005; Valledor et al., 

2006). Einige Daten aus anderen Arbeiten unterstützen diese Hypothese. So sind 

möglicherweise PKA- und PI-3- sowie MAP-Kinase-Signalwege in Granulosazellen des 

murinen Ovars in die Aktivierung der taf4B-Transkription involviert (Ongeri et al., 2007). 

Diese Signalwege werden ebenfalls durch Adhärenz in Makrophagen aktiviert (Berton and 
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Lowell, 1999; Kao and Liu, 2002). Es wäre aus diesem Grund möglich, dass die gezeigte 

taf4B-Transkription in Makrophagen durch Einsetzen der Adhärenz und Aktivierung von 

Kinase-Signalwegen verstärkt wird. Jedoch ist es nicht auszuschließen, dass Komponenten 

des verwendeten Zellkultur-Mediums die beginnende TAF4B-Expression aktivieren (Kreutz 

et al., 1992). Hierfür wäre es hilfreich, frisch elutrierte Monozyten für eine Stunde auf einem 

Roller in einem 50 ml-Falcongefäß zu kultivieren. Die Zellen könnten durch die ständige 

Bewegung nicht oder kaum an der drehenden Plastikwandung adhärent werden (persönliche 

Kommunikation, Prof. Dr. Marina Kreutz, Universitäts-Klinikum Regensburg). Sollte TAF4B 

in dieser Zellkultur nicht exprimiert werden, wäre dies ein deutlicher Hinweis darauf, dass 

TAF4B initial Adhärenz-induziert translatiert wird.  

Gegenüber dem deutlichen Anstieg der Menge der taf4B-mRNA in eine Stunde alten 

Makrophagen, lag die Menge des Transkripts einer möglichen taf4B-Splicevariante relativ 

konstant während der Monozyten-Makrophagen-Entwicklung vor (siehe Abbildung 8 A, 

Seite 46). Die verkürzte TAF4B-Splicevariante besitzt das Epitop des hier verwendeten 

Antikörpers (Dikstein et al., 1996). Insofern exprimiert, sollte die Splicevariante damit durch 

den hier verwendeten Antikörper detektiert werden. Die Immundetektion gegen TAF4B ergab 

eine zusätzliche Bande im Proteinextrakt der eine Stunde und 24 Stunden alten Makrophagen, 

was auf die Expression der TAF4B-Splicevariante hindeuten könnte.  Es zeigt sich, dass diese 

mögliche TAF4B-Variante nicht vergleichbar zu TAF4B stabil in Makrophagen vorliegt, 

sondern in 24 Stunden alten Makrophagen schwächer detektiert wird. Das C-terminale 

Proteinende der TAF4B-Variante wäre verkürzt und könnte der Grund für eine Instabilität 

und die Degradation der TAF4B-Variante mit fortschreitender Entwicklung der Makrophagen 

sein (siehe Abbildung 8 B, Seite 46). Da bis jetzt keine eindeutigen Ergebnisse zur 

tatsächlichen und stabilen Proteinexpression des verkürzten taf4B-Alternativtranskriptes 

vorliegen, diese verkürzte TAF4B-Variante aber mit der Transkription von TAF4B-Zielgenen 

interferieren könnte (Wu et al., 2005), wäre es sinnvoll die eindeutige Expression der 

Splicevariante in zukünftigen Arbeiten zu belegen. 

Das Transkript von taf4 lag im Vergleich zu PBMCs in Monozyten deutlich verstärkt vor und 

wurde dann relativ konstant in den differenzierenden Makrophagen nachgewiesen. Ob mit 

einer erhöhten Menge der taf4-mRNA auch das TAF4-Protein in Monozyten stärker im 

Vergleich zu den übrigen Zelltypen der PBMC-Population exprimiert wird, ist unklar, da das 

TAF4-Protein nicht durch einen Western-Blot nachgewiesen werden konnte. Das TAF4-

Protein wurde auch in Proteinextrakt von Hela-Zellen nicht detektiert, obwohl TAF4 hier 
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exprimiert wird (Vassallo and Tanese, 2002). Warum TAF4 selbst nach Abänderung des 

Protokolls nicht durch einen Western-Blot detektiert werden konnte kann nicht gesagt 

werden. Demgegenüber zeigte die Immunfluoreszenz eine Expression und nukleäre 

Lokalisation von TAF4 in adhärenten Makrophagen (siehe Abbildung 9, Seite 48). TAF4 

wurde in wenigen Makrophagen ab drei Tagen Kultivierung teilweise schwach oder nicht 

durch die Immunfluoreszenz detektiert. Die Zahl der TAF4-negativen Makrophagen nahm mit 

fortschreitender Kulturdauer bis zu sieben Tagen augenscheinlich nicht zu. Dies deutet 

weniger auf eine progressive Abnahme der TAF4-Menge mit zunehmender Differenzierung 

in der gesamten Makrophagen-Population hin; vielmehr könnte es sein, dass TAF4 spezifisch 

in einigen Subpopulationen der kultivierten Makrophagen ab etwa drei Tagen nicht mehr 

exprimiert wird. Die elutrierte, humane Monozyten-Population besteht aus Subpopulationen, 

welche in bestimmten morphologischen und funktionellen Charakteristika variieren können 

(Übersichtsartikel: Auffray et al., 2009). Dies ist wahrscheinlich auch ein Grund für eine 

Heterogenität von Makrophagen sowohl in vitro als auch in vivo (Yasaka et al., 1981; 

Andreesen et al., 1986). Möglicherweise wird TAF4 demnach in bestimmten Makrophagen-

Subpopulationen nicht mehr exprimiert. 

 

 

6.2 Die partielle Kolokalisation von TAF4B mit TAF4 und aktiver RNA-

Pol II deutet auf eine mögliche Rolle von TAF4B in der Differenzierung 

von Makrophagen hin 

 

 

Der Übergang von schwimmenden Monozyten zu adhärenten Makrophagen stellt eine 

transkriptionell aktive Phase in der Differenzierung dar (Liu et al., 2008; Valledor et al., 

2006). TAF4B wurde während dieser Phase exprimiert (siehe Abbildung 8, Seite 46) und 

lokalisierte im Nukleus der eine Stunde alten Makrophagen (siehe Abbildung 9, Seite 48). 

Die nukleäre Lokalisation könnte darauf hindeuten, dass TAF4B zu diesem Zeitpunkt der 

Differenzierung in die Transkription involviert ist. Nukleäres TAF4B ist möglicherweise auch 

in der weiteren Differenzierung der Makrophagen notwendig, da auch in der weiteren 

Entwicklung der Makrophagen TAF4B kontinuierlich im Nukleus detektiert wurde. TAF4B 

wurde durch Stimulation mit bakteriellen Lipopolysacchariden im Nukleus von Makrophagen 
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angereichert (siehe Abbildung 13, Seite 56). Deswegen wurde geprüft, ob eine mögliche 

bakterielle Kontamination der Zellkultur für die nukleäre Lokalisation von TAF4B 

verantwortlich sein könnte. Die cytoplasmatische Lokalisation von RelA in eine Stunde alten 

und reifen Makrophagen deutet jedoch auf einen ruhenden Zustand der Zellen hin. Die 

Annahme, dass die kultivierten Makrophagen nicht aufgrund einer Kontamination aktiviert 

vorlagen, wurde weiter durch die fehlende il6-Transkription in reifen, unstimulierten 

Makrophagen belegt. Dies deutet darauf hin, dass TAF4B in unstimulierten Makrophagen an 

der Transkription differenzierungsrelevanter Gene oder Haushaltsgene beteiligt ist. Diese 

Annahme konnte durch die Kolokalisation von TAF4B und aktiver RNA-Pol II in eine Stunde 

alten Makrophagen gestützt werden (siehe Abbildung 10, Seite 50). Damit  deutet die 

partielle Kolokalisation von TAF4B und der aktiven RNA-Pol II darauf hin, dass TAF4B an 

der aktiven Transkription in dieser frühen Phase der Makrophagen-Differenzierung beteiligt 

ist.  

Eine Kolokalisation des nukleären TAF4B und TAF4 zeigte sich in der Immunofluoreszenz 

nur partiell. Dies könnte darauf hindeuten, dass TAF4B-Moleküle in Makrophagen nur 

teilweise nukleäre TAF4B:TAF4-Heterodimeren ausbilden. Dies stände in Übereinstimmung 

mit vorangegangenen Arbeiten, welche zeigen, dass TAF4B als Heterodimer in Interaktion 

mit TAF4 im TFIID-Komplex vorliegen kann (Liu et al., 2008). Der gegen die aktive RNA-

Pol II verwendete Antikörper erkennt spezifisch die Serin5-Phosphorylierung der CTD. 

Inaktive oder aktive RNA-Pol II, welche nicht in der Transkriptionsinitiations-Phase 

vorliegen, stellen demnach kein Epitop des verwendeten Antikörpers dar (Phatnani and 

Greenleaf, 2006; Egloff and Murphy, 2008). Zudem enthalten TFIID-Komplexe zu einem 

Teil TAF4-Homodimere und zu einem anderen Teil TAF4B:TAF4-Heterodimere (Dikstein et 

al., 1996). Es ist aus diesem Grund nicht überraschend, dass TAF4B und aktive RNA-Pol II 

nicht vollständig kolokalisieren.  

In verschiedenen Arbeiten wurde die Promotorbindung verschiedener Gene durch TAF4B 

gezeigt, welche in Makrophagen ebenfalls notwendig in der Zelldifferenzierung sind (siehe 

Tabelle 8). Die Transkriptionsregulation  durch TAF4B wird vermutlich aber nicht alleinig 

durch die Bindeaffinität der DNA-Bindedomäne bestimmt. Die Präsenz von TAF4 und die 

Bindung verschiedener Aktivatoren an mögliche TAF4B-Zielgene scheint zudem die TAF4B-

Funktion zu regulieren (Ainbinder et al., 2002; Mengus et al., 2005). Aus diesem Grund 

können die in Tabelle 8 gezeigten Gene nur als Hinweis auf mögliche TAF4B-Zielgene in 

Makrophagen gesehen werden. In Monozyten und eine Stunde alten Makrophagen wurde 
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möglicherweise eine TAF4B-Splicevaiante detektiert (Abbildung 8 B, Seite 46; Wu et al., 

2005). Es kann damit nicht ausgeschlossen werden, dass in eine Stunde alten Makrophagen 

durch die Ko-Immunofluoreszenzfärbungen gegen aktive RNA Pol II und TAF4B teilweise 

  

Tabelle 8. Aus anderen Zelltypen bekannte TAF4B-Zielgene welche eine Funktion in der 

Makrophagen-Differenzierung besitzen.  

Zielgen  Funktion in Makrophagen 

c-jun
1
 Untereinheit des heterodimeren Transkriptionsfaktors AP-1. Ist involviert 

in Differenzierung von Monozyten-Zelllinie (Behre et al., 1999). Durch 

LPS-aktiviertes c-Jun ist notwendig für tnf--Expression in Makrophagen 

(Hambleton et al., 1996; Liu et al., 2000).    

follistatin
2
 Sezerniertes Glykoprotein mit Funktion in Differenzierung und 

Immunreaktion durch Inhibition von Activin und anderen 

Wachstumsfaktoren (De Kretser et al., 2012). 

integrin alpha 6 

(itga6/ cd49f)
3
 

Transmembranprotein, das die Adhärenz von Makrophagen an 

extrazelluläre Matrix vermittelt. Stark hochreguliert in Makrophagen und 

wahrscheinlich involviert in die Makrophagen-Differenzierung (Shaw et 

al., 1990; Ammon et al., 2000; Shi and Simon, 2006) 

1 
(Geles et al., 2006; W. Liu et al., 2008); 

2 
(Geles et al., 2006); 

3 
(Kalogeropoulou et al., 2010)    

 

die mögliche TAF4B-Variante detektiert wird (Abbildung 10, Seite 50). Aufgrund des 

Fehlens der C-terminal gelegenen TFIID-Interaktionsdomäne könnte durch die TAF4B-

Splicevariante eine TAF4B-bedingte Transkription des Gens blockiert werden (Wu et al., 

2005). Die mögliche Splicevariante könnte also eine wichtige Rolle in der 

Transkriptionsregulation von Monozyten und jungen Makrophagen übernehmen. Da die 

zusätzliche Bande in sieben Tage alten Makrophagen nicht mehr detektiert wurde, sollte hier 

die Möglichkeit der Transkriptionsregulation  durch die TAF4B-Splicevariante 

auszuschließen sein. Sollte die TAF4B-Variante eine Rolle in den differenzierenden 

Makrophagen spielen, könnten sich verschiedene Modi der TAF4B-Regulation durch die 

TAF4B-Variante ergeben. Die TAF4B-Variante könnte mit TAF4B um die Bindung von 

Zielgenen konkurrieren. Möglicherweise wirkt die TAF4B-Splicevariante jedoch aktivierend 

auf TAF4B. In Caenorhabditis elegans inhibieren OMA-Proteine die transkriptionelle 

Funktion von TAF4 durch Sequestrierung des Transkriptionsfaktors in das Cytoplasma 
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(Guven-Ozkan et al., 2008). Homologe Mechanismen könnten in Säugetieren existieren und 

TAF4 oder TAF4B inhibieren. Die TAF4B-Splicevariante könnte durch Bindung der 

inhibitorischen Proteinfaktoren TAF4B substituieren und dadurch die Inhibition von TAF4B 

blockieren.  

Das ubiquitäre TAF4 wurde in eine Stunde und 24 Stunden alten Makrophagen 

populationsweit detektiert. Ab drei bis sieben Tagen Kultivierung war TAF4 jedoch in einer 

geringen Anzahl der Makrophagen deutlich reduziert oder nicht detektierbar (siehe 

Abbildung 9, Seite 48). Die Anzahl TAF4-negativer Makrophagen nahm mit 

voranschreitender  Kultivierung augenscheinlich nicht zu. Dies führt zu der Annahme, dass 

TAF4 spezifisch in distinkten Makrophagen-Subpopulationen ab einer gewissen 

Differenzierung nicht weiter exprimiert wird. TAF4 ist notwendig für die Integrität des 

TFIID-Komplexes, kann aber in Abwesenheit vermutlich durch TAF4B substituiert werden 

(Cler et al., 2009). Da alle Makrophagen in Kultur kontinuierlich TAF4B exprimierten (siehe 

Abbildung 9, Seite 48), integrieren in den TAF4-negativen Makrophagen möglicherweise 

TAF4B:TAF4B-Dimere in den TFIID-Komplex. Versuche zeigen, dass embryonische 

Fibroblastenzellen trotz einer Depletion von TAF4 vital bleiben, jedoch eine globale 

Änderung der Transkription bedingt wird. Diese Versuche führen weiter zu der Annahme, 

dass ein spezifisches Gleichgewicht zwischen nukleären TAF4 und TAF4B notwendig ist für 

eine regulierte Transkription (Mengus et al., 2005). Zusammen mit diesen Daten könnte die 

Immunofluoreszenz darauf hindeuten, dass TAF4 in bestimmten Makrophagen-

Subpopulationen durch TAF4B im TFIID-Komplex substituiert wird und so ein distinktes 

Transkriptom induziert wird. Ein kontrollierter Stopp der TAF4-Expression und die verstärkte 

Integration von TAF4B in den TFIID könnte mit voranschreitender Reifung der Makrophagen 

einen Mechanismus zur weiteren Differenzierung in distinkte Makrophagen-Phänotypen 

darstellen.  

Ein knock down von taf4B mit anschließendem ChIP und einer qRT-PCR-Auswertung der 

Transkription könnte putative TAF4B-Zielgene aufzeigen, welche für die weitere 

Differenzierung von Monozyten oder Makrophagen notwendig sind. Mit sieben Tage alten 

Makrophagen durchgeführte knock down-Experimente erbrachten jedoch keine 

reproduzierbaren Effekte (Ergebnisse nicht gezeigt). Dies ist wahrscheinlich durch das 

verwendete Zellkulturprotokoll bedingt, welches von den Herstellerangaben des 

Transfektions-Kits abweicht (siehe Hersteller-Protokoll LONZA „AMAXA-Human 

Macrophage Nucleofector Kit―, VAPA-1008 PC). Die vom Hersteller vorgeschlagene 
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Kultivierung der Makrophagen in M-CSF-haltigen Medium bedingt jedoch eine 

antiinflammatorische Differenzierung von Makrophagen (Verreck et al., 2006; Fleetwood et 

al., 2012; Sica et al., 2008). Die Ergebnisse aus Versuchen mit solch kultivierten 

Makrophagen wären aufgrund der unterschiedlichen Differenzierung der Makrophagen 

möglicherweise nicht vergleichbar mit den hier erhaltenen Ergebnissen. 

           

 

6.2.1 TAF4B scheint Polycomb-Proteine in Makrophagen nicht durch eine nukleoläre 

Sequestrierung zu regulieren  

 

Polycomb-Komplexe reprimieren u.a. durch posttranslationale Modifikation der Histone H3 

und H2A die Transkription von Zielgenen (Übersichtsartikel: Morey and Helin, 2010). Die 

nukleoläre Sequestrierung der Polycomb-Proteine durch tTAFs in D. melanogaster scheint 

diese Genrepression aufzuheben. Aufgrund der nukleolären Sequestrierung der Polycomb-

Proteine wird durch die TAF-Paraloge vermutlich die Transkription von postmeiotischen 

Genen mit Relevanz für die Differenzierung der Spermien aktiviert (Chen et al., 2005). 

Zudem ist das ubiquitäre TAF4 in Embryonen von D. melanogaster Teil des PRC1 (Saurin et 

al., 2001), was darauf hindeutet, dass eine Interaktion zwischen TAFs und Polycomb-

Untereinheiten nicht ausschließlich testisspezifisch ist. Da TAF4 in Metazoen konserviert ist 

(Übersichtsartikel: Freiman, 2009), wäre es möglich, dass die Interaktion mit Polycomb-

Proteinen ebenso in differenzierenden Zellen von Säugetieren einen genregulatorischen 

Mechanismus darstellt. Um diese These zu prüfen, wurde hier die mögliche nukleoläre 

Lokalisation von TAF4B in Makrophagen durch Ko-Immunofluoreszenz gegen TAF4B und 

nukleoläres Fibrillarin  nachgewiesen. Unabhängig vom Differenzierungsstadium der 

Makrophagen lag TAF4B jedoch nicht angereichert an den Fibrillarin-positiven Bereichen im 

Nukleolus vor, sondern hier deutlich geringer als im übrigen Nukleus (siehe Abbildung 11, 

Seite 51). Sollte TAF4B vergleichbar zu Annahmen von Chen et al. (2005) indirekt die 

Transkription durch die Sequestrierung von Polycomb-Proteinen regulieren, dann werden die 

TAF4B-gebundenen Faktoren vermutlich nicht in den Nukleolus sequestriert. 

In eine Stunde sowie sieben Tage alten Makrophagen wurde zudem die Lokalisation der 

Polycomb-Proteine EZH2 und Ring1A überprüft. Keines der Polycomb-Proteine wurde in den 

primären Makrophagen an den Fibrillarin-positiven Nukleoli detektiert, sondern im Nukleus 

und im Cytoplasma (Dembeck, Bachelorbeit, 2011). Dies deutet weiter darauf hin, dass der 
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Mechanismus einer nukleolären Polycomb-Sequestrierung durch TAF4B in primären 

Makrophagen nicht vorliegt. Ebenfalls verbleibt ein großer Anteil des TAF4B-Proteins, 

unabhängig von der Stimulation, im Cytoplasma. Die Inhibition der repressiven Polycomb-

Effekte auf die Transkription könnte in Säugetierzellen auch durch eine TAF4B-abhängige 

Polycomb-Sequestrierung in das Cytoplasma ermöglicht werden. Da verschiedene Polycomb-

Proteine auch in weiteren Zelltypen cytoplasmatisch lokalisieren (Witte et al., 2004; Su et al., 

2005; Dembeck, 2011), könnte eine cytoplasmatische Polycomb-Sequestrierung auch in 

weiteren Säugetierzelltypen einen Mechanismus der Genregulation darstellen. 

Die tTAFs sind teilweise gering konserviert im Vergleich zu humanen Homologen (Chen et 

al., 2005; Hiller et al., 2004). Dennoch besitzt der konservierte C-Terminus von Nht Histon-

Falte-Domänen, welche sowohl vergleichbar zu Drosophila-TAF4 als auch zu humanem 

TAF4 und TAF4B zu sein scheinen. Dieser Bereich scheint notwendig für verschiedene 

Protein-Interaktionen von TAF4B zu sein und könnte auch für die Interaktion mit Polycomb-

Proteinen eine Rolle spielen (Hiller et al., 2004; Shao et al., 2005; Guven-Ozkan et al., 2008). 

Neben tTAFs interagiert auch das ubiquitäre TAF4 in Embryonen von D. melanogaster mit 

PRC1 (Saurin et al., 2001). Zusammen mit den konservierten HFD im C-Terminus der TAF4-

Homologe deutet dies darauf hin, dass die Interaktion zwischen TAFs und Polycomb-

Komplexen nicht exklusiv im Testis von D. melanogaster stattfinden muss. Es zeigt sich 

vielmehr, dass  die Lokalisation der Polycomb-Proteine zelltypabhängig ist. Im Gegensatz zur 

Situation in primären Makrophagen akkumuliert EZH2 in Hela-Zellen deutlich in der Nähe 

des Nukleolus (Dembeck, Bachelorbeit, 2011). Zellen aus Drosophila-Embryonen, Hela-

Zellen und primären Spermatozyten treten im Gegensatz zu kultivierten, primären 

Makrophagen in die Mitose bzw. Meiose ein. Möglicherweise ist die Chromatin-

Restrukturierung während der Zellteilung notwendig für die Polycomb-Lokalisation in oder 

an den Nukleoli.  
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6.3 Regulation von TAF4B nach Aktivierung der Makrophagen mit LPS 

und den Cytokinen IFN oder Interleukinen 

 

Die proinflammatorische Stimulation durch LPS oder Cytokine wie IFN induziert in 

Makrophagen die Ausbildung eines M1-Phänotyps, welcher u.a. gekennzeichnet ist durch 

distinkte Transkriptionsmuster und die erhöhte Expression verschiedener Cytokine und 

Rezeptoren zur Pathogenerkennung (Übersichtsartikel: Mantovani et al., 2004). Durch T-

Lymphozyten sezerniertes IFN wirkt zudem verstärkend auf die proinflammatorische 

Reaktion und LPS-induzierte Transkription von Makrophagen (Lee and Sullivan, 2001). Nach 

Stimulation durch IL-4, IL-10 und IL-13 können Makrophagen hingegen einen 

antiinflammatorischen M2-Phänotyp ausbilden (Erwig et al., 1998). Im Vergleich zu M1-

Makrophagen wird in M2-Makrophagen ebenfalls ein spezifisches Transkriptom induziert, 

durch die Blockierung der nukleären Anreicherung von RelA, während der Aktivator STAT6 

in den Nukleus transloziert (Übersichtsartikel: Biswas and Mantovani, 2010). Die 

verschiedenen Stimulationen der Makrophagen bedingen damit spezifische 

Lokalisationsmuster von Transkriptionsfaktoren. Um Hinweise auf mögliche Regulations-

mechanismen von TAF4B zu erhalten, wurde die Lokalisation von TAF4B nach 

proinflammatorischer oder antiinflammatorischer Stimulation überprüft. Eine LPS-

Stimulation reifer Makrophagen führte zur erhöhten Expression und nukleären Anreicherung 

von TAF4B (siehe Abbildung 13, Seite 56). TAF4B schien zudem in LPS-stimulierten 

Makrophagen in distinkterer Lokalisation im Nukleus vorzuliegen. Ein deutlicher Anteil von 

TAF4B bleibt aber trotz anhaltender LPS-Stimulation nach fünf Stunden im Cytoplasma 

zurück. Dies scheint vergleichbar zu Ergebnissen aus Zellen des adaptiven Immunsystems. 

Hier liegt TAF4B im unstimulierten Zustand sowohl im Cytoplasma als auch im Kern vor und 

wird nach einem LPS-Stimulus im Nukleus angereichert (Rashevsky-Finkel et al., 2001). 

Weitestgehend sind synergistische Effekte der IFN-und LPS-Stimulation auf Makrophagen 

aufgezeigt  (Schroder et al., 2004), IFNkann jedoch auch eine modulierende Wirkung auf 

LPS-induzierte Effekte besitzen (Collart et al., 1986; Hayes et al., 1995). Die pro-

inflammatorische IFN-Vorstimulierung inhibierte hier in den Makrophagen die LPS-

induzierte Zunahme der nukleären TAF4B-Menge (siehe Abschnitt 5.4, Seite 61). IFN 

schien zudem in einer geringen Anzahl der Makrophagen eine Exklusion von TAF4B aus dem 

Nukleus zu bedingen. Trotz Inhibition der LPS-induzierten Anreicherung im Nukleus 

IFNvorstimulierter Makrophagen, lag TAF4B gering in den meisten dieser Makrophagen 
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im Nukleus vor was eine regulative Funktion von TAF4B in der Transkription hier nicht 

vollständig ausschließt. Während das Immunofluoreszenzprotokoll eine geringe Menge an 

TAF4B im Nukleus IFN-behandelter Makrophagen aufzeigte, war durch die Nukleoplasma-

Cytoplasma-Fraktionierung kein TAF4B im Nukleoplasma gleichwertig behandelter 

Makrophagen zu detektieren. Dies könnte damit zusammenhängen, dass die nukleäre TAF4B-

Menge unterhalb der Nachweisgrenze des verwendeten Western Blot-Protokolls lag. Um die 

Interleukin-bedingte Differenzierung in einen antiinflammatorischen M2-Phänotyp 

aufzuzeigen, wurde die cytoplasmatische RelA-Sequestrierung in Interleukin-behandelten 

Makrophagen überprüft und bestätigt (siehe Abbildung 19 B, Seite 65; Sica et al., 2008). Es 

zeigte sich, dass TAF4B nicht gleichsam zu RelA aus dem Nukleus der M2-Makrophagen 

sequestriert wird (siehe Abbildung 19 A, Seite 65). In den Interleukin-stimulierten 

Makrophagen scheint TAF4B in einem distinkten Bereich des Zellkerns lokalisiert, mit 

scharfer Abtrennung an der Grenzregion des Zellkerns. Die spezifische Lokalisation von 

TAF4B in LPS- oder Interleukin-stimulierten Makrophagen könnte darauf hindeuten, dass 

TAF4B Stimulus-abhängig an transkriptionell aktive DNA-Bereiche lokalisiert wird (siehe 

Schneider and Grosschedl, 2007).  

Es ist wenig bekannt über die Regulation der Lokalisation basaler Transkriptionsfaktoren wie 

TAF4B. Eine nukleäre Anreicherung von TAF4B durch passive Diffusion sollte 

unwahrscheinlich sein. Die Diffusion von Proteinen mit einer Größe von 110 kDa konnte nur 

vereinzelt aufgezeigt werden und erklärt zudem nicht die Stimulus-abhängige Translokation 

von TAF4B in oder aus dem Nukleus (Wang and Brattain, 2007).  C-terminal enthält TAF4B 

nach der Aminosäure 552 ein putatives NLS (nukleäres Lokalisations-Signal) sowie ein NES 

(nukleäres Export-Signal; Rashevsky-Finkel et al., 2001). Durch NLS-Mapper (http://nls-

mapper.iab.keio.ac.jp/cgi-bin/NLS_Mapper_form.cgi) wurden im C-terminalen TAF4B-

Abschnitt ebenfalls mehrere zweiteilige Kernlokalisationssequenzen mit niedriger, nukleärer 

Lokalisations-Aktivität vorhergesagt. Im Gegensatz dazu wurden in der Proteinsequenz von 

TAF4 mehrere einteilige NLS sowie zweiteilige Kernlokalisationssequenzen mit starker 

Lokalisations-Aktivität vorhergesagt. Die Ergebnisse dieses Vergleichs der nukleären 

Lokalisations-Signale stimmen überein mit der Beobachtung einer ausschließlich nukleären 

Lokalisation von TAF4 im Gegensatz zu TAF4B (siehe Abbildung 9, Seite 48). Dies deutet 

darauf hin, dass TAF4B eine schwache NLS mit geringer Affinität zu Importin- besitzt 

(Hodel et al., 2001). Ob die Lokalisation von TAF4B ausschließlich durch die NLS und den 

klassischen Importin /-Mechanimus vermittelt wird, bleibt jedoch unklar (Rashevsky-

http://nls-mapper.iab.keio.ac.jp/cgi-bin/NLS_Mapper_form.cgi
http://nls-mapper.iab.keio.ac.jp/cgi-bin/NLS_Mapper_form.cgi
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Finkel et al., 2001). Möglicherweise ist die Stimulus-bedingte Anreicherung von TAF4B im 

Nukleus nicht alleinig abhängig von einer schwachen NLS. Es wäre auch möglich, dass 

TAF4B an Proteine wie induzierte Aktivatoren bindet, welche Stimulus-induziert in den 

Nukleus translozieren. So könnte TAF4B „huckepack― in den Nukleus mittransportiert 

werden. Jedoch bindet TAF4B unabhängig von RelA an Promotor-Regionen (Ainbinder et al., 

2002) und zeigt keine zu RelA oder cRel vergleichbare Oszillation zwischen Cytoplasma und 

Nukleoplasma (siehe Abschnitt 5.3.2, Seite 55). Zudem liegt TAF4B nicht zusammen mit 

RelA im Nukleus IFN/LPS-stimulierter Makrophagen vor, lokalisiert aber im Gegensatz zu 

RelA im Nukleus Interleukin-stimulierter Makrophagen. Dies deutet darauf hin, dass die 

Aktivität von TAF4B relativ unabhängig zu NFB reguliert wird. Es wäre ebenso möglich, 

dass TAF4B durch die C-terminale HFD in den Nukleus vermittelt wird. Verschiedene TAFs 

bilden cytoplasmatische Dimere durch konservierte HFDs und translozieren als Komplex in 

den Nukleus (Komeili and O’Shea, 2000; Soutoglou et al., 2005). Auch TAF4 und TAF4B 

interagieren durch HFDs mit TAF12 und integrieren in den TFIID-Komplex (Gazit et al., 

2009; Nakamura and Seydoux, 2008). Diese Interaktion mit TAF12 scheint zumindest für 

TAF4 notwendig, um in den Zellkern zu translozieren und könnte auch für TAF4B eine Rolle 

spielen (Guven-Ozkan et al., 2008). In C. elegans konkurrieren OMA1 und 2 nach 

Phosphorylierung durch MBK-2 mit TAF12 um die Bindung der TAF4-HFD, was zu einer 

cytoplasmatischen Sequestrierung von TAF4 und globalen Stilllegung der Transkription führt 

(Guven-Ozkan et al., 2008). Ein zu C. elegans homologer Mechanismus scheint in humanen 

Zellen zu existieren, ebenso wie die Kinase DYRK2, ein MBK-2-Homolog (Guven-Ozkan et 

al., 2008). DYRK2 phosphoryliert verschiedene Transkriptionsfaktoren und reguliert zudem 

möglicherweise TAF4 (Gwack et al., 2006; Brunkhorst et al., 2005; Taira et al., 2012). 

Kinasen wie DYRK2 könnten Stimulus-abhängig nukleäre oder cytoplasmatische 

Bindepartner von TAF4B regulieren und dadurch die nukleäre Anreicherung von TAF4B 

induzieren.  
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6.3.1 Regulation der Bindung von TAF4B an Promotorelemente 

  

Sowohl TAF4B als auch TAF4 interagieren mit TAF12 und binden durch Elemente im stark 

konservierten C-terminalen Proteinbereich an Promotoren (Shao et al., 2005; Gazit et al., 

2009). Versuche mit synthetischen Promotor-Sequenzen zeigen, dass TAF4B und TAF4 

vermutlich um die Bindung einer distinkten Promotorregion konkurrieren können (Liu et al., 

2008). Dabei ist die intrinsische Affinität des TAF4B-oder TAF4-Proteins für 

Promotorsequenzelemente vermutlich gering und nicht alleinig verantwortlich für die 

Promotorbindung (Shao et al., 2005; Gazit et al., 2009). Vielmehr wird angenommen, dass 

durch TAF4B eine Konformationsänderung des TFIID-Proteinkomplexes induziert wird und 

dies verantwortlich ist für eine Promotorspezifität des Holo-TFIID-Komplexes (Shao et al., 

2005; Liu et al., 2008b). Auch ein bestimmtes Verhältnis der nukleären Menge von TAF4B zu 

TAF4 ist vermutlich notwendig für die Regulation von TAF4B, da die Transkriptionsaktivität  

von TAF4B auch durch die Kompetition mit nukleären TAF4 reguliert zu werden scheint 

(Mengus et al., 2005). In Übereinstimmung mit diesen Daten steht die hier gezeigte 

Anreicherung von TAF4B im Nukleus LPS-induzierter Makrophagen und die damit 

einhergehende Induktion der tnf--Bindung (siehe Abbildung 16, Seite 60). Die 

Anreicherung und gleichzeitige Promotorbindung von TAF4B deutet darauf hin, dass die 

Erhöhung der nukleären TAF4B Menge in den primären Makrophagen einen Mechanismus 

zur aktivierten Genregulation durch TAF4B darstellt. 

Stimulus-abhängig könnte die Transkriptionsaktivität von TAF4B durch posttranslationelle 

Modifikationen des TAF4B-Proteins beeinflusst werden. Cytoplasmatisches und nukleäres 

TAF4B wird im Gegensatz zu TAF4 und der möglichen TAF4B-Splicevariante nach 

Aktivierung des Adenyl-Zyklase-gekoppelten Rezeptors durch Proteinkinase A (PKA) 

phosphoryliert. Jedoch hat die Phosphorylierung keinen Einfluss auf die Translokation von 

TAF4B in den Nukleus (Wu et al., 2005), könnte aber eine Rolle in der Integration von 

TAF4B in den Transkriptionskomplex spielen. Verschiedene basale Transkriptionsfaktoren 

(u.a. TAF4) werden Zellzyklus-abhängig oder Stimulus-induziert phosphoryliert, was 

teilweise notwendig ist für die Protein-Protein-Interaktion (Biggs et al., 1998; Pijnappel et al., 

2009). Auch in Makrophagen bedingt der LPS-Stimulus die Aktivierung der PKA-und MAP-

Kinase-Signalwege, was zur Phosphorylierung von TAF4B führen könnte (Sweet and Hume, 

1996). Die Phosphorylierung von TAF4B nach einer LPS-Stimulation (Wu et al., 2005) 

wurde in dieser Arbeit nicht bestätigt (siehe Abbildung 12, Seite 53). Eine Protein-
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phosphorylierung von TAF4B in LPS-aktivierten Makrophagen kann jedoch nicht vollständig 

ausgeschlossen werden, es kann ebenso möglich sein, dass die phosphorylierte TAF4B-

Fraktion zu gering war für die Detektion durch das hier verwendete Western Blot-Protokoll.  

Sollte es möglich sein die Regulation der TAF4B-Aktivität aufzuklären, so könnte 

eingegrenzt werden, durch welchen Mechanismus IFN die LPS-induzierte Translokation von 

TAF4B inhibiert. Anhand der Transkription von tnf- wurde aufgezeigt, dass IFNnicht rein 

verstärkend auf LPS-induzierte Effekte wirkt, sondern auch eine modulierende Funktion 

besitzt (Collart et al., 1986; Hayes et al., 1995). Die durch IFN verstärkte Histon-Acetylase 

und Deacetylase-Aktivität sowie die Transkription IFN-aktivierter Gene durch TBP-freie 

Transkriptionskomplexe zeigt darüber hinaus, dass IFN einen weitreichenden Effekt auf die 

Organisation der Transkriptionsmaschinerie ausübt (Paulson et al., 2002; Keslacy et al., 2007; 

Garrett et al., 2008). Versuche zeigen zudem durch die Inhibition von Kinasen,  dass die 

IFN-Vorstimulierung von Makrophagen zu einer Signaltransduktion des LPS-Stimulus über 

einen alternativen Signalweg zu führen scheint (Hayes et al., 1995). Dies führt zu der 

Annahme, dass IFN-bedingte Effekte Interaktionspartner von TAF4B inhibieren, welche für 

die Translokation von TAF4B in den Zellkern der Makrophagen benötigt werden.  

Die Interleukin-spezifische Lokalisation von TAF4B könnte darauf hindeuten, dass TAF4B in 

M2-Makrophagen mit induzierten Aktivatoren interagiert und die Transkription reguliert 

(Gordon and Martinez, 2010; Woodward et al., 2010). Zudem ist TAF4B in einigen Zelltypen 

an der Transkription von Genen beteiligt, welche ebenfalls Interleukin-induziert durch M2-

Makrophagen exprimiert werden (tgfß1, tgfß3 und ctgf; Übersichtsartikel: Davidson et al., 

2005) (Martinez et al., 2009; Rodero and Khosrotehrani, 2010). Möglicherweise interagiert 

TAF4B in M2-Makrophagen mit den hier induzierten Transkriptionsfaktoren wie STAT6 

oder p50 (Porta et al., 2009; Übersichtsartikel: Biswas and Mantovani, 2010). Durch 

Verbindung der Rezeptor-vermittelten Signaltransduktion zur Transkription würde TAF4B 

damit notwendig für die Initiierung pro-und antiinflammatorischer Transkriptionsmuster sein. 

Dadurch wäre TAF4B essentiell für die Plastizität der Makrophagen-Differenzierung in M1- 

oder M2-Phänotypen.  
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6.3.2 Die spezifische Bindung von TAF4B an tumor necrosis factor alpha zusammen mit 

cRel und RelA  

 

 

TAFs stellen Koaktivatoren dar, welche zwischen Aktivatoren und dem promotorgebundenen 

Präinitiationskomplex vermitteln (Übersichtsartikel: Thomas and Chiang, 2006). Die 

Erkennung von LPS durch den CD14:TLR4-Rezeptorkomplex induziert die Translokation 

aktivierter NFB-Untereinheiten in den Nukleus, welche u.a. den Promotor von tnf- und a20 

binden (Falvo et al., 2010; Verstrepen et al., 2010). Der Koaktivator TAF4B interagiert u.a. 

mit RelA und cRel, bindet jedoch unabhängig von Aktivatoren an Promotoren (Wolstein et 

al., 2000; Yamit-hezi et al., 2000). Die LPS-induzierte Anreicherung von TAF4B im Nukleus 

der reifen Makrophagen (siehe Abbildung 13, Seite 56) deckt sich zeitlich mit der stark 

erhöhten Transkription von a20 und tnf- nach LPS-Stimulation (siehe Abbildung 12 C, 

Seite 53). Die durchgeführten ChIP-Experimente zeigen, dass die einstündige LPS-

Stimulation die Bindung von TAF4B an den aktivierten Promotor von tnf- in primären 

Makrophagen bedingt (siehe Abbildung 16, Seite 60). Weiter wurde die bekannte Bindung 

der NFB-Untereinheiten RelA und cRel an den aktiven tnf--Promotor hier bestätigt (Falvo 

et al., 2010) und zudem erstmals die Bindung von cRel an den a20-Promotor in primären 

Makrophagen aufgezeigt.  

Eine Bindung von TAF4B an den a20-Promotor konnte in primären Makrophagen nicht 

aufgezeigt werden, Versuche vorheriger Arbeiten bestätigen aber, dass TAF4B eine lediglich 

geringe Bindungsaffinität zum a20-Promotor besitzt (Gazit et al., 2009). Zudem wurde eine 

direkte Bindung des Promotors des antiapoptotischen Faktors a20 durch TAF4B bis jetzt 

nicht in primären Zellen belegt und könnte durch den Krebszell-Charakter der verwendeten 

Zellllinien bedingt sein (Ainbinder et al., 2002; Silkov et al., 2002). Auch ist es möglich, dass 

a20 in diesen Zelllinien durch distinkte Transkriptionskomplexe gebunden wird. Die 

verwendeten Jurkat-und Daudi-Zelllinien exprimieren den Zelltyp-spezifischen Aktivator 

OCA-B/BOB-1, welcher mit TAF4B interagiert (Ainbinder et al., 2002; Silkov et al., 2002; 

Marafioti et al., 2003). Dies könnte auch darauf hindeuten, dass die Bindung und Regulation 

von a20 durch endogenes TAF4B lediglich in distinkten Zelltypen auftritt. Zudem wird die 

a20-Expression durch TNF- induziert (Übersichtsartikel: Vereecke et al., 2009). TNF- 

besitzt pleiotrope Funktionen und ist u.a. notwendig in der Embryogenese sowie Homöostase 

verschiedener Gewebe wie z.B. Ovarien (Adashi et al., 1989; Zolti et al., 1990; Balkwill, 
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2009; Pfeffer, 2003). Aus diesem Grund könnte die Reduktion von a20 in TAF4B-Mutanten 

(Freiman et al., 2001; Silkov et al., 2002; Voronina et al., 2007) einen indirekten Effekt 

aufgrund reduzierter TNF--Proteinmengen darstellen.  

Warum Makrophagen im Vergleich zu Monozyten deutlich verstärkt dazu in der Lage sind 

TNF- zu bilden, könnte die hier gezeigte Bindung von tnf- durch TAF4B erklären 

(MacKenzie et al., 2002). Da das TAF4B-Protein in Monozyten nicht exprimiert wird (siehe 

Abbildung 8, Seite 46), könnte in Monozyten vorliegendes TAF4 eine geringe Transkription 

von tnf- bedingen. In adhärenten Makrophagen exprimiert, könnte TAF4B durch eine 

spezifische Promotoraffinität und aufgrund der LPS-induzierten Zunahme der nukleären 

TAF4B-Menge an tnf- binden und TAF4 hier ersetzen. Vorangegangen Arbeiten zeigen, 

dass TAF4B einen Koaktivator für die NFB-induzierte Transkription darstellt (Yamit-hezi 

and Dikstein, 1998; Yamit-hezi et al., 2000). Auch in reifen Makrophagen ermöglicht die 

Integration von TAF4B in den TFIID-Komplex vermutlich die spezifische Interaktion mit 

RelA und cRel und induziert so wahrscheinlich die wesentlich potentere tnf--Transkription 

in Makrophagen.  

Eine IFN-Vorstimulierung führt in Makrophagen zur einer verstärkten tnf--Expression, 

aufgrund der Bindung des tnf--Promotors durch eine inaktive RNA-Pol II sowie weiterer 

Transkriptionsfaktoren (Hayes et al., 1995; Falvo et al., 2010). Zudem inhibiert 

IFNvermutlich die Bindung des tnf-Gens durch Transkriptionsrepressoren und induziert 

eine erhöhte Histon-Acetylierung was zu einem transkriptionell aktiven Chromatin-Zustand 

führt (Collart et al., 1986; Garrett et al., 2008). Die Vorstimulation der Makrophagen mit 

IFN vorangehend zu einer LPS-Stimulation, führte allerdings hier zu einer Abnahme bis 

Depletion der nukleären TAF4B-Menge (Abbildung 18, Seite 63). Dies macht es 

wahrscheinlich, dass tnf- in IFN-behandelten Makrophagen nicht LPS-induziert durch 

TAF4B gebunden wird. Der IFN-bedingte, Transkriptions-kompetente Zustand der tnf--

Promotorregion könnte erklären, aus welchem Grund TAF4B in humanen Makrophagen 

unnötig für die Transkriptionsaktivierung von tnf- nach einer IFN-Vorstimulation sein 

könnte (Abbildung 20). Dem unstimulierten Zustand der Makrophagen entsprechend, liegt 

der tnf--Locus in einem reprimierten, inaktiven Zustand vor (Collart et al., 1986). Werden 

ruhende Makrophagen ohne vorherige IFN-Vorstimulierung mit pathogenen Mustern (LPS) 

konfrontiert, so muss vermutlich erst die Repression des tnf--Genlocus überwunden werden. 

Nach Überwindung des reprimierten Genzustandes könnte TAF4B durch die spezifische 
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Interaktion mit Transkriptionsfaktoren an den reprimierten tnf--Promotor rekrutiert werden 

(Abbildung 20 B). Die weitere Aktivierung des tnf--Genlocus und die Initiation der 

Transkription bedingt TAF4B vermutlich durch die Interaktion mit RelA und cRel (Collart et 

al., 1986). Diese Annahme wird gestützt durch Ergebnisse von Koutroubas et al. (2008). 

Koutroubas und Kollegen zeigen in Hela-Zellen anhand von synthetischen Enhancer-

Konstrukten des ifn-Genpromotors, dass RelA trotz Abwesenheit einer aktiven Histon-

Acetylierung an NFB-Enhancersequenzen des ifnß-Promotors binden kann. Dies ermöglicht 

  

 

Abbildung 20. Schema der hypothetischen Funktionsweise von TAF4 in der 

Transkriptionsaktivierung. A) Die tnf--Genregion liegt in einem inaktiven, reprimierten Zustand 

vor. Weder TAF4B- noch TAF4-enthaltende TFIID-Komplexe können mit dem tnf--Promotor 

interagieren. B) Ein Stimulus (z.B. LPS) induziert die Anreicherung von TAF4B im Nukleus sowie 

die Bindung eines spezifischen Transkriptionsfaktors X an den tnf--Genregion, welcher den TAF4B-

enthaltenden TFIID an den tnf--Promotor rekrutiert. Einhergehend mit der Etablierung eines aktiven 

Zustands und Bindung von RelA an der Genregion wird die Transkription von tnf- initiiert. C) Die 

tnf--Genregion liegt in einem etablierten, aktiven Zustand vor, gebundene Transkriptionsfaktoren 

rekrutieren den TAF4-enthaltenden TFIID und die Transkription wird initiiert. 
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die Aktivierung der Genregion, die Rekrutierung der Transkriptionsmaschinerie und die 

Transkription des Gens. Die Überwindung eines repressiven Genzustandes und die 

Aktivierung der Transkription aufgrund der spezifischen Interaktion von gewebespezifischen 

TAF-Paralogen und Transkriptionsfaktoren, stellt vermutlich auch die Funktion der tTAFs  in 

der Spermatogenese von D. melanogaster dar (siehe Chen et al., 2005). Nach Vorstimulierung 

der Makrophagen mit IFN liegt tnf- in einem transkriptionell kompetenten Zustand vor 

(Abbildung 20 C). Dieser Zustand wird durch eine zellspezifische Zusammenstellung von 

Aktivatoren, Chromatin-regulierenden Faktoren und weiteren Transkriptionsfaktoren definiert 

(Collart et al., 1986; Fischle et al., 2003; Garrett et al., 2008). Diese IFN-induzierte 

Zusammenstellung von Transkriptionsfaktoren könnte mit dem ubiquitären TAF4 interagieren 

und die Ausführung der Transkription nach einem folgenden LPS-Stimulus bedingen. Das 

a20-Gen wird in Makrophagen und weiteren Geweben konstitutiv auf basalem Level 

transkribiert (Park et al., 2011; Liang et al., 2012). Vermutlich liegt damit der a20-Genlocus 

in einem transkriptionell kompetenten Zustand vor. Möglicherweise wird TAF4B aufgrund 

der hier gebundenen Transkriptionsfaktoren in Makrophagen nicht an den a20-Promotor 

rekrutiert. 

Zusammengefasst führt dies zu der Annahme, dass die Bindung eines TAF4B-enthaltenden 

TFIID an Zielgene nicht strikt durch Promotorsequenzen festgelegt ist. Vielmehr ist 

vermutlich die spezifische, Gen-gebundene Zusammenstellung transkriptionsregulierender 

Faktoren ausschlaggebend für die Bindung und Aktivität des TAF4B-enthaltenden TFIID. 

Proteine wie zum Beispiel TAF1 und Chromatin-regulierende Faktoren wie Bromodomänen-

Proteine und Polycomb-Proteine binden durch spezifische Domänen an 

Proteinmodifikationen wie z.B. Acetylierungen und regulieren auf diesem Weg die 

Transkription (Fischle et al., 2003; Übersichtsartikel: Yang, 2004). Möglicherweise wird 

TAF4B durch die spezifische Interaktion mit einem der Chromatin-regulierenden Faktoren an 

Zielgene rekrutiert.    

Unterschiedliche TFIID-Komplexe welche z.B. TAF4B oder TAF4 enthielten, könnten sich 

demnach gegenseitig, abhängig von spezifischen Stimuli, an Genpromotoren ersetzen, um 

durch die jeweiligen TAFs auf eine distinkte Zusammenstellung von Transkriptionsfaktoren 

flexibel zu reagieren. Diese Hypothese könnten durch Chromatin-Immunopräzipitation von 

TAF4B und TAF4 in IFN-und LPS-behandelten Makrophagen belegt werden. Aufgrund der 

Inhibition der LPS-induzierten TAF4B-Anreicherung im Nukleus der Makrophagen, sollte 

der Promotor von tnf- hiernach durch TAF4, jedoch nicht durch TAF4B gebunden sein. 
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NFB-Proteine scheinen in einigen Fällen nicht notwendig für eine LPS-induzierte 

Transkription von tnf-in Makrophagenzu sein (Übersichtsartikel: Falvo et al., 2010). Ob 

RelA nach einer IFN-Vorstimulation der Makrophagen notwendig ist für eine LPS-bedingte 

Transkriptionsaktivierung von tnf-, trotz einer möglichen IFN-induzierten Abwesenheit von 

TAF4B an tnf- müsste aus diesem Grund geklärt werden.  
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7. Ausblick 

 

Die in dieser Arbeit gezeigte Abhängigkeit der Lokalisation von TAF4B und die Bindung an 

tnf- könnte Anlass geben die Funktion von TAF4B in Makrophagen als Effektor-Zellen des 

angeborenen Immunsystems weiter zu beleuchten. Die hier erhaltenen Ergebnisse sollten mit 

in vivo-Daten weiter ergänzt werden, durch die immunhistologische Detektion von TAF4B an 

Orten der Inflammation. Hierfür könnten sowohl humane als auch Maus-Gewebeschnitte aus 

inflammatorischen Gewebe verwendet werden. Eine Detektion von TAF4B im Nukleus von 

Makrophagen in entzündetem Gewebe würde die Rolle von TAF4B in Entzündungs-

Reaktionen weiter aufklären.  

Die Auswirkungen verschiedener Stimuli auf Signalwege in Makrophagen sind teilweise 

genau bekannt. Darüber hinaus stehen die regulatorischen Faktoren und Promotorelemente 

der Transkription von immunregulatorischen Genen wie ifn und tnf- seit geraumer Zeit im 

Focus zahlreicher Arbeiten. Aus diesem Grund könnte die Stimuli-induzierte Transkription 

von TAF4B-Zielgenen in Makrophagen ein wertvolles Werkzeug darstellen um aufzuzeigen, 

von welchen Signalwegen TAF4B reguliert wird und an welche Promotoren TAF4B bindet. 

Genomweite ChIP-Experimente an adäquat stimulierten Makrophagen könnten Aufschluss 

geben über eine Funktion von TAF4B oder TAF4 in der Transkription von M1- oder M2-

Makrophagen. So könnte TAF4B in einigen Zelltypen an der Transkription weiterer 

proinflammatorischer und antiinflammatorischer (tgfß1, tgfß3, ctgf) Gene beteiligt sein. 

Während der Entwicklung von Monozyten zu reifen Makrophagen verändert sich die 

Zusammenstellung der Transkriptionsfaktoren der Zellen. Massenpektrometrianalysen 

könnten mögliche Interaktionspartner von TAF4B in Transkriptionskomplexen aufzeigen und 

weiter klären wodurch TAF4B an Promotoren rekrutiert werden könnte.  

Zudem sollte prinzipiell die Expression und transkriptionelle Funktion der möglichen 

TAF4B-Splicevariante überprüft werden. Immunpräzipitationen gegen TAF4B und TBP mit 

einer anschließenden Überprüfung des präzipitierten Proteinkomplexes mit Hilfe von Massen-

spektrometrieanalysen könnten Aufschluss darüber geben, ob eine verkürzte TAF4B-

Splicevariante exprimiert und in den TFIID-Komplex integriert wird. 

Die TAF-abhängige Induktion einer spezifischen Polycomb-Lokalisation würde einen neuen 

Mechanismus der Transkriptionsregulation in Säugetierzellen darstellen. Erste Hinweise auf 

eine zellzyklusabhängige Lokalisation von Polycomb-Proteinen könnte die 

Immunofluoreszenz gegen Polycomb-Untereinheiten in zellzyklussynchronisierten Hela-
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Zellen ergeben (Knehr et al., 1995; Takita et al., 2003). Die Prüfung der Kolokalistion 

verschiedener TAFs und Polycomb-Proteine im Cytoplasma oder Nukleolus könnte durch 

Ko-Immunofluoreszenz durchgeführt werden. Ein nachfolgender knock down verschiedener 

TAFs könnte weiter Aufschluss geben über die Abhängigkeit der Lokalisation von Polycomb-

Proteinen von TAFs. Interaktionsexperimente (Ko-Immunpräzipitations-Versuche, Hefe-

Zwei-Hybrid-Versuche) würden eine direkte oder indirekte Interaktion von spezifischen 

Domänen der TAF-und Polycomb-Proteine weiter verifizieren. 

Es könnte überprüft werden, ob eine Phosphorylierung zur Verstärkung oder Inhibition der 

Aktivität von TAF4B führt oder vergleichbar zu TBP notwendig für Proteininteraktionen ist 

(Biggs et al., 1998). Da in vivo sowohl TBP als auch verschiedene TAFs phosphoryliert 

werden (Biggs et al., 1998; Pijnappel et al., 2009), wäre durch Zellkultur-Versuche nicht zu 

unterscheiden ob die Phosphorylierung von TAF4B oder einem Interaktionspartner zur 

Proteininteraktion beiträgt. Aus diesem Grund sollte ein möglicher Effekt der TAF4B-

Phosphorylierung auf eine Proteininteraktion in vitro durch Immunpräzipitations-Versuche 

nachgewiesen werden. Das TAF4B-Protein oder mögliche Bindepartner (TBP, TAF4, 

TAF12) können durch Vektor-basierte Expressions-Systeme zellfrei in vitro oder in Bakterien 

exprimiert werden. Nach Phosphorylierung eines der exprimierten Interaktionspartner (in 

vitro oder durch zelluläre Forskolin-Stimulation; Wu et al., 2005) könnten 

Immunpräzipitations-Versuche gegen den putativen Interaktionspartner in Säugetierzelllysat 

oder zellfreien Versuchsansätzen durchgeführt werden.  

Die Fehlregulation von tnf- oder IL-4, IL-10 und Il-13 kann in pathogenen Zuständen 

ebenfalls zur Aktivierung von Makrophagen führen. Diese Makrophagen sezernieren u.a. IL-

10 und Wachstumsfaktoren wie TGF-und VEGF, wodurch z.B. die Tumorprogression 

unterstützt wird (Sica et al., 2008; Wynes and Riches, 2003; Balkwill, 2009; Pfeffer, 2003). 

Die weitere Aufdeckung der Transkriptionsregulation  in Makrophagen kann aus diesem 

Grund dazu beitragen, Ursachen und Effekte von fehlregulierten Immunzellen aufzudecken. 
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9. Anhang 

 

 

Abbildung 21. Alignment der Proteinsequenzen von humanen TAF4B (HGNC Symbol;Acc:11538; 

Ensemble-Protein ID ENSP00000462980.1) und der humanen TAF4B-Splicevariante (TAF4B_var; 

Ensemble-Protein ID ENSP00000383314.2). Die Protein-Sequenzen sind der ENSEMBL-Datenbank 

entnommen (http://www.ensembl.org/). Der Sequenz-Vergleich wurde mit Clustal Omega erstellt 

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) und dargestellt durch MView  

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/mview/).   

 

http://www.ensembl.org/
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/mview/
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Abbildung 22. Alignment der Proteinsequenzen von humanen TAF4B (HGNC Symbol;Acc:11538; 

Ensemble-Transcript ID ENST00000400466) und TAF4 (HGNC Symbol;Acc:11537; Ensemble-

Protein ID ENSP00000252996.3). Die Protein-Sequenzen sind der ENSEMBL-Datenbank entnommen 
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(http://www.ensembl.org/). Der Sequenz-Vergleich wurde mit Clustal Omega erstellt 

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) und dargestellt durch MView  

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/mview/).   

 

 

 

 

Abbildung 23. Negativ-Kontrollen des Immunofluoreszenz-Protokolls. Das Immunofluoreszenz-

Protokoll wurde ohne spezifischen, primären Antikörper durchgeführt. An Stelle des primären 

Antikörpers wurde Blocklösung (Block-Lsg.) oder unspezifische Kaninchen IgGs verwendet. In Reihe 

A und B sind Immunofluoreszenz-Färbungen gezeigt in welchen lediglich der gegen Kaninchen-IgG 

gerichtete, Cy3-gekoppelte Sekundär-Antikörper verwendet wurde. Zusätzlich sind die DAPI-

Färbungen und Phasenkontrast-Aufnahmen der Zellen dargestellt. Reihen C und D, 

Immunofluoreszenz-Färbungen, in welchen die Cy3-gekoppelten, gegen Kaninchen-IgG gerichtete 

und zusammen mit Cy2-gekoppelten, gegen Maus-IgG gerichte Sekundär-Antikörper verwendet 

wurden, wie sie auch in Ko-Immunoflureszenz-Färbungen eingesetzt wurden. Maßstabsbalken = 

20 µm. Unabhängig von der Stimulation der Zellen oder Differenzierung zeigte sich lediglich eine 

geringe Hintergrund-Färbung in Kaninchen-IgG-Kontrollen.   

  

 

 

http://www.ensembl.org/
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/mview/
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Abbildung 24. Immunofluoreszenz gegen TAF4B und RelA in zehn Tage alten Makrophagen 

welche mit  Interleukin 4, 10 und 13, für 72 Stunden stimuliert wurden. Die Zellen wurden mit 

IL-4 und IL-13 (Reihe A und B) oder mit IL-4, IL-10 und IL-13 (Reihe C und D) stimuliert. In den 

den stimulierten Zellen wurden Immundetektionen gegen TAF4B (anti TAF4B) oder RelA (anti RelA) 

durchgeführt. Die Zellen wurden zudem mit DAPI behandelt. Gezeigt sind zudem die Überlagerung 

der spezifischen Immunofluoreszenz und der jeweiligen DAPI-Färbung sowie Phasenkontrast-

Aufnahmen. Sowohl TAF4B als auch RelA zeigen eine spezifiische Lokalisation (Pfeile) in den 

Interleukin-behandelten Zellen. Maßstabsbalken = 20 µm.      
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Abbildung 25. Schema des Aufbaus des Rotorsystems des Elutriators. Der Rotor war in der 

Zentrifuge J2-21 M/E der Beckmann Culture GmbH insalliert. 
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