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Einleitung 

1 Einleitung 

1.1 Modifikation von Proteinen 

Proteine werden über die kovalente Anheftung niedermolekularer Gruppen 

posttranslational modifiziert. Zu diesen Modifikationen gehören u. a. die 

Acetylierung von Lysin, Methylierung von Arginin und Lysin, Phosphorylierung 

von Serin oder Threonin, ADP Ribosylierung, Glykosylierung, Biotinylierung und 

Carbonylierung. Modifikationen können die Interaktion des jeweiligen Proteins mit 

anderen Proteinen bzw. die Bindung an DNA verändern oder nehmen Einfluss auf 

die Lokalisation bzw. Aktivität des Proteins. Somit stehen der eukaryotischen Zelle 

eine Vielzahl von Möglichkeiten zur Verfügung die begrenzte Anzahl an 

Genprodukten über die Expressionskontrolle hinaus zu regulieren und deren 

Funktion zu beeinflussen. 

1.2 Die Familie der Protein Arginin Methyltransferasen (PRMT) 

Wie die Phosphorylierung und Acetylierung ist auch die Arginin Methylierung eine 

Modifikation, die u. a. im Zellkern stattfindet und dort in die 

Transkriptionsregulation eingreift. Im Gegensatz zur Phosphorylierung und 

Acetylierung ist die Arginin Methylierung jedoch weit weniger gut untersucht. 

Obwohl Paik und Kim bereits 1967 aus Kälberthymus eine Methyltransferase 

isolierten die Arginine methylierte (Paik and Kim 1967; Paik and Kim 1968), begann 

man erst 30 Jahre später, mit der Klonierung der ersten Arginin Methyltransferase 

(Abramovich et al. 1997), die Funktion der Arginin Methylierung zu verstehen. 

Daher sind Untersuchungen zum Verständnis der Wirkungsweise dieser 

Modifikation von großer Bedeutung. 

1.2.1 Struktur der Enzyme und Mechanismus der Methyltransferase-
Reaktion 

Heute sind 8 Mitglieder der Familie der Protein Arginin Methyltransferasen 

(PRMT) bekannt. Wie Abb. 1 zeigt, besitzen alle Mitglieder eine hoch konservierte 
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und eine weniger konservierte Region. Kristallstrukturanalysen von humanem 

PRMT3 zeigten, dass das aktive Zentrum der Enzyme aus dem „double E loop“, der 

in der weniger konservierten Region liegt und dem „THW loop“, der in der hoch 

konservierten Region liegt, besteht (s. Abb. 1) (Zhang et al. 2000). Die hoch 

konservierte Region bildet eine so genannte Rossmann Falte und ist verantwortlich 

für die Bindung des Cofaktors SAM (S-Adenosyl-Methionin). Die weniger 

konservierte Region ermöglicht vermutlich die Substratspezifität der einzelnen 

Familienmitglieder. Die N- und C-Termini der PRMTs unterscheiden sich stark 

voneinander und zeigen kaum Homologien zu anderen Proteinen außer der SH3-

Domäne im N-Terminus von PRMT2 und einem Zinkfinger im N-Terminus von 

PRMT3. Lange Zeit war unklar, ob die Arginin Methylierung durch 

„Demethylasen“, analog zu Phosphatasen und Deacetylasen, revertiert werden kann. 

Erst kürzlich konnte gezeigt werden, dass die so genannten Peptidylarginin 

Deiminasen (PADs) monomethylierte Arginine der Histonen H3 und H4 in Citrullin 

umwandeln können (Cuthbert et al. 2004; Wang et al. 2004). Zukünftige Arbeiten 

werden die Bedeutung und Allgemeingültigkeit dieser Beobachtungen untersuchen 

müssen.  

 
Abb. 1: Schematische Darstellung der Mitglieder der Protein Arginin Methyltransferasen (PRMT). 
Modifiziert nach Bedford et al., 2005. 
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PRMTs katalysieren die Übertragung einer Methylgruppe von SAM auf die ω-

Stickstoffatome der Guanidinogruppe von Arginin (s. Abb. 2). Dabei sind zwei 

Typen von Enzymen zu unterscheiden: Typ I katalysiert die mono und 

asymmetrische Dimethylierung. Bei der asymmetrischen Dimethylierung werden 

beide Methylgruppen auf dasselbe Stickstoffatom übertragen. Zu diesem Typ zählen 

PRMT1, 3, 4, 6 und 8 (Bedford and Richard 2005; Lee et al. 2005a). Die zum Typ II 

zählenden PRMT5 und 7 katalysieren ebenfalls Monomethylierung. Die folgende 

Dimethylierung ist jedoch symmetrisch (Branscombe et al. 2001; Miranda et al. 

2004; Lee et al. 2005b), d. h. beide ω-Stickstoffatome erhalten jeweils eine 

Methylgruppe. Für PRMT2 konnte bisher keine katalytische Aktivität nachgewiesen 

werden.  

 
Abb. 2: Darstellung des Mechanismus der Mono-, sowie der symmetrischen bzw. asymmetrischen 
Dimethylierung (Bedford and Richard 2005) 
 

1.2.2 Substrate der Protein Arginin Methyltransferasen 

Eine Vielzahl von Proteinen mit unterschiedlichen Funktionen werden an 

Argininen methyliert. Tabelle 1 zeigt eine Übersicht der zur Zeit bekannten 

Substrate der PRMTs in Mensch und Maus (Amente et al. 2005; Bedford and 

Richard 2005; Boisvert et al. 2005a). Die Voraussage, ob ein Protein ein potentielles 

Substrat für die Arginin Methylierung darstellt, ist schwer zu treffen, da außer für 

PRMT1, PRMT3 und PRMT6, die bevorzugt Glycin und Arginin reiche Bereiche 

(RGG/RXR-Motive) methylieren, keine Konsensussequenz bekannt ist. Daher wurde 
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die Suche nach neuen Substraten mit alternativen Verfahren, wie z. B. der 

Massenspektroskopie immunpräzipitierter Substrate, durchgeführt. Das führte zur 

Identifizierung einer große Anzahl von zum Teil neuen Substraten (Boisvert et al. 

2003). Da das für die Methylierung verantwortliche Enzym jedoch in den meisten 

Fällen unbekannt ist, sind solche Substrate nicht in Tabelle 1 aufgelistet. Die 

folgenden Abschnitte sollen einen Überblick über wichtige Substrate und deren 

Funktionen geben. 

Enzym Funktion der Substrate Namen der Substrate 
Transkriptionskontrolle Histon H4; SPT5; TAFII-68; PGC-1alpha; ZF5 

RNA Prozessierung hnRNPs; Sam68; RNA helicase A; Fibrillarin; SAF-A; QKI-5; 
SLM-1,2; GRP33, Nucleolin; TLS-FUS; RBP58 

Virusvermehrung Ewing´s sarcoma (EWS); Adenovirus E1B-AP5; 
Hepatitis C Virus NS3 Helicase 

Signaltransduktion ILF3; NIP45; FGF-2; FKBP 12; TIS21 
DNA Repara ur t Mre11 

PRMT1 

Unbekannte Funktion SAMT1; P137/GP1 
PRMT2  keine bekannten Substrate 

RNA Prozessierung  PABP II PRMT3 
Ribosomenbiosynthese Ribosomales Protein S2 
Transkriptionskontrolle Histon H3, p300/CBP 
RNA Prozessierung PABP1; HuR 

PRMT4 

Signaltransduktion TARPP 
RNA Prozessierung  Sm B/B´, D1, D3; P80 Coilin; LSm4 
Transkriptionskontrolle Histone H4, H2A, H3; SPT5; FCP1 
Signaltransduktion MBP 

PRMT5 

Virusvermehrung EBNA-2 
Automethylierung PRMT6 
Virale Proteine HIV-1 TAT 
RNA Prozessierung Fibrillarin 

PRMT6 

Transkriptionskontrolle HMGA1a 
PRMT7  Fibrillarin Peptid 
PRMT8  keine bekannten Substrate 

 
Tabelle 1: Übersicht der zur Zeit bekannten Substrate von PRMTs in Mensch und Maus und ihrer 
Funktion (Bedford and Richard 2005; Boisvert et al. 2005a) 

1.2.2.1 Transkriptionskontrolle 

Wie Tabelle 1 zeigt, sind viele Substrate der PRMTs an der Transkriptionskontrolle 

beteiligt. Besondere Bedeutung hat dabei die Methylierung von Argininen der 

Histone. PRMT1 methyliert das Arginin 3 des Histon H4 (Strahl et al. 2001) und 

PRMT4 Arginin 17 an Histon H3 (Bauer et al. 2002) in vivo. Diese Modifikationen 
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gehen mit einer Aktivierung der Transkription von z. B. p53 und Nukleären 

Rezeptor abhängigen Genen einher. Ein weiteres, für die Transkriptionsregulation 

bedeutendes Substrat, ist der von PRMT4 methylierte Cofaktor p300/CBP. Die 

Methylierung von CBP (CREB bindendes Protein) verhindert die Interaktion mit 

dem Transkriptionsfaktor CREB („cAMP response element binding protein“) und 

wirkt so inhibierend auf die Transkription (Xu et al. 2001; Chevillard-Briet et al. 

2002). 

1.2.2.2 Signaltransduktion 

Abramovich et al. konnten 1997 eine Interaktion zwischen PRMT1 und der 

intrazytoplasmatischen Domäne der Interferonrezeptors nachweisen. Das impliziert 

eine Rolle von PRMT1 im STAT-Signaltransduktionsweg. Die genaue Funktion 

dieser Interaktion ist jedoch noch nicht bekannt. 

1.2.2.3 RNA Prozessierung 

Die RNA Prozessierung umfasst die Reifung der RNA und den Vorgang des 

Spleißens. Neben zahlreichen RNA bindenden Proteinen (RBP) wie Sam68 (Cote et 

al. 2003) werden auch Proteine, die am Aufbau des Spleißosoms beteiligt sind, 

methyliert. Dazu gehören z. B. die Proteine Sm B/B´, D1 und D3, die durch PRMT5 

methyliert werden, was die Assemblierung von snRNPs („small nuclear 

ribonucleoprotein particles“) ermöglicht (Brahms et al. 2001; Friesen et al. 2001).  

1.2.2.4 Ribosomenbiosynthese 

Auch das ribosomale Protein S2 wird Arginin methyliert. Fehlt die Modifikation 

durch PRMT3, kann die Biosynthese der Ribosomen aus ribosomaler RNA nicht 

geordnet ablaufen (Bachand and Silver 2004). 

1.2.2.5 DNA Reparatur 

Die Exonuklease MRE11 („Meiotic recombination 11“) ist Teil eines Komplexes, der 

Doppelstrangbrüche der DNA repariert. Die Methylierung des Enzyms durch 

PRMT1 ist für die enzymatische Aktivität des Proteins nötig (Boisvert et al. 2005b; 
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Boisvert et al. 2005c). Werden DNA-Schäden nicht behoben, sind u. a. Störungen 

des Zellzyklus und die Entartung der Zelle die Folge. 

1.2.3 Interaktionspartner von PRMTs 

Nicht immer bedeutet die Bindung eines Proteins an eine PRMT, dass dieses Protein 

modifiziert wird. Manche Interaktionspartner rekrutieren die Methyltransferase an 

einen Promotor oder zu einem Substrat und unterstützen somit eine zielgerichtete 

Methylierung anderer Proteine oder modulieren die Aktivität des Enzyms selbst. Im 

Folgenden sind wichtige Interaktionspartner der PRMTs in Säugerzellen 

zusammengefasst. 

PRMT1 interagiert mit einer Untereinheit des Typ I Interferon-Rezeptors 

(Abramovich et al. 1997). Die Assoziation mit dem Transkriptionsfaktor Yin Yang 1 

(YY1) (Rezai-Zadeh et al. 2003) und p53 (An et al. 2004) ermöglicht eine 

Rekrutierung von PRMT1 an YY1- bzw. p53-abhängige Promotoren. Die Bindung 

an p160 Coaktivatoren rekrutiert PRMT1 an Hormonrezeptor regulierte 

Promotoren, wo anschließend z. B. das Histon H4 methyliert wird (Stallcup et al. 

2000; Koh et al. 2001). BTG1 („B cell translocation gene 1”) moduliert die Aktivität 

von PRMT1 während der Erythrozyten Differenzierung (Lin et al. 1996; Bakker et 

al. 2004).  

PRMT2 assoziiert mit nukleären Hormonrezeptoren wie dem Estrogenrezeptor α 

und β, dem Progesteron-, Retinsäure- und Thyroidrezeptor. Dabei verstärkt PRMT2 

in Abhängigkeit von der Methyltransferase-Domäne deren Aktivierung an 

Reportergenen (Qi et al. 2002). Allerdings sind bisher keine Substrate für PRMT2 

identifiziert worden. 

Der Tumorsuppressor DAL4/4.1B („differentially expressed in adenocarcinoma of 

the lung”) bindet an die katalytischen Domäne von PRMT3. Diese Interaktion führt 

daher zu einer Inhibierung der Methyltransferaseaktivität von PRMT3 (Singh et al. 

2004). 

Wie PRMT1 interagiert auch PRMT4 mit p160 Coaktivatoren und bindet so an 

Hormonrezeptor regulierte Promotoren, wo PRMT4 das Histon H3 methyliert (Koh 
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et al. 2001; Ma et al. 2001; Schurter et al. 2001; Bauer et al. 2002; Lee et al. 2002). 

Die Interaktionen von PRMT4 mit folgenden Coaktivatoren führen zu einer 

synergistischen Coaktivierungen von Nukleären Rezeptoren: CoCoA („coiled coiled 

coactivator“) (Kim et al. 2003), GAC63 (Chen et al. 2005), Flightless I (Lee et al. 

2004) und β-Catenin (Koh et al. 2002). PRMT4 stimuliert ebenfalls die Aktivität des 

„Myocyte Enhancer Faktor-2C“ (MEF-2C) (Chen et al. 2002), die p53 abhängige 

Transkription (An et al. 2004) und coaktiviert den Farnesoid Rezeptor (Rizzo et al. 

2005). Auch in der IFN-γ (Interferon-γ) vermittelten Transkription von MHCII 

(„Major histocompatibility class II“) spielt PRMT4 eine aktivierende Rolle (Zika et 

al. 2005). Eine Bindung der Methyltransferase an NFκB („Nuclear factor κB“) führt 

zu einer Methylierung des Histons H3 an Arginin 17 und damit zu einer 

Genaktivierung (Covic et al. 2005). PRMT4 ist ebenfalls Bestandteil des 

Proteinkomplexes NUMAC („nucleosomal methylation activator complex“), der 

einige Komponenten des SWI/SNF Komplexes enthält. In diesem Komplex 

stimuliert PRMT4 die Chromosomen Remodelling Aktivität von BRG1 („Brahma-

related gene 1“) und umgekehrt wird die Methyltransferaseaktivität von PRMT4 auf 

die Nukleosomen verstärkt (Xu et al. 2004).  

PRMT5 wurde über die Bindung an die Janus Kinase (JAK) identifiziert (Pollack et 

al. 1999). Daraus resulterit der alternative Name von PRMT5, JBP1 („JAK binding 

protein“). Das Enzym ist Teil vieler verschiedener Komplexe. So beeinflusst es im 

CERC („Cyclin E1 repressor complex“)-Komplex die Transkription des Cyclin E1 

Promotors negativ über die Methylierung des Histons H4 (Fabbrizio et al. 2002). 

Zusammen mit pICln („Chloride conductance regulatory protein“), MEP50 

(„Methylosome Protein 50“) und anderen Proteinen, bildet PRMT5 das 

„Methylosom“. Dieser Komplex spielt bei der Assemblierung von snRNPs eine Rolle 

(Meister et al. 2001; Friesen et al. 2002; Meister and Fischer 2002; Azzouz et al. 

2005b; Azzouz et al. 2005a; Grimmler et al. 2005). PRMT5 wurde auch in einem 

Komplex, der eine Funktion bei der Prozessierung von ribosomaler RNA hat, 

gefunden (Yanagida et al. 2004). Weitere Komplexe, in denen PRMT5 zu finden ist, 
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sind Brg1 und hBrm (humanes Brahma) basierende SWI/SNF Komplexe, die eine 

Funktion bei der Transkription von c-myc Zielgenen und Tumorsuppressorgenen 

haben. In diesen Komplexen methyliert PRMT5 bevorzugt hypoacetylierte Histone 

H3 und H4 (Pal et al. 2003; Pal et al. 2004). Wie PRMT3 interagiert auch PRMT5 

mit DAL4/4.1B. Allerdings führt dies Substratabhängig zu einer Verstärkung oder 

Inhibition der Methyltransferaseaktivität von PRMT5 (Jiang et al. 2005b). 

Für die PRMTs 6 – 8 sind keine Interaktionspartner bekannt. 

1.2.4 PRMT1 und PRMT4 

Die Untersuchungen dieser Arbeit fokussieren auf PRMT1 und PRMT4, die im 

Folgenden näher beschrieben werden. PRMT1 wurde 1996 in einem „yeast-two-

hybrid“ Experiment als 40,5 kDa Polypeptid identifiziert, das mit TIS21 

(„Tetradecanoyl phorbol acetate-inducible sequence 21“) und BTG1, zwei 

Mitgliedern einer Genfamilie, die in der Signaltransduktion eine Rolle spielen, 

interagiert (Lin et al. 1996). Durch alternatives Spleißen des auf Chromosom 19q 

liegenden Gens, werden drei Isoformen von PRMT1 exprimiert, die alle katalytisch 

aktiv sind, sich aber in ihrer N-terminalen Region unterscheiden. Die Expression 

der Spleißvarianten variiert zwischen verschiedenen Geweben, insgesamt ist 

PRMT1 jedoch ubiquitär exprimiert und ist in Säugerzellen für den Hauptanteil der 

Arginin Methylierung verantwortlich (Scorilas et al. 2000; Tang et al. 2000). Für die 

Methyltransferaseaktivität von PRMT1 ist eine Dimerbildung notwendig, da nur im 

Dimer die Bindung von SAM an das Enzym ermöglicht wird (Zhang and Cheng 

2003). Die Lokalisation von PRMT1 in RAT1 Zellen ist hauptsächlich nukleär (Tang 

et al. 1998). Eine kürzlich durchgeführte Studie mit HEK293 Zellen zeigt, dass 

PRMT1 vorwiegend im Cytoplasma vorliegt, bei einer Hypomethylierung seiner 

Substrate jedoch im Kern akkumuliert (Herrmann et al. 2005).  

Auch PRMT4 wurde über ein „yeast-two-hybrid“ Experiment gefunden. Chen et al. 

suchten nach Proteinen, die an die Aktivierungsdomäne 2 von p160 Coaktivatoren 

binden (vgl. 1.2.5). Daher trägt PRMT4 alternativ den Namen CARM1 

(„Coactivator-associated arginine methyltransferase 1“) (Chen et al. 1999). 
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Interessanterweise wurde für PRMT4 aber ebenfalls eine Funktion als Corepressor 

beschrieben. Von PRMT4 methyliertes CBP kann nicht länger an den 

Transkriptionsfaktor CREB binden, was eine Repression CREB-regulierter Gene zur 

Folge hat (Xu et al. 2001). Wie PRMT1 wird auch PRMT4 alternativ gespleißt. Die 

drei Isoformen unterscheiden sich in ihren Funktionen und werden 

gewebespezifisch exprimiert (Ohkura et al. 2005). In Muskelvorläuferzellen liegt 

PRMT4 sowohl cytoplasmatisch als auch nukleär vor. Mit zunehmender 

Differenzierung der Zellen akkumuliert PRMT4 im Zellkern (Chen et al. 2002). 

Sowohl für PRMT1 als auch für PRMT4 wurden „knock-out“ Mäuse generiert. 

Obwohl die embryonalen Stammzellen der PRMT1 „knock-out“ Maus kultiviert 

werden konnten, starben die Embryonen spätestens am Tag 6.5 der 

Embryonalentwicklung (Pawlak et al. 2000). Die PRMT4 „knock-out“ Mäuse waren 

in ihrer Entwicklung retardiert und starben perinatal aufgrund eines Lungendefekts 

(Yadav et al. 2003). Diese Resultate verdeutlichen, dass PRMT1 und PRMT4 

essentiell für eine normale Entwicklung der Maus sind und keine Redundanzen für 

diese beiden Enzyme vorliegen. 

1.3 Der Histoncode 

1.3.1 Modifikationen der Histon-Schwänze 

Der Begriff „histone code“ wurde 1993 von Bryan Turner eingeführt und 2001 von 

Jenuwein und Allis aufgegriffen. Er beschreibt, dass einzelne Modifikationen oder 

Kombinationen von Modifikationen der N-Termini von Histonen den 

Verpackungsstatus des Chromatins bestimmen. Die Genexpression ist dadurch 

entweder aktiviert oder inhibiert (Turner 1993; Turner 2000; Jenuwein and Allis 

2001; Turner 2002; Margueron et al. 2005). Die N-Termini der Histone ragen aus 

dem so genannten Core-Nukleosom heraus und können modifiziert werden. Das 

Core-Nukleosom besteht aus 147 bp DNA, die in 1,75 Windungen um zwei Dimere 

der Histone H2A/H2B und ein H3/H4 Tetramer gewunden sind (Luger et al. 1997). 

Derzeit bekannte Modifikationen der Histone sind Phosphorylierung von Serin und 
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Threonin, Acetylierung von Lysin, Methylierung von Lysin und Arginin, 

Ubiquitinierung und Sumoylierung von Lysin, ADP Ribosylierung, Glykosylierung, 

Biotinylierung und Carbonylierung (Margueron et al. 2005). Eine zusätzliche 

Diversität entsteht durch die Tatsache, dass die Lysinmethylierung als Mono-, Di- 

oder Trimethylierung und die Arginin Methylierung als Mono- oder 

Dimethylierung vorliegen kann. Abb. 5 gibt einen Überblick über die wichtigsten 

Modifikationen der N-Termini der Histone H3 und H4 und einige der dafür 

verantwortlichen Enzyme (Margueron et al. 2005). Wie bereits erwähnt und wie in 

Abb. 5 gezeigt, methyliert PRMT1 Arginin 3 an Histon H4 (Strahl et al. 2001) und 

PRMT4 Arginin 17 an Histon H3 (Bauer et al. 2002) in vivo.  

Der Histoncode wird von regulatorischen Proteinen „gelesen“. Das bedeutet, dass 

Modifikationen das Binden regulatorischer Proteine an die Histon-Schwänze 

ermöglichen oder aber auch verhindern. Einige dieser regulatorischen Proteine 

haben spezifische Domänen, über die sie an bestimmte Modifikationen binden. Die 

Bromodomäne erkennt acetylierte Lysine, während die Chromodomäne an 

methylierte Lysine bindet (de la Cruz et al. 2005). Ein Beispiel hierfür ist das 

Heterochromatin Protein 1 (HP1), das über seine Chromodomäne an methyliertes 

Lysin 9 des Histons H3 bindet und zu Heterochromatinbildung und Genrepression 

führt (Bannister et al. 2001). Im Gegensatz dazu wird die Bindung des NuRD 

Komplexes („nucleosome remodelling and histone deacetylase“) durch die 

Methylierung von Lysin 4 des Histons H3 verhindert (Zegerman et al. 2002). 
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Abb. 5: Übersicht der Modifikationen der N-Termini der Histone H3 und H4 (Margueron et al. 
2005). 
 

1.3.2 Gegenseitige Beeinflussung von Modifikationen 

Häufig geht eine Modifikation mit Genaktivierung oder -repression einher (Peterson 

and Laniel 2004). Die Acetylierung beispielsweise geht generell mit einer 

Auflockerung des Chromatins und somit der Aktivierung von Genen einher. Die 

von PRMT1 und 4 katalysierte Histonmethylierung ist ebenfalls der Genaktivierung 

zugeordnet (Strahl et al. 2001; Bauer et al. 2002). Die Modifikationen der Histon-

Schwänze dürfen jedoch nicht nur als Einzelereignis betrachtet werden. Sie können 

sich gegenseitig positiv oder negativ beeinflussen und in verschiedenen 

Kombinationen jeweils unterschiedliche Auswirkungen haben. Die oben genannte 

Lysin 9 Methylierung an Histon H3 wird durch eine Serin 10 Phosphorylierung und 

Lysin 14 Methylierung am gleichen Histon verhindert. Das HP1 Protein kann somit 

nicht mehr binden und zu einer Heterochromatinbildung führen (Mateescu et al. 

2004). Findet die Lysin 9 Methylierung an H3 allerdings statt, wird neben der 

Rekrutierung von HP1 auch die Acetylierung von H3 verhindert (Wang et al. 

2001a). Für die Arginin Methylierung konnten ebenfalls solche Beobachtungen 

gemacht werden. So ist PRMT1 in vitro nicht mehr in der Lage ein bereits 

acetyliertes Histon H4 Peptid an Arginin 3 zu methylieren. Hat die Arginin 3 
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Methylierung allerdings stattgefunden, wird die Acetylierung von Lysin 8 und 12 

erleichtert (Wang et al. 2001b). Im Gegensatz dazu konnte für PRMT4 gezeigt 

werden, dass eine Lysin 18 und 23 Acetylierung an H3 eine verstärkte Assoziation 

von PRMT4 mit dem Histon H3 und eine Methylierung von Arginin 17 zur Folge 

hat (Daujat et al. 2002). Diese Beobachtungen konnten mittels in vitro Transkription 

des p53 abhängigen GADD45 (“Growth arrest and DNA-damage inducible”) 

Promotors untermauert werden. Dabei zeigte sich, dass die Reihenfolge der Zugabe 

der Coaktivatoren, PRMT1, p300 und PRMT4 zu der in vitro Transkriptionsreaktion 

entscheidend war. Am effizientesten verlief die Transkription, wenn erst PRMT1, 

dann p300 und zuletzt PRMT4 zugegeben wurden (An et al. 2004). 

1.4 Hormonrezeptor vermittelte Transkription 

Wie unter 1.2.3 bereits dargestellt, wirken PRMT1 und PRMT4 als Coaktivatoren an 

von nukleären Hormonrezeptoren regulierten Genen, wobei eine intakte 

Methyltransferaseaktivität Voraussetzung für diese Funktion ist (Chen et al. 1999; 

Koh et al. 2001; Wang et al. 2001b; Bauer et al. 2002; Lee et al. 2002). Für den 

Promotor des Estrogen abhängigen Gens pS2 wurde gezeigt, dass PRMT1 Arginin 3 

an Histon H4 (Metivier et al. 2003) und PRMT4 Arginin 17 an Histon H3 (Bauer et 

al. 2002) im Zuge der Genaktivierung methyliert.  

1.4.1 Der Estrogenrezeptor – Klassifikation und Struktur 

Viele Studien beschäftigen sich mit dem Einfluss von PRMT1 und PRMT4 auf die 

Estrogen abhängige Transkription. Im Folgenden sollen daher kurz die Abläufe an 

Hormonrezeptor regulierten Genen nach Induktion durch den spezifischen 

Liganden am Beispiel des Estrogenrezeptors umrissen werden. Der Estrogenrezeptor 

(ER) ist Teil der Steroidhormonrezeptor-Familie, zu der u. a. auch der Progesteron-, 

der Glucocorticoid-, der Androgen-, der Thyroidhormon-, der Vitamin-D- und der 

Retinsäurerezeptor gehören. Die Mitglieder der Familie haben 5 bis 6 konservierte 

Bereiche gemeinsam und sind in der Lage, kleine hydrophobe Moleküle, ihre 

jeweiligen Liganden, zu binden. Durch die Ligandbindung wirken die Rezeptoren 
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als Transkriptionsfaktoren und induzieren Gene, die z. B. in der Zellproliferation, 

der Differenzierung und der Apoptose eine Rolle spielen (Mangelsdorf et al. 1995; 

Couse and Korach 1999; Germain et al. 2003). In Säugern existieren zwei Subtypen 

des Estrogenrezeptors: ERα und ERβ (Kuiper et al. 1996). Die transkriptionelle 

Aktivität des ERβ erreicht jedoch nur ca. 20 – 60% der Aktivität des ERα (Hall and 

McDonnell 1999) und der ERβ ist in vielen Geweben geringer exprimiert als der 

ERα (Kuiper et al. 1996; Choi et al. 2001). Da bisher nur der ERα mit PRMT1 und 

PRMT4 in Verbindung gebracht wurde und hauptsächlich der ERα für die 

Estrogenantwort in Zellen verantwortlich zu sein scheint, beschränkt sich der 

folgende Abschnitt auf diesen Subtyp. Der Estrogenrezeptor α enthält zwei 

Aktivierungsdomänen, AF 1 und AF 2 („activation function“), eine DNA-bindende 

Region (DBD; DNA bindende Domäne) und eine Ligand Bindedomäne (LBD; Ligand 

bindende Domäne) (s. Abb. 3) (Sanchez et al. 2002). In der A/B Region liegt eine 

Phosphorylierungsstelle (S118), die zur Ligand unabhängigen Aktivierung des 

Estrogenrezeptors führt. Diese Phosphorylierung wird von der MAP („Mitogen-

activated protein“)-Kinase katalysiert (Kato et al. 1995) und von der Phosphatase 2A 

antagonisiert (Lu et al. 2003).  

              A/B                     C            D                                 E

AS 1                                         185               251     315                                                         553    595 
 

Abb. 3: Schematische Darstellung des Estrogenrezeptors. A/B: Aktivierungsdomäne 1 (AF 1); C: DNA 
bindende Domäne (DBD); D: Kernlokalisationssequenz (NLS); E: Ligand bindende Domäne (LBD), 
enthält die Aktivierungsdomäne 2 (AF 2); (Sanchez et al. 2002). 
 

1.4.2 Induktion Estrogen abhängiger Transkription 

Das Modell der Regulation von Steroidhormonrezeptoren basiert darauf, dass der 

nicht Ligand gebundene Rezeptor im Cytoplasma an „Heat shock“ Proteine (Hsp) 

gebunden vorliegt (Ylikomi et al. 1998). Durch die Bindung des Liganden wird die 

Assoziation mit den Hsp-Proteinen gelöst, der Rezeptor bildet ein Dimer und 

gelangt in den Kern, wo das Dimer an eine spezifische DNA-Sequenz bindet. Im Fall 
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des Estrogenrezeptors an das so genannte „Estrogen response Element“ (ERE), 

dessen Konsensus-Sequenz aus dem palindromischen Motiv PuGGTCA, separiert 

durch drei Basen besteht. Durch die Bindung spezifischer Antagonisten, wie 

Tamoxifen, werden Corepressoren an den Estrogenrezeptor rekrutiert und die 

Transkription inhibiert (Webb et al. 2003). In den letzten Jahren hat sich jedoch 

herausgestellt, dass die Regulation des Estrogenrezeptors von diesem Model 

abweicht. Auch der nicht Ligand gebundene Estrogenrezeptor α befindet sich im 

Kern und Chromatin Immunpräzipitationen (ChIP) ergaben, dass der Rezeptor sogar 

ohne Ligand zyklisch an EREs bindet (Kim et al. 2000; Shang et al. 2000; Reid et al. 

2003). Erst kürzlich publizierte Arbeiten zeigen eine Assoziation dieses nicht Ligand 

gebundenen, DNA assoziierten Rezeptors mit Corepressoren wie N-CoR (Jiang et al. 

2005a).  

Durch die Bindung des spezifischen Liganden ändert sich die Konformation des 

Estrogenrezeptors und Coaktivatoren werden rekrutiert. Dabei spielt die Sequenz 

des ERE eine entscheidende Rolle. Im Gegensatz zu perfekten Palindromen haben 

imperfekte Palindrome eine Änderung der Konformation des Estrogenrezeptor 

Dimers zur Folge, was zu der Rekrutierung von unterschiedlichen Coaktivatoren 

führt (Schwabe et al. 1995; Klinge et al. 2004). Zu den bekannten Coaktivatoren 

zählen z. B. die Mitglieder der SRC („steroid receptor coactivator“)/p160 Familie 

SRC-1, GRIP1 („Glucocorticoidreceptor interacting protein 1“) und AIB1 

(„Amplified in breastcancer 1“), die direkt mit der Aktivierungsdomäne 2 des 

Estrogenrezeptors interagieren (Heery et al. 1997; McKenna et al. 1999). An diese 

Proteine binden wiederum weitere Coaktivatoren wie z. B. PRMT1 und PRMT4 und 

die Histonacetyltransferasen CBP/p300 und pCAF („p300/CBP-associated factor“) die 

ihrerseits Histonmodifikationen vornehmen (Kamei et al. 1996; Chen et al. 1999; 

Stallcup et al. 2000). Die Rekrutierung der basalen Transkriptionsfaktoren und der 

RNA-Polymerase II führt schließlich zur Transkription des Gens.  
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1.4.2.1 pS2 als Modellgen 

Ein besonders gut untersuchtes Beispiel für Estrogen induzierte Gene ist das pS2 

Gen. pS2, auch TFF 1 („trefoil factor 1) genannt, wird physiologisch im Magen 

sezerniert, wo es für eine intakte Mucosa verantwortlich ist und eine Rolle als 

Tumorsuppressor beim Magenkrebs spielt (Mathelin et al. 2005). Bevor jedoch die 

physiologische Rolle des Proteins entdeckt wurde, war pS2 als Markergen das in 

hohem Maß in Estrogenrezeptor positiven Brustkrebszellen, wie der MCF-7 

Zelllinie, transkribiert wird, bekannt (Stack et al. 1988; Pichon and Milgrom 1993). 

Im Promotorbereich des Gens liegen zwei Nukleosomen, die das ERE bzw. die 

TATA-Box enthalten und aufgrund dessen als Nuc E bzw. Nuc T bezeichnet werden. 

Durch die Anordnung der DNA in den Nucleosomen kommen das ERE und die 

TATA-Box in räumliche Nähe, was eine Interaktion von Proteinen, die an die 

beiden Elemente binden, erlaubt (Sewack and Hansen 1997). 

 

 
Abb. 4: Schematische Darstellung der Nukleosomen im Promotorbereich des pS2 Gens (Sewack and 
Hansen 1997). 

 

1.4.3 Der INHAT-Komplex  

Modifikationen der Histon-Schwänze können das Binden von Proteinen oder 

Proteinkomplexen verhindern. Neben dem bereits erwähnten NuRD Komplex ist 

der bevorzugt an die Histone H3/H4 bindende INHAT-Komplex („Inhibiotor of 

acetylation“) dafür ein weiteres Beispiel. Er besteht aus den beiden Spleißvarianten 

von TAF-I („template activating factor I“), TAF-Iα und TAF-Iβ und dem nukleären 

Phosphoprotein pp32 und inhibiert hauptsächlich die Acetylierung des Histons H4. 
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Genauere Analysen zeigten, dass die durch pCAF katalysierte Acetylierung des 

Lysins 8 an Histon H4 und des Lysins 14 an Histon H3 in vitro vermindert ist. Jedes 

Mitglied des INHAT-Komplexes ist einzeln in der Lage die Acetylierung zu 

inhibieren; der stärkste Effekt wird jedoch als Komplex erreicht. Weiterhin wurde 

gezeigt, dass der INHAT-Komplex keine intrinsische Deacetylaseaktivität besitzt 

und nur eine de novo Acetylierung über ein „Maskieren“ der Histon-Schwänze 

unterbindet (Seo et al. 2001; Seo et al. 2002). Allerdings konnte eine Assoziation des 

Komplexes mit HDACs nachgewiesen werden (Kutney et al. 2004). In vitro 

Bindungsstudien zeigten einen Verlust der Bindung des INHAT-Komplexes an 

acetylierte und phosphorylierte H3 und H4 Peptide (Kutney et al. 2004; Schneider et 

al. 2004). 

1.4.3.1 TAF-I 

Ein Mitglied des INHAT-Komplexes, TAF-Iβ, ist für die vorliegende Arbeit von 

großer Bedeutung. TAF-I wurde als Aktivität identifiziert, die die Initiierung und 

Elongation der adenoviralen Replikation stimuliert. Daher stammt auch der Name 

„template activating factor I“ (TAF-I) (Matsumoto et al. 1993). Es stellte sich heraus, 

dass TAF-I von dem SET („SE-translocation“) Gen kodiert wird, das als Fusion mit 

CAN bei der akuten myeloiden Leukämie eine Rolle spielt. Daher resultiert der 

alternative Name SET-Protein für TAF-Iβ. Das Gen für TAF-I liegt auf Chromosom 

9 und kodiert für die beiden Spleißvarianten TAF-Iα und TAF-Iβ (Adachi et al. 

1994), deren errechnete Molekulargewichte 34 bzw. 32 kDa betragen. TAF-Iα und 

TAF-Iβ unterscheiden sich lediglich in einer kurzen N-terminalen Region 

voneinander. Beide verfügen über einen Bereich, der zu dem Protein NAP-I 

(„nucleosomal assembly protein“) homolog ist und eine stark azide Region im C-

Terminus, die für die Bindung an Histone verantwortlich ist (s. Abb. 6) (Nagata et al. 

1995; Okuwaki and Nagata 1998). Über die „coiled coil“ Region können die beiden 

Spleißvarianten Homo- und Heterodimere bilden (Miyaji-Yamaguchi et al. 1999).  
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TAF-Iα 
AS 1           37           77                                                        236             290 

TAF-Iβ 
AS 1       25          65                                                      224                277 

azide Region coiled coil Region NAP homologe Region
 

Abb. 6 : Schematische Darstellung der beiden Spleißvarianten von TAF-I, TAF-Iα und TAF-Iβ. 

 

Wegen der Homologie zu NAP-I und Aktivitäten bei der Assemblierung von 

Nukleosomen wird TAF-I der Familie der Nukleosomen Assemblierungsproteine 

zugeordnet (Okuwaki and Nagata 1998; Gamble et al. 2005). Eine weitere Funktion 

von TAF-Iβ ist die Inhibition der Phosphatase 2A (Saito et al. 1999; Li et al. 1996), 

die u. a. Serin 118 des Estrogenrezeptors α dephosphoryliert (Lu et al. 2003) und den 

MAP-Kinaseweg negativ beeinflusst (Fukukawa et al. 2005). Loven et al. zeigten 

2003, dass TAF-Iα und β mit dem nicht Ligand gebundenen Estrogenrezeptor α 

interagieren. TAF-Iβ bindet unabhängig von einer Ligandbindung ebenfalls an den 

Thyroid-, den Progesteron- und den Retinsäurerezeptor, was eine Rolle für TAF-I in 

der Hormonrezeptor vermittelten Transkription vermuten lässt. Reportergenstudien 

zeigten eine inhibitorische Wirkung von TAF-Iβ auf die Thyroid und Estrogen 

induzierte Transkription (Loven et al. 2004). Im Gegensatz dazu führt die 

Interaktion von TAF-Iβ mit Fe65 am KAI1 Promotor zu einer Aktivierung (Telese et 

al. 2004b). Ebenso wird die Vitamin D3 Rezeptor vermittelte Transkription in vitro 

durch TAF-Iβ stimuliert (Gamble et al. 2005). Weitere Interaktionspartner von 

TAF-Iβ sind Sp1 („specificity protein 1“) (Suzuki et al. 2003), KLF („Kruppel-like 

factor“) (Miyamoto et al. 2003) und CBP (Karetsou et al. 2005). Als Teil des SET-

Komplexes spielt TAF-Iβ, nicht aber TAF-Iα ebenfalls eine Rolle in der Apoptose 

(Fan et al. 2003; Lieberman and Fan 2003). TAF-I ist also ein multifunktionelles 

Protein, das als Teil des INHAT-Komplexes eine Rolle in der Genregulation unter 

Teilnahme am Histoncode spielt. 
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1.5 Zielsetzung der vorliegenden Arbeit  

In der vorliegenden Arbeit sollte die Bedeutung der durch PRMT1 katalysierten 

Arginin 3 Methylierung für die Transkriptionsaktivierung näher untersucht werden. 

Weiterhin sollte die chromatographische Reinigung von PRMT-haltigen Komplexen 

aus Kernextrakten etabliert werden.  

Für den ersten Teil der Arbeit wurden Peptide der N-terminalen 15 Aminosäuren 

des Histons H4 synthetisiert, die unmodifiziert oder an Arginin 3 asymmetrisch 

dimethyliert waren. Über einen C-terminalen Biotin-Tag konnten die Peptide an 

Streptavidin-Sepharose gekoppelt werden. Mit diesen Peptiden sollten 

Bindungsstudien durchgeführt werden, um differentiell interagierende Proteine 

mittels MALDI TOF Analyse zu identifizieren. Die Verifizierung der so 

identifizierten Proteine sollte im Anschluss durch Interaktionsexperimente der 

Peptide mit bakteriell exprimierten, in humanen Zelllinien überexprimierten bzw. 

den endogenen Kandidatenproteinen erfolgen. Weiterhin sollte die Funktion der 

jeweiligen Proteine im Zusammenhang mit PRMT1 und der Arginin 3 Methylierung 

des Histons H4 am Estrogen induzierbaren pS2 Gen in Estrogenrezeptor α positiven 

MCF-7 Zellen untersucht werden. Dazu sollte die endogene Assoziation der 

gefundenen Proteine mit dem pS2 Promotor mittels Chromatin-Immunpräzipitation 

(ChIP) analysiert werden. Desweiteren sollte die Expression der endogenen 

Kandidaten mittels RNAi (RNA „interference“) reduziert werden, um deren 

Bedeutung für die Transkription des pS2 Gens zu analysieren. RT-PCR Analysen 

von solchen „Knock-down“-Zellen sollten Aufschluss über die Transkriptionsrate 

des Modellgens geben. ChIP Experimente sollten eine potentiell veränderte 

Rekrutierung von Transkriptions- und Cofaktoren bzw. eine Veränderung der 

Histonmodifikationen am pS2 Promotor aufzeigen. 

Zur chromatographischen Reinigung PRMT-haltiger Komplexe aus Kernextrakten 

sollten zwei Strategien verfolgt werden: 1) GST-PRMT1 Fusionsproteine sollten mit 

Extrakten inkubiert und interagierende Proteine mittels MALDI TOF analysiert 

werden. 2) Mittels Gelfiltrationsanalyse sollte die Größe der Komplexe von 
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überexprimierter PRMT1, PRMT4, PRMT5 und PRMT6 bestimmt werden und ein 

chromatographisches Reinigungsschema für geeignete endogene PRMT-haltige 

Komplexe erstellt werden. Dabei sollte Ionenaustausch-Chromatographie verwendet 

und die Größe der gereinigten endogenen Komplexe mit Hilfe von Gelfiltration 

überprüft werden. Weiterhin sollte die Methyltransferaseaktivität der isolierten 

Komplexe mit in vitro-Methylierung bestätigt werden. 
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2 Material 

2.1 Bakterienstämme 

Die Präparation von Plasmid-DNA erfolgte in E. coli DH5α; His- und GST-

Fusionsproteine wurden in E. coli BL21 exprimiert. 

2.2 Zelllinien 

• HeLa: aus humanem Zervixkarzinom; institutseigene Linie 

• HEK 293: humane embryonale Nierenzellline, transformiert mit dem 

Adenovirus 5; institutseigene Linie 

• MCF-7: humane Brustkrebszelllinie, Estrogen induzierbar; institutseigene 

Linie 

2.3 Zellkulturmaterialien 

• Dulbeccos modified Eagels Vollmedium (DMEM) mit L-Glutamin und 

Phenolrot; Cambrex (Belgien) 

• DMEM ohne L-Glutamin und Phenolrot; Cambrex (Belgien) 

• L-Glutamin; Cambrex (Belgien) 

• 1x Trypsin/EDTA; Cambrex (Belgien) 

• 10x Trypsin; Cambrex (Belgien) 

• Penicillin/Streptomycin; Cambrex (Belgien) 

• Puromycin; Cayla (Toulouse) 

• Fetales Kälberserum (FCS); Invitrogen (Karlsruhe) 

• DMSO; Merck (Darmstadt) 
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2.4 Plasmide 

Leervektoren und verwendete Konstrukte: 

pBSU6: pBlueskriptKS mit Insertion des Pol III-U6 Promotors über ApaI; 

Ampicillinresistenz; 3,2 kbp; alle pBSU6 Konstrukte wurden von E. Seto zur 

Verfügung gestellt (Rezai-Zadeh et al. 2003) 

 

pBSU6 siGFP: siGFP Sequenz (Sinnstrang und Gegenstrang getrennt durch 6 bp) 

wurden in pBSU6 über ApaI und EcoRI kloniert; 3,28 kbp; Kontrollverdau: HindIII 

+ EcoRI (3,2 + 0,08 kbp) (Sui et al. 2002) 

pBSU6 siPRMT1: siPRMT1 Sequenz (Sinnstrang und Gegenstrang getrennt durch 6 

bp) wurden in pBSU6 über ApaI und EcoRI kloniert; 3,28 kbp; Kontrollverdau: 

HindIII + EcoRI (3,2 + 0,08 kbp) (Rezai-Zadeh et al. 2003) 

pcDNA3.1/myc-His: eukaryotischer Expressionsvektor mit CMV-Promotor und C-

terminalem myc-His6-Tag; Ampicillin- und Neomycinresistenz; 5,5 kbp 

     

pcDNA3 HA: eukaryotischer Expressionsvektor mit N-terminalem 2xHA-Tag; 

CMV-Promotor; Ampicillin- und Neomycinresistenz; 5,5 kbp 

pcDNA3 GFP: cDNA von GFP in pcDNA3.1/myc-His kloniert; dient zur Kontrolle 

der Transfektionseffizienz; 5,8 kbp 
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pcDNA3.1 myc-PRMT1: ORF des humanen PRMT1 über EcoRI und BamHI in 

pcDNA3.1/myc-His kloniert; 6,6 kbp; Kontrollverdau: EcoRI + BamHI (5,5 + 1,1 

kbp) 

pcDNA3.1 myc-PRMT5: ORF des humanen PRMT5 über BamHI und EcoRI in 

pcDNA3.1/myc-His kloniert; 7,4 kbp; Kontrollverdau: BamHI + EcoRI (5,5 + 1,9 

kbp) 

pcDNA3.1 myc-PRMT6: ORF des humanen PRMT6 über BamHI und EcoRI in 

pcDNA3.1/myc-His; 6,55 kbp; Kontrollverdau: BamHI + EcoRI (5,4 + 1,1 kbp) 

pSG5: Expressionsvektor mit SV40 Promotor zur eukaryotischen Expression und T7 

Promotor zur Expression in Bakterien; Ampicillinresistenz; 4,1 kbp 

 

pSG5-HA-mPRMT4: murine PRMT4 cDNA mit 3´ UTR über EcoRI in pSG5 

kloniert; 7,5 kbp; Kontrollverdau: EcoRI (4,1 + 3,2 kbp); (Chen et al. 1999) 

pET 14b: bakterieller Expressionsvektor mit T7 Promotor; Ampicillinresistenz 

(Novagen) 

 

pET 14b His-TAF-Iα: vollständige Sequenz von TAF-Iα über NdeI und BamHI in 

pET 14b kloniert; 5,6 kbp; Kontrollverdau: NdeI + BamHI (4,7 + 0,9 kbp); (Nagata et 

al. 1995) 
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pET 14b His-TAF-Iβ: vollständige Sequenz von TAF-Iβ über NdeI und BamHI in 

pET 14b kloniert; 5,5 kbp; Kontrollverdau: NdeI + BamHI (4,7 + 0,8 kbp); (Nagata et 

al. 1995) 

pCHA: eukaryotischer Expressionsvektor; hergestellt durch Insertion eines N-

terminalen HA-Tags in die MCS des pCAGGS Vektors über RhuI; 

Ampicillinresistenz; 5,85 kbp 

 

pCHA TAF-Iα: vollständige Sequenz von TAF-Iα über XhoI und BamHI in pCHA 

kloniert; 6,8 kbp; Kontrollverdau: XhoI + BamHI (5,9 + 0,9 kbp); (Nagata et al. 1998) 

pCHA TAF-Iβ: vollständige Sequenz von TAF-Iβ über XhoI und BamHI in pCHA 

kloniert; 6,7 kbp; Kontrollverdau: XhoI + BamHI (5,9 + 0,8 kbp); (Nagata et al. 1998) 

pGex-2TK-P: eukaryotischer Expressionsvektor mit N-terminalem GST-Tag; 

Ampicillinresistenz; 5,0 kbp 

 

pGex-GAR: As 1 – 142 des humanen Fibrillarin über BamHI und EcoRI in pGex-

2TK; 5,4 kbp; Kontrollverdau: BamHI + EcoRI (5,0 + 0,44 kbp); (Tang et al. 1998) 

pBabe: Vektor zur Herstellung rekombinanter Retroviren mit Puromycinresistenz; 

hier als Resistenzplasmid zur Cotransfektion bei stabilen Zellklonen verwendet 
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PING: Leervektor zum Ausgleich von DNA-Konzentrationsunterschieden bei 

Transfektionen 

2.5 Antikörper 

Erstantikörper: 

Antigen Spezies Firma Anwendung 
Verdünnung 
in WB/µg in ChIP 

5-His Maus, monoklonal Qiagen WB 1:1000 

β-Tubulin Maus, monoklonal Chemicon WB 1 :10000 
HA Maus, monoklonal Roche WB, IP 1:1000 
Kontroll-IgGs Kaninchen, polyklonal Sigma ChIP, WB 3 µg 

Myc (9E11) Maus, monoklonal Hauslinie WB, IP 1 :1000 

PRMT1 Kaninchen, polyklonal Upstate WB 1:1000 

PRMT1 (N-19) Ziege, polyklonal Santa Cruz IP 1:1000 

PRMT1 Kaninchen, polyklonal Abcam IP, ChIP 5 µg 

PRMT4 Kaninchen, polyklonal Upstate WB, IP 1:1000 

PRMT4 (M-16) Ziege, polyklonal Sante Cruz WB, IP 1:1000 

PRMT6 Kaninchen, polyklonal selbst hergest. WB 1:10000 

TAF-Iα Maus, monoklonal AG Nagata WB, IP 1:500 

TAF-Iβ Maus, monoklonal AG Nagata WB, IP 1:500 

pp32 Ziege, polyklonal Santa Cruz WB 1:500 

ERα (MC-20) Kaninchen, polyklonal Santa Cruz WB, IP 1:500 

PS118-ERα Maus, monoklonal NEB WB, IP 1:500 

H4 Arg3 diMe Kaninchen, polyklonal Upstate ChIP 8 µl 

H4-Acetyl Kaninchen, polyklonal Upstate ChIP 5 µl 

p300 (C-20) Kaninchen, polyklonal Santa Cruz ChIP 3 µg 

WB: Western Blot; IP: Immunpräzipitation; ER: Estrogenrezeptor 
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Zweitantikörper: 

Name Spezies Firma Verdünnung 

αKaninchen-HRP Esel Amersham 1:5000 

αMaus-HRP Schaf Amersham 1:5000 

αZiege-HRP Kaninchen Dako 1:1000 

Streptavidin-HRP / Dako 1:1000 

2.6 Oligonukleotide 

2.6.1 cDNA Primer 

Alle aufgeführten Gene sind humane Gene. 

Gen Position Sequenz 5´→ 3´ 
Schmelz- 
temp. 

Zyklen 
 

Estrogen- 
rezeptor α 

6030 bis 6320 
(290 bp) 

fwd: GCTGTCCACCCTAGAAACAAC 
rev: GCGACAAAACCGAGTCACATC 

55°C 20 – 22 

pS2 
1 bis 158 
(158 bp) 

fwd: ATGGCCACCATGGAGACCAA 
rev: TAAAACAGTGGCTCCTGGCG 

63°C 27 – 30 

PRMT1 
823 bis 1033 
(210 bp) 

fwd: GTGGCCTACTTCAACATCG 
rev: TTGAAGTCCAGGTCGATGG 

52°C 20 – 22 

GAPDH 
525 bis 985 
(460 bp) 

fwd: ACCACAGTCCATGCCATCAC 
rev: TCCACCACCCTGTTGCTGTA 

55°C 16 – 19 

TAF-Iα 
42 bis 582 
(540 bp) 

fwd: GAAGAAACCAAGACCACCTCCT 
rev: CCTCTTCCTGCTGGCTTTATTC 

55°C 20 – 22 

TAF-Iβ 
12 - 543 
(529 bp) 

fwd: GCGGCCAAAGTCAGTAAAAAGG 
rev: CCTCTTCCTGCTGGCTTTATTC 

55°C 20 - 22 

Cathepsin D 
971 bis 1051 
(80 bp) 

fwd: GTACATGATCCCCTGTGAGAAGGT 
rev: GGGACAGCTTGTAGCCTTTGC 

58°C 20 – 22 

COX7RP 
26 bis 220 
(194 bp) 

fwd: GCTGAAGTTGGCAGGAGCAT 
rev: GCACACCATCAGCTTTCTGG 

55°C 20 - 22 

Lactoferrin 
1628 bis 1887 
(260 bp) 

fwd: GAGATACTACGGCTACACTG 
rev: AGGCGTTCCACCTTATCCAT 

48°C 30 – 32 

EFP 
1089 bis 1359 
(270 bp) 

fwd: TGACCCTGGAGAGCATGACCCAG 
rev: AGGAGCTCAGGTCTGGACTTGGC 

54°C 22 – 24 

EBAG9 
492 bis 771 
(279 bp) 

fwd: TGCAGCCTGGCAAGCAGAAGAAGTTC 
rev: GTGGTGTCCTGGATGGCCTGATC 

54°C 29 – 32 

C3 
4493 bis 4666 
(173 bp) 

fwd: AGGATGGAAAGCTGAACAAGCTCTGCC
rev: TGGACAGCTGAACCTTGACCAGTC G 

54°C 30 – 33 

Faktor XII 
1605 bis 1821 
(216 bp) 

fwd: ACGTGCACGGATCCTCCATCCTC 
rev: AGGCCAGGTAGTAGGCCACATCG 

54°C 30 - 33 
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2.6.2 Primer für Chromatin-Immunpräzipitation 

Gen Position Sequenz 5´→ 3´ 
Schmelz 
temp. 

Zyklen 
 

pS2 
-464 bis –159 
(305 bp) 

fwd: GAATTAGCTTAGGCCTAGACGGAATG 
rev: AGGATTTGCTGATAGACAGAGACGAC 

55°C 35 - 45 

GAPDH 
-616 bis – 285 
(331 bp) 

fwd: GCATCACCCGGAGGAGAAATCGG  
rev: GTCACGTGTCGCAGAGGAGC 

58°C 35 - 45 

Beide ChIP-Primer sind in der Literatur beschrieben (Saitoh and Wada 2000; 
Mazumdar et al. 2001). 

2.7 siRNA 

Sequenzen der verwendeten siRNAs: 

Gen Position in cDNA Zielsequenz 5´  3´ 

TAF-Iβ (Oligo) 177 bis 195 ATATAACTTTCTCCGCCAA 

GFP (Oligo) 121 bis 140 GCAAGCTGACCCTGAAGTTC 

PRMT1 (Oligo) 521 bis 539 CGTGTATGGCTTCGACATG 

PRMT1 in pBSU6 (s. 2.4) 977 bis 998 GGCGAGGAGATCTTCGGCACC 

GFP in pBSU6 (s. 2.4) 106 bis 127 GGCGATGCCACCTACGGCAAG 

Die Zielsequenz von GFP ist publiziert (Caplen et al. 2001). 

2.8 Peptide 

Histon H4 von As 1 – 15, über einen GGC-Spacer mit PEG-Biotin (Nova Tag) C-

terminal versehen; die Peptide wurden unmodifiziert bzw. an Arginin 3 

asymmetrisch dimethyliert synthetisiert (Dr. Rackwitz, Peptide Specialty 

Laboratories GmbH, Heidelberg). 

Sequenz: SGRGKGGKGLGKGGA-GGC-PEG-Biotin 

2.9 Standards 

Proteinstandards: 

• „Prestained Protein Ladder“; Fermentas (Heidelberg) 

• „Unstained Protein Ladder“; Fermentas (Heidelberg) 

DNA-Standard: 

• „1 kb-DNA-Ladder-Mix“; Fermentas (Heidelberg) 
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2.10 Enzyme 

• Benzonase 

• RNaseA 

• DNaseI, RNase-frei; Qiagen (Hilden) 

• Prime RNase Inhibitor; 30 U/µl; Eppendorff (Hamburg) 

• Proteinase K, Merck (Darmstadt) 

• MMLV-Reverse Transkriptase, 200 U/µl; Invitrogen (Karlsruhe) 

• Taq-Polymerase; 5 U/µl; Invitrogen (Karlsruhe) 

2.11 Chromatographie-Medien 

• EMD DEAE Fractogel 650 (S); Merck (Darmstadt) 

• EMD Heparin Fractogel; Merck (Darmstadt) 

• MonoQ (Fertigsäule); Amersham Biosciences (Braunschweig) 

• MiniQ (Fertigsäule); Amersham Biosciences (Braunschweig) 

• MonoS (Fertigsäule); Amersham Biosciences (Braunschweig) 

• Phosphocellulose P11; Whatman (London) 

• Superose 6, HR 10/30 und XK 16/70; Amersham Biosciences (Braunschweig) 

• Superdex 200 HR 10/30; Amersham Biosciences (Braunschweig) 

• Streptavidin-Sepharose; Amersham Biosciences (Braunschweig) 

• ProteinA und ProteinG Sepharose, Amersham Biosciences (Braunschweig) 

2.12 Radioaktive Substanzen 

S-Adenosyl-[methyl 14C]-Methionin (14C-SAM, 25 µCi/ml) Amersham CFA360; 

Amersham Biosciences (Braunschweig) 

2.13 Kits 

• RNeasy Kit; Qiagen (Hilden) 

• Nucleotide Removal Kit, Qiagen (Hilden) 

• Nucleotide Removal Kit, Genomed (Göttingen) 

• E.Z.N.A. cycle pure, Peqlab (Erlangen) 
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• Jet Star Plasmid Maxi Kit, Genomed (Göttingen) 

2.14 Sonstige Substanzen und Chemikalien 

• Strataclean Resin; Qiagen (Hilden) 

• Protogel AA/BA-Mischung; National Diagnostics (über Biozym, Hamburg) 

Alle nicht gesondert aufgeführten Chemikalien und Substanzen wurden von 

Applichem (Darmstadt), Sigma-Aldrich (München), Merck (Darmstadt) und Roth 

(Karlsruhe) bezogen. 
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3 Methoden 

Vorbemerkung: Die aufgeführten Lösungen wurden, wenn nicht anders angegeben, 

in Aqua bidest angesetzt. 

3.1 Arbeiten mit DNA 

3.1.1 Präparation von Plasmid-DNA aus E. coli für analytische 
Zwecke (Mini-Screen) 

Die DNA Präparation erfolgte mit den Puffern S1 -3 des Genomed Mini-Präp Kits. 

Material: 

LB-Medium 1% (w/v) Trypton; 0,5% (w/v) Hefeextrakt; 177 mM NaCl; pH 

7,0 

S1   50 mM Tris, pH 8,0; 10 mM EDTA; 100 µg/µl RNase A 

S2   200 mM NaOH; 1% SDS 

S3   2,8 M Na-Acetat, pH 5,1 

Ethanol  70%ig und 100%ig 

Durchführung: 

Eine 3 ml Übernachtkultur in LB-Medium wurde bei 13000 UpM für 5 Minuten 

zentrifugiert und das Pellet in 150 µl kaltem S1 resuspendiert. Zur Lyse wurden 150 

µl S2 zugegeben und vorsichtig gemischt. Nach einer Inkubation für 5 Minuten bei 

Raumtemperatur (RT) wurde die Suspension mit 150 µl S3 neutralisiert. Es wurde 5 

Minuten auf Eis inkubiert und danach für 10 Minuten bei 13000 UpM zentrifugiert. 

Der Überstand wurde mit zwei Volumenteilen (VT) 100%igem Ethanol versetzt, 

geschwenkt und für 10 Minuten bei 13000 UpM bei 4°C zentrifugiert. Das Pellet 

wurde mit 500 µl 70%igem Ethanol gewaschen, anschließend getrocknet und in 40 

µl Aqua bidest gelöst. 

3.1.2 Präparative Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli 

Die Präparation erfolgte mit dem Jet Star Plasmid Maxi Kit von Genomed (E1 – 6). 
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Material: 

LB-Medium 1% (w/v) Trypton; 0,5% (w/v) Hefeextrakt; 177 mM NaCl; pH 

7,0 

E1    50 mM Tris; 10 mM EDTA; pH 8,0; RNaseA 

E2    200 mM NaOH; 1% SDS 

E3   3 M KOAc; pH 5,5 

E4   600 nM NaCl; 100 nM NaOAc; 0,15% Triton X-100, pH 5,0 

E5   800 mM NaCl; 100 mM NaOAc, pH 5,0 

E6   1,25 M NaCl; 100 mM Tris, pH 8,5 

Isopropanol 

Ethanol  70%ig und 100%ig 

KCl   3 M 

Durchführung: 

Nach dem Ernten der Bakterien (10 min bei 4000 UpM bei 4°C zentrifugieren) 

wurde der Überstand verworfen und das Pellet von 500 ml LB-Kultur in 10 ml 

kaltem E1 gelöst. Nach 5 Minuten Inkubation bei RT wurden 10 ml E2 (RT) 

zugegeben und leicht gemischt, erneut für 5 Minuten bei RT inkubiert, 10 ml E3 

(RT) zugegeben und 5x geschwenkt. Nach einer Inkubation für 20 min auf Eis 

wurde für 30 min bei 14000 UpM zentrifugiert (4°C). Der Überstand der lysierten 

Bakterien wurde durch eine Mullkompresse auf eine, mit 30 ml E4 äquilibrierte, 

Säule gegeben. Nach Auftrag des Lysats wurde die Säule mit 60 ml Waschpuffer E5 

gewaschen. Die DNA wurde mit 15 ml E6 eluiert. Zu dem Eluat wurden 10 ml 

Isopropanol geben und ca. 10 Mal geschwenkt. Es folgte eine Zentrifugation bei 4°C 

für 20-30 min bei 4800 UpM. Der Überstand wurde vorsichtig dekantiert und das 

luftgetrocknete Pellet in 300 µl a.b. gelöst. Die DNA wurde in ein Reaktionsgefäß 

mit 15 µl 3 M KCl pipettiert (0,2 M KCl-Endkonzentration) und gut gemischt. Nach 

der Zugabe von 900 µl 100% Ethanol wurde durch Schnicken gemischt, bis sich eine 

DNA-Flocke bildete. Die Flocke wurde in ein Reaktionsgefäß mit 900 µl 75% 

Ethanol überführt. Dieser Schritt wurde wiederholt und dann die DNA in ein leeres 
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Reaktionsgefäß gegeben. Das luftgetrocknete Pellet wurde je nach Größe in ca. 100-

400 µl Aqua bidest aufgenommen. 

3.1.3 Fällung von DNA mit Ethanol/Natriumacetat 

Material: 

Ethanol  100%ig und 70%ig 

Na-Acetat  3 M Natriumacetat, pH 5,2 

Durchführung: 

Die zu fällende Probe wurde mit 1/10 VT Na-Acetat (Endkonzentration 0,3 M) 

versetzt und gemischt. Nach der Zugabe von zwei VT 100% Ethanol wurde die 

Probe 10 – 15 Mal geschwenkt und bei 13000 UpM für 15 Minuten bei 4°C 

zentrifugiert. Das Pellet wurde mit 500 µl 70% Ethanol gewaschen und erneut für 10 

Minuten bei 13000 UpM bei 4°C zentrifugiert. Das Pellet wurde an der Luft oder 

mit Hilfe einer Vakuumzentrifuge getrocknet. Danach wurde die DNA in Aqua 

bidest aufgenommen. 

3.1.4 Agarose Gelelektrophorese 

Die Agarose Gelelektrophorese dient dem Nachweis und der Größenauftrennung 

von DNA. Dabei wird eine interkalierende Substanz, Ethidiumbromid, verwendet, 

die durch UV-Licht zur Fluoreszenz im sichtbaren Bereich angeregt wird. 

Material: 

TBE   89 mM Tris; 0,9 mM EDTA; 89 mM Borsäure; pH 8,4 

Probenpuffer  0,25% (w/v) Bromphenolblau; 0,25% (w/v) Xylencyanol; 

   50% (v/v) Glyzerin; 1 mM EDTA 

Agarose 

DNA-Standard Gene Ladder von Fermentas  

Durchführung: 

Die entsprechende Menge Agarose wurde abgewogen und in TBE aufgekocht. Zu 

100 ml der Gellösung wurden 5 µl Ethidiumbromid (10%ig) gegeben und das Gel 

handwarm gegossen. Die DNA wurde mit Probenpuffer versetzt, aufgetragen und an 
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die Pufferkammer eine Spannung von 10 V/cm Elektrodenabstand für ca. 30 – 60 

Minuten angelegt. Die Banden wurden im UV-Licht analysiert und zur 

Dokumentation fotografiert.  

3.1.5 Spaltung von DNA mit Restriktionsenzymen 

Material: 

Enzym 

10x Puffer  vom Hersteller des Enzyms mitgeliefert 

Durchführung: 

Zunächst wurde die benötigte Enzymmenge bestimmt. Dabei war die Unit-

Definition zu beachten: ein Unit schneidet 1 µg Lambda-Genom unter optimalen 

Bedingungen in einer Stunde. Somit gilt: 

 

     Schnittstellen in DNA  ⋅ Größe λ-Genom (42 kbp)     = U/µg DNA 

 Schnittstellen in λ-Genom ⋅ Größe der DNA 

 

Ein typischer Ansatz hatte ein Gesamtvolumen von 25 µl und wurde für 1 – 2 

Stunden bei der vom Hersteller angegebenen Temperatur inkubiert und ggf. im 

Anschluss inaktiviert. Die Fragmente konnten auf einem Agarosegel analysiert (s. 

3.1.4) werden.

3.1.6 Herstellung chemisch kompetenter Zellen 

Material: 

LB-Medium  (s. 3.1.1) 

RF1-Lösung 100 mM KCl; 50 mM MnCl2; 30 mM KAc; 10 mM CaCl2; 15%   

(v/v) Glyzerin; pH 5,8 einstellen, sterilfiltrieren 

RF2-Lösung 10 mM MOPS; 10 mM KCl; 75 mM CaCl2; 15% (v/v) Glyzerin; 

pH 6,8 einstellen, sterilfiltrieren 
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Durchführung: 

Der Bakterienstamm wurde frisch ausgestrichen, eine 2 ml Übernachtkultur in LB-

Medium angeimpft und am nächsten Tag eine 200 ml LB-Medium Kultur bis zu 

einer OD595 von 0,6 wachsen gelassen. Die Zellen wurden in gekühlten 50 ml 

Gefäßen bei 3000 UpM für 15 Minuten bei 4°C in einem SS34 Rotor zentrifugiert. 

Der Überstand wurde verworfen und das gesamte Pellet in 67 ml RF1-Lösung durch 

leichtes vortexen gelöst und 15 Minuten auf Eis inkubiert. Nach erneutem 

Zentrifugieren bei 3000 UpM für 15 Minuten bei 4°C wurde das Pellet in 16 ml RF2-

Lösung resuspendiert und für 15 Minuten auf Eis inkubiert. Aliquots zu 200 µl 

wurden in Reaktionsgefäße pipettiert und in flüssigem Stickstoff schockgefroren. 

Die Lagerung erfolgte bei -80°C. 

3.1.7 Transformation chemisch kompetenter Zellen 

Material: 

chemisch kompetente Zellen (s. 3.1.6) 

LB-Medium     (s. 3.1.1) 

Agarplatten    1,5% (w/v) Agar; entsprechende Antibiotika 

Durchführung: 

Die DNA (z. B. 25 µl eines Ligationsansatzes; s. Fehler! Verweisquelle konnte nicht 

gefunden werden. oder 50 ng – 1 µg Plasmid-DNA) wurde zu 100 – 200 µl 

Suspension chemisch kompetenter Bakterien gegeben. Nach einer Inkubation von 

20 Minuten auf Eis wurden die Bakterien für 2 Minuten bei 42°C inkubiert und 

danach eine Minute auf Eis abgekühlt. Anschließend wurden 500 µl LB-Medium 

ohne Antibiotika zugegeben und für 30 – 60 Minuten bei 37°C inkubiert, bevor der 

Ansatz auf Agarplatten ausgestrichen wurde. 

3.1.8 DNA-Sequenzanalyse 

Die Sequenzierungen, z. B. von subklonierten Plasmiden, erfolgten durch die Firma 

Sequence Laboratories Göttingen GmbH. 
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3.1.9 Polymerase Ketten-Reaktion 

Zur Amplifikation von DNA mittels einer DNA-abhängigen Polymerase wird die 

Polymerase Ketten-Reaktion (engl: Polymerase Chain Reaction; PCR) durchgeführt. 

Zwei Oligonukleotid-Primer hybridisieren mit einem Strang der aufgeschmolzenen 

DNA. Eine thermostabile DNA-Polymerase synthetisiert den zweiten Strang der 

DNA beginnend mit dem Oligonukleotid-Primer. So entsteht ein neues, 

doppelsträngiges DNA Molekül, was aufgeschmolzen erneut als Matrize dient. 

Material: 

dNTPs   10 mM 

Taq-Polymerase 5 U/µl  

MgCl2    50 mM 

Primer   100 pmol/µl 

Reaktionspuffer 10x  

Durchführung: 

Ein 25 µl Ansatz enthielt 

• 10 pmol jedes Primers 

• 0,4 mM dNTPs 

• 1 Unit Taq-Polymerase  

• 1,5 mM MgCl2  

in 1 x Reaktionspuffer. Zu Beginn des ersten Zyklus wurde ein 

Denaturierungsschritt von 5 Minuten bei 95°C vorgeschaltet. Nach Beenden des 

letzten Zyklus folgte eine 5 Minuten dauernde Elongationsphase bei 72°C. Die 

entstandenen DNA-Fragmente wurde mittels Agarose Gelelektrophorese analysiert 

(s. 3.1.4).  

3.1.10 Abtrennung von freien Nukleotiden  

Zur Abtrennung von freien Nukleotiden nach der Polymerase Kettenreaktion aber 

auch zur Reinigung der DNA nach Chromatin-Immunpräzipitation wurden das 

PCR-Purification Kit von Qiagen, das Nucleotide Removal Kit von Genomed oder 
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das E.Z.N.A cycle pure Kit von Peqlab laut Herstellerprotokoll verwendet. Die 

Elution erfolgte jeweils in mit NaOH auf pH 7 – 9 eingestelltem Aqua bidest. 

3.1.11 Bestimmung des Nukleinsäuregehalts einer Probe 

Zur Bestimmung der Konzentration einer RNA oder DNA Probe wurde die 

Absorption bei 260 nm photometrisch bestimmt. Dazu wurde eine 1:100 

Verdünnung der Probe in Aqua bidest in einer Quarzküvette im Photometer 

gemessen. Eine OD von 1 entspricht einer Konzentration von 50 ng/ml für DNA 

und 40 ng/ml für RNA. 

Für die Bestimmung der Konzentration ergeben sich somit folgende Gleichungen: 

DNA  OD260 mn ⋅ Verdünnungsfaktor ⋅ 50 = Konzentration in ng/ml 

RNA  OD260 mn ⋅ Verdünnungsfaktor ⋅ 40 = Konzentration in ng/ml 

Alternativ wurde die DNA- oder RNA-Konzentration von jeweils 1 µl einer 

Nukleinsäurehaltigen Probe direkt mit einem NanoDrop ND-1000 bestimmt. 

3.2 Arbeiten mit RNA 

3.2.1 Präparation von Gesamt-RNA aus Zellen 

Die RNA-Präparation wurde mit dem RNeasy-Kit von Qiagen laut 

Herstellerangaben durchgeführt. Die Elution erfolgte mit 30 µl des beigefügten 

RNase-freien Wassers. Um die RNA-Konzentration zu erhöhen, wurde der 

Elutionsschritt mit dem ersten Eluat wiederholt. Die erhaltene RNA wurde mittels 

der Reversen Transkriptase Reaktion (s. 3.2.3) in cDNA umgeschrieben. 

3.2.2 RNA Gelelektrophorese  

Material: 

10x MOPS  0,2 M MOPS, pH 7,0; 0,02 M Na-Acetat; 0,01 M EDTA  

RNA Probenpuffer 50% Formamid; 1,8 M Formaldehyd; 0,025% (w/v) 

Bromphenolblau; 30% Glyzerin in 1x MOPS 

Formaldehyd  37%ig (12,3 M) 

Agarose 
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Ethidiumbromid 10%ig 

Durchführung: 

1,2 g Agarose wurden in 72 ml Aqua bidest aufgekocht. Der handwarmen Lösung 

wurden 18 ml Formaldehyd, 10 ml 10x MOPS und 5 µl Ethidiumbromid zugegeben. 

5 – 20 µg RNA wurden in 10 – 15 µl RNA-Probenpuffer resuspendiert, für 10 

Minuten bei 65°C inkubiert und auf das Gel aufgetragen. Die Elektrophorese fand in 

1x MOPS bei 80 – 100 V für 2 – 3 Stunden statt. Die Auswertung erfolgte mittels 

eines UV-Schirms. Die sichtbaren Banden wurden fotografiert. 

3.2.3 Reverse Transkriptase Reaktion 

Das Umschreiben von mRNA in cDNA erfolgte mittels der Reversen Transkription.  

Material: 

MMLV   aus MMLV-Kit von Invitrogen  

10x Puffer   aus MMLV-Kit von Invitrogen 

DTT    100 mM 

dNTPs    je 10 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP 

RNase-Inhibitor  von Eppendorff 

Primer    17 mer OligodT; 0,5 µg/µl 

Durchführung: 

Die Konzentration der präparierten RNA (s. 3.2.1) wurde bestimmt (s. 3.1.11) und 2 

µg der RNA pro Reaktion eingesetzt. Das Volumen aller Proben wurde mit Aqua 

bidest auf 10 µl aufgefüllt. Zu jeder Probe wurde 1 µl 10 mM dNTPs und 1µl 

(entspricht 0,5 µg) eines 17mer OligodT Primers gegeben. Nach einer Inkubation für 

5 Minuten bei 65°C wurden 4 µl des 5x Probenpuffers, 2 µl 100 mM DTT, 1 µl 

RNase-Inhibitor (entspricht 30 Units) und 1 µl MMLV (entspricht 200 Units) zu den 

Proben pipettiert. Das Endvolumen jedes Ansatzes betrug 25 µl. Zur reversen 

Transkription wurden die Proben für 50 Minuten bei 37°C inkubiert und 

anschließend die Reaktion für 15 Minuten bei 70°C gestoppt. Die entstandene 

cDNA wurde mittels PCR (s. 3.1.9) amplifiziert und durch Agarose 

Gelelektrophorese (s. 3.1.4) analysiert. 
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3.3 Arbeiten mit Proteinen 

3.3.1 Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford (Bradford 
1976) 

Zur Konzentrationsbestimmung von Proteinen wird die Verschiebung des 

Absorptionsmaximums von Coomassie von 465 nm zu 595 nm nach Bindung an 

Proteine im sauren Milieu ausgenutzt. 

Material: 

Bradford-Reagenz 0,01% (w/v) Coomassie Brilliant Blau G-250; 4,75% 

(v/v) Ethanol; 8,5% (v/v) Phosphorsäure 

BSA-Standard   1 µg/µl  

Durchführung: 

In Plastikküvetten wurden jeweils 100 µl Aqua bidest vorgelegt und eine Eichgerade 

mit BSA-Werten von 1 – 10 µg und die Probe in Doppelbestimmungen pipettiert. 

Nach Zugabe von je 900 µl Bradford-Reagenz wurde die Absorption der Proben bei 

595 nm gemessen. Anhand der Eichgerade konnte die Proteinkonzentration der 

Probe bestimmt werden. 

3.3.2 Konzentrieren von Proteinen mit Strataclean-Beads 

Material: 

Strataclean-Beads von Stratagene 

Durchführung: 

Die Proteinlösung wurden mit einer ausreichenden Menge Strataclean-Beads 

inkubiert (Bindungskapazität 100 µg/10 µl Beads), 15 Minuten bei RT im Rad 

inkubiert und anschließend für eine Minute bei 13000 UpM zentrifugiert. Der 

Überstand wurde abgenommen, das Pellet in SDS-Probenpuffer aufgenommen und 

die Beads auf ein SDS-Gel aufgetragen (s. 3.3.5). 
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3.3.3 Konzentrieren von Proteinen mittels TCA-Fällung 

Material: 

TCA  20% (v/v) Trichloressigsäure  

DOC  10% Desoxycholat 

Aceton 

Durchführung: 

Die zu fällende Probe wurde mit 0,2% DOC versetzt und gut gemischt. Ein VT 20% 

TCA wurde zugegeben und die Lösung 10 – 15 Mal geschwenkt. Anschließend 

wurde für 20 Minuten auf Eis inkubiert und danach für 10 Minuten bei 13000 UpM 

bei 4°C zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen, das Pellet in 1 ml eiskaltem 

Aceton aufgenommen und für weitere 10 Minuten bei 13000 UpM bei 4 °C 

zentrifugiert. Das Pellet wurde kurz bei RT getrocknet, in SDS-Probenpuffer 

aufgenommen und auf ein SDS-Gel aufgetragen (s. 3.3.5). 

3.3.4 Phenol-Chloroform Extraktion von Proteinen 

Die Phenol-Chloroform-Extraktion wurde angewendet, um Proteine aus einem 

Protein-DNA-Gemisch zu entfernen. 

Material: 

PCI  Phenol:Chloroform:Isoamylalkohol (25:24:1; TE-gesättigt) 

Durchführung: 

Zu dem Protein-DNA-Gemisch wurde ein VT PCI gegeben und gut gevortext, bis 

das Gemisch weiß war. Nach der Zentrifugation bei 13000 UpM für 5 Minuten 

wurde die obere wässrige Phase abgenommen. Die in dieser Phase enthaltene DNA 

wurde mit Standardmethoden gefällt (s. 3.1.3).   

3.3.5 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese von Proteinen 
(Laemmli 1970) 

Die Größenauftrennung von Proteinen erfolgte in einer denaturierenden 

Polyacrylamid Gelelektrophorese (PAGE). 
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Material: 

10 x Laufpuffer  1920 mM Glyzin; 250 mM Tris; 1% SDS; pH 8,3 

4 x Probenpuffer 250 mM Tris, pH 6,8; 2% SDS; 20% ß-Mercapto- 

                                    ethanol; 40% Glyzerin; 0,1% Bromphenolblau 

Sammel-Tris   0,5 M Tris, pH 6,8 

Trenn-Tris   1,5 M Tris, pH 8,6 

AA/BA Lösung  30%:0,8% (AA:BA) 

SDS     10% (w/v) 

APS    10% (w/v) 

TEMED   Tetramethylethylendiamin 

Butanol   n-Butanol; wassergesättigt 

Protean III System von Biorad 

Durchführung: 

Die Glasplatten und Kämme wurden mit Ethanol abgerieben und die Glasplatten 

nach der Biorad Vorschrift zusammengebaut. Zunächst wurde die Polymerisation 

des Trenngels mit 1% APS und 1‰ TEMED initiiert und das Gel zwischen die 

Glasplatten gegossen. Sofort im Anschluss folgte die Überschichtung mit Butanol, 

welches nach der Polymerisation mit Aqua bidest ausgespült wurde. Über das 

Trenngel wurde das ebenfalls mit 1%APS und 1‰ TEMED versetzte Sammelgel 

gegossen und der Kamm im noch flüssigen Zustand eingesetzt. Nach der 

Polymerisation des Sammelgels wurde der Kamm gezogen und das Gel in eine 

Elektrophoresekammer gespannt. Die mit Probenpuffer versetzten Proben wurden 

für 5 Minuten bei 95°C erhitzt und danach in die Geltaschen pipettiert. Die 

Elektrophorese erfolgte bei maximal 200 V für etwa 1 – 1,5 Stunden bei RT. Die so 

aufgetrennten Proteine wurden entweder mit Coomassie (s. 3.3.7) oder Silber (s. 

3.3.6) gefärbt oder für einen Immunblot auf eine Membran transferiert (s. 3.3.9 und 

3.3.10). 
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3.3.6 Silberfärbung von Proteingelen  

Eine sensitive Methode aufgetrennte Proteine im Proteingel nachzuweisen, ist die 

Silberfärbung. Sie beruht auf der Reduktion von Silberionen zu Silber an den 

Proteinbanden. 

Material: 

Fixierer:  50% (v/v) Methanol; 12,5% (v/v) Essigsäure 

Lösung 1:  50% (v/v) Ethanol 

Lösung 2:  30% (v/v) Ethanol 

Lösung 3:  0,8 mM Na2S2O3

Färbelösung:  2 g/l AgNO3; 0,072% (v/v) Formaldehyd  

Entwickler:  60 g/l Na2CO3; 16 µM Na2S2O3; 0,0185% Formaldehyd 

Durchführung: 

Das Gel wurde für mindestens 2 Stunden oder über Nacht im Fixierer inkubiert. 

Nach zweimaligem Waschen für je 20 Minuten in Lösung 1 und einmal für 20 

Minuten in Lösung 2, wurde das Gel für exakt 60 Sekunden in Lösung 3 inkubiert. 

Das Gel wurde dreimal für 20 Sekunden in Aqua bidest gewaschen und in der 

Färbelösung für 20 Minuten bei RT inkubiert. Nach erneutem Waschen für dreimal 

20 Sekunden in Aqua bidest wurde der Entwickler für ca. 5 – 10 Minuten auf das 

Gel gegeben, bis die gewünschte Färbung erreicht war. Zum Abstoppen der 

Reaktion wurde kurz mit Aqua bidest gewaschen und das Gel im Fixierer inkubiert. 

Zur Dokumentation wurde das Gel gescannt und ggf. getrocknet. 

3.3.7 Coomassie Färbung von Proteingelen 

Material: 

Coomassie 25% (v/v) Methanol oder Ethanol; 50% (v/v) Essigsäure; 0,25% 

(w/v) Coomassie Brilliant Blau G-250 

Entfärber 25% (v/v) Methanol oder Ethanol; 50% (v/v) Essigsäure 
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Durchführung: 

Nach der Polyacrylamid Gelelektrophorese wurde das Gel je nach Dicke für 15 - 60 

Minuten in Coomassie inkubiert. Zum Sichtbarmachen der Proteine wurde das Gel 

in Entfärber geschwenkt, bis die gewünschte Intensität der Proteinbanden erreicht 

war. Die Dokumentation erfolgte durch Scannen oder Trocknen des Gels. 

3.3.8 Färbung von Proteingelen mit colloidalem Coomassie 

Material: 

Essigsäure 40% (v/v) 

Lösung A 16 ml Ortho-Phosphorsäure; 80 g Ammoniumsulfat in 768 ml  

Lösung B 1 g Coomassie Brilliant Blau G250 in 20 ml 

Lösung C 16 ml Lösung B zu Lösung A 

Methanol 

Durchführung: 

Die Färbelösung wurde frisch angesetzt. Dazu wurde Essigsäure zum benötigten 

Volumen an Lösung C gegeben, bis eine Endkonzentration von 20% erreicht war. 

Das Gel wurde in der Färbelösung für 3 – 12 Stunden inkubiert und anschließend 

mit Aqua bidest gewaschen, bis der Hintergrund klar wurde. 

3.3.9 Western Blot (nass) 

Mit dieser Methode werden Proteine nach der Auftrennung mittels SDS-PAGE (s. 

3.3.5) im elektrischen Feld auf eine Membran transferiert und dort immobilisiert. 

Das ermöglicht die Detektion von bestimmten Proteinen durch Antikörper (s. 

3.3.12). 

Material: 

Blot-Puffer   20% (v/v) 10xSDS-Laufpuffer (s. 3.3.5); 20% (v/v) Methanol 

Phosphat-Puffer    1 M Na2PO4; 1 M NaHPO4; pH 6,7 

PVDF- oder Nitrocellulose-Membran  

Whatman Papier (dünn) 
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Durchführung: 

Der Aufbau des Blots erfolgte nach folgendem Schema: 

Anode    Schwamm 

2 Whatman Papiere 

Membran 

SDS-Gel 

Kathode    2 Whatman Papiere 

Die Proteine aus 0,75 mm dicken Gelen wurden 1 h, aus 1,5 mm dicken Gelen 1,5 h 

mit 45 V auf die Membran transferiert. Bei der Verwendung von PVDF-Membran 

musste diese zuvor 15 Sekunden in Methanol geschwenkt werden. Der Transfer auf 

PVDF-Membran erfolgte im Blot-Puffer. Der Transfer von Peptiden mit ca. 2 kDa 

Größe wurde im Phosphat-Puffer auf Nitrocellulose-Membran durchgeführt. Mit 

einer Ponceau-Färbung (s. 3.3.11) der Membran wurde der Erfolg des Transfers 

überprüft und Markerbanden eingezeichnet. Alternativ wurde bei der SDS-PAGE 

ein gefärbter Marker verwendet, dessen farbige Banden auf der Membran nach dem 

erfolgreichen Transfer sichtbar waren. 

3.3.10  Western Blot (halbtrocken) 

Diese Methode wurde bei großen Proteingelen angewendet, für die die vorhandene 

Nass-Apparatur nicht geeignet war. 

Material: 

Anode I  30 mM Tris; 20% Methanol 

Anode II  300 mM Tris; 20% Methanol 

Kathode I  25 mM Tris; 40 mM 6-Aminohexan; 20% Methanol 

Methanol  

TBS   50 mM Tris pH 7,6; 150 mM NaCl       

TBS/Tween   0,5% Tween, 4% Milchpulver in TBS 

PVDF-Membran 

Whatman Papier (dick) 

 

 42



Methoden 

Durchführung: 

Aufbau des Blots nach dem Schwenken der PVDF-Membran in Methanol: 

Anode    2 in Anode II getränkte Whatman Papiere 

2 in Anode I getränkte Whatman Papiere 

Membran 

SDS-Gel 

Kathode    2 in Kathode getränkte Whatman Papiere 

Mit 0,8 – 1 mA pro cm2 Gelfläche wurden die Proteine je nach Größe für 1 – 2 

Stunden auf die Membran transferiert. 

3.3.11 Ponceau-Färbung  

Mit dieser Färbung lassen sich transferierte Proteine auf einer Blot-Membran 

nachweisen. 

Material: 

Ponceau  0,5% (w/v) Ponceau S; 1% Essigsäure 

 

Durchführung: 

Die Membran wurde für eine Minute mit Ponceau gefärbt und anschließend mit 

Wasser entfärbt, bis die Banden sichtbar wurden. 

3.3.12 Immunblot 

Die Methode dient der spezifischen Detektion von Proteinen nach dem Transfer auf 

eine Membran. 

Material: 

TBS:    50 mM Tris pH 7,6; 150 mM NaCl    

TBS/Tween:   0,5% (v/v) Tween in TBS      

Blockpuffer:    0,5% (v/v) Tween; 4% (w/v) Milchpulver in TBS 

Albumin-Blockpuffer: 1 g Albumin; 0,5 % (v/v) Tween in TBS 

ß-Coumarsäure-Lösung: 90 mM ß-Coumarsäure in DMSO 

Luminol-Lösung:  250 mM Luminol in DMSO 
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ECL-Lösung 1:  100 mM Tris pH 8,5; 30‰ H2O2

ECL-Lösung 2: 100 mM Tris pH 8,5%; 0,444% (v/v) ß-Coumarsäure- 

 Lösung; 1% (v/v) Luminol-Lösung 

Röntgenfilm ECL-Hyperfilm von Amersham 

Durchführung: 

Nach dem Transfer der Proteine (s. 3.3.9 und 3.3.10) wurden die freien 

Proteinbindestellen auf der Membran durch Inkubation für 1 Stunde bei RT im 

Blockpuffer abgesättigt. Für die Detektion von biotinylierten Proteinen mit 

Streptavidin musste die Membran mit Albumin-Blockpuffer abgesättigt werden, um 

einen hohen Hintergrund zu vermeiden. 

Der Erst-Antiköper wurde in TBS/Tween entsprechend verdünnt (s. Material 2.4). 

Die Inkubation der geblockten Membran mit dem verdünnten Erst-Antikörper 

variierte je nach Antikörper von einer Stunde bei Raumtemperatur bis zu über 

Nacht bei 4°C. Je nach Antikörper wurde dieser nach der Inkubation verdünnt bei -

20°C aufbewahrt und mehrfach verwendet.  

Um nicht gebundenen Antikörper von der Membran zu entfernen, wurde diese mit 

TBS/Tween dreimal kurz und dreimal für je 5 Minuten gewaschen. Der 

entsprechende Zweit-Antikörper wurde ebenfalls in TBS/Tween verdünnt und mit 

der Membran für 1 - 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Wieder wurde die 

Membran mit TBS/Tween dreimal kurz und dreimal für 5 Minuten gewaschen. Zum 

Schluss wurde die Membran dreimal kurz und einmal für 5 Minuten mit TBS 

gewaschen. 

Zur Detektion von biotinylierten Peptiden wurde die Membran mit HRP-

gekoppeltem Streptavidin für 45 Minuten bei RT inkubiert und nach dem Waschen 

der Membran die ECL-Reaktion wie unten beschrieben durchgeführt. 

Für die ECL-Reaktion wurden für eine Membran je 10 ml ECL-Lösung 1 und –

Lösung 2 angesetzt. Diese wurden erst kurz vor der einminütigen Inkubation mit 

der Membran zusammengegeben. In einer Filmkassette wurde ein Röntgenfilm auf 

der von einer Folie bedeckten Membran exponiert. Die Expositionszeit hing von der 
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Stärke des Signals ab und variierte von einer Sekunde bis zu einer Stunde. Die 

Entwicklung des Röntgenfilms erfolgte mit dem X-Omat 2000 von Kodak. 

3.3.13 Ablösen von Antikörpern von der Blot-Membran 

Um die Blot-Membran nach dem Immunblot mit einem weiteren Antikörper 

inkubieren zu können, mussten zunächst die bereits verwendeten Erst- und Zweit-

Antikörper von der Membran entfernt werden. 

Material: 

Ablöse-Puffer   50 mM Tris, pH 6,8; 4% SDS; 1% ß-Mercaptoethanol 

TBS    50 mM Tris pH 7,6; 150 mM NaCl    

TBS/Tween   1% Tween in TBS 

Blockpuffer   0,5% Tween, 4% (w/v) Milchpulver in TBS 

Durchführung: 

Die Membran wurde in 100 ml Ablöse-Puffer für 30 Minuten bei 65°C im 

Wasserbad erhitzt. Danach wurde mehrmals mit TBS/Tween gespült und insgesamt 

30 Minuten mit TBS/Tween unter mehrmaligem Wechsel des Puffers gewaschen. 

Anschließend wurde die Membran für 30 Minuten in Tween/MP inkubiert. Es 

konnte nun ein erneuter Immunblot durchgeführt werden (s. 3.3.12). 

3.3.14 Präparation von Gesamtprotein aus eukaryotischen Zellen 
(IPH-Extrakt) 

Material: 

PBS    137 mM NaCl; 2,7 mM KCl; 10 mM Na2HPO4; 2 mM 

    KH2PO4; pH 7,4 

IPH-Puffer 50 mM Tris, pH 8,0; 5 mM EDTA; 150 mM NaCl; 0,5% 

IGEPAL 

Protease-Inhibitoren  PMSF, Leupeptin, Aprotinin 

DTT    1 M 
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Durchführung: 

Adhärente Zellen wurden auf der Schale zweimal mit kaltem PBS gewaschen und in 

PBS mit einem Gummischaber geerntet (z. B. 1 ml PBS auf eine 6-cm Schale). Die 

Zellen wurden für 3 Minuten bei 3000 UpM pelletiert und das Pellet in IPH-Puffer 

resuspendiert (je nach Größe des Pellets etwa 100 – 400 µl IPH-Puffer pro Pellet aus 

einer 6-cm Schale). Um einen Abbau und Denaturierung der Proteine zu 

verhindern, wurden dem IPH-Puffer Protease-Inhibitoren und 0,5 mM DTT 

zugesetzt. Die Zellsuspension wurde für 15 – 30 Minuten bei 4°C unter Rotation 

inkubiert. Die nachfolgende Zentrifugation bei 13000 UpM für 15 Minuten bei 4°C 

trennte die Zelltrümmer von den im Überstand enthaltenen Proteinen. Die 

Proteinlösung wurde bei -20°C gelagert. Sollten funktionelle Analysen mit dem 

Zellextrakt durchgeführt werden, wurde Glyzerin (Endkonzentration 10%) 

zugegeben und die Extrakte bei -80°C gelagert. 

3.3.15 Präparation von Dignam-Kernextrakt (Dignam et al. 1983) 

Material: 

PBS 137 mM NaCl; 2,7 mM KCl; 10 mM Na2HPO4; 2 mM KH2PO4; pH 7,4 

Puffer A 10 mM Hepes, pH 7,9; 1,5 mM MgCl2; 10 mM KCl; 0,5 mM DTT 

Puffer S 20 mM Hepes, pH ,9; 10% Glyzerin; 420 mM KCl; 1,5 mM MgCl2; 

  0,2 mM EDTA; 0,5 mM DTT; 0,5 mM PMSF 

Puffer D 20 mM Hepes, pH ,9; 20% Glyzerin; 100 mM KCl; 0,2 mM EDTA; 0,5 

mM DTT; 0,5 mM PMSF 

Durchführung:  

Alle Puffer wurden kalt verwendet und DTT und PMSF jeweils frisch zugegeben. 

Zum Ernten wurden die Zellkulturschalen zweimal mit kaltem PBS gewaschen und 

in 5 ml PBS abgekratzt. Nach 5 Minuten Zentrifugation bei 1800 UpM bei 4°C 

wurde das Pellet in PBS gewaschen und anschließend 10 Minuten bei 2500 UpM bei 

4°C zentrifugiert. Das Volumen des Pellets wurde abgeschätzt und im zweifachen 

Volumen Puffer A resuspendiert. Nach einer Inkubation für 5 – 15 Minuten auf Eis 

wurde die Suspension in einem Potterer 8 Mal mit der Pistille Typ A behandelt, 
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wobei die Kernextraktion stattfand. Nach dem Zentrifugieren für 5 Minuten bei 

2500 UpM bei 4°C wurde der Überstand, der die cytoplamatischen Proteine enthielt, 

mit Glyzerin (10% Endkonzentration) versetzt und bei -80°C gelagert. Nach 

weiteren 20 Minuten Zentrifugation bei 14500 UpM wurde der restliche Überstand 

verworfen und die Zellkerne in Puffer S aufgenommen (ca. 2 – 3 ml für das Pellet 

von 10 145 cm2-Schalen). Die Suspension wurde 15 Mal mit einer Pistille Typ B 

gepottert und im Anschluss für 30 – 45 Minuten bei 4°C rotiert. Nach der 

Zentrifugation bei 14500 UpM bei 4°C für 30 Minuten wurde der Überstand üN 

gegen 1 l Puffer D bei 4°C dialysiert. Die entstandenen Präzipitate wurden nach der 

Dialyse durch Zentrifugation für 10 Minuten bei 14500 UpM (4°C) pelletiert und 

der Überstand bei -80°C gelagert. 

3.3.16 Präparation von Kernextrakt nach Shapiro (Shapiro et al. 
1988) 

Material: 

Puffer 1  30 mM Tris, pH 7,4; 150 mM NaCl 

Puffer 2 10 mM Hepes, pH 7,9; 0,75 mM Spermidin-3 HCl; 0,15 mM 

Spermin-3 HCl; 0,1 mM EDTA, pH 8,0; 0,1 mM EGTA, pH 8,0; 

7,5 mM DTT; 10 mM KCl 

Puffer 3 0,5 M Hepes, pH 7,9; 7,5 mM Spermidin-3HCl; 1,5 mM 

Spermin-3 HCl; 100 mM KCl; 2 mM EDTA; 7,5 mM DTT 

Puffer 4   9 Volumen 75% (w/v) Saccharose; 1 Volumen Puffer3 

Puffer 5 20 mM Hepes, pH 7,9; 0,75 mM Spermidin-3 HCl; 0,15 mM 

Spermin-3 HCl; 0,2 mM EDTA; 0,2 mM EGTA; 7,5 mM DTT; 

25% Glyzerin 

Ammonium-  gesättigte Lösung bei 0°C (>3,9 M Ammoniumsulfat) 
sulfatlösung 
Durchführung: 

Bei einer Zelldichte von 4 – 7⋅105 Zellen / ml Medium, wurden die Zellen durch 10 

Minuten Zentrifugation bei 700 UpM bei 4°C pelletiert und in Puffer 1 gewaschen. 
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Das PCV (=“packed cell volume“) wurde durch Aufnahme der Zellen in 100 ml 

Puffer 1 bestimmt (PCV = X – 100 ml). Die Zellen wurden in 5x PCV (hypotonem) 

Puffer 2 aufgenommen und für 10 Minuten auf Eis quellen lassen. Nach erneuter 

Pelletierung und Aufnahme in 2x PCV Puffer 2 wurden die Zellen durch 

fünfmaliges Pottern aufgeschlossen. Um die noch intakte Kernmembran zu 

schützen, wurden zügig durch Zugabe von 0,1 VT Puffer 4 wieder isotone 

Verhältnisse geschaffen. Danach wurden die Kerne durch 30 – 60 Sekunden 

Zentrifugation bei 10000 UpM pelletiert. Der Überstand wurde verworfen. Das 

Pellet aus den Kernen wurde in 3 ml / 109 Zellen Puffer 5 durch mehrfaches Auf- 

und Abpipettieren homogenisiert. Über einen Zeitraum von 10 Minuten wurden 0,1 

Volumenteile der gesättigten Ammoniumsulfatlösung tropfenweise zugesetzt und 

somit die Kernproteine extrahiert. Nach weiteren 30 Minuten Rühren wurde die 

hochvisköse Lösung 90 Minuten bei 40000 UpM in einer Ultrazentrifuge 

zentrifugiert. Danach wurde vorsichtig eine kleine Lipidschicht abgehoben und der 

Überstand dekantiert. Dieser wurde unter zweimaligem Pufferwechsel 6 – 8 

Stunden gegen Phosphocellulosepuffer dialysiert (s. 3.4.2; Laufpuffer). 

3.3.17 Präparation von Kernextrakt für eine analytische Gelfiltration 

Material: 

PBS 137 mM NaCl; 2,7 mM KCl; 10 mM Na2HPO4; 2 mM KH2PO4; pH 7,4 

Puffer 1 10 mH Hepes, pH 7,6; 10 mM NaCl; 3 mM MgCl2

Puffer 2 50 mM Tris, pH 8,0 ; 50 mM NaCl; 3 mM MgCl2; 1 mM EDTA; 0,5% 

IGEPAL 

DTT 1 M  

PMSF 1 M 

Durchführung: 

Zu Beginn wurde den Puffern 1 und 2 je 1 mM PMSF und 0,5 mM DTT frisch 

zugesetzt. Die Zellen von zwei 145 cm2 Schalen wurden mit PBS gewaschen und in 

je 5 ml PBS pro Schale geerntet. Nach 5 Minuten Zentrifugation bei 1200 UpM 

wurde das Pellet in 1 ml Puffer 1 resuspendiert und für 20 Minuten auf Eis 
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inkubiert. Mit einer Pistille Typ A wurde 20 – 25 Mal gepottert und erneut für 5 

Minuten bei 2800 UpM (bei 4°C) zentrifugiert. Das Pellet wurde in einem 

Pelletvolumen Puffer 2 aufgenommen und für 10 Minuten auf Eis inkubiert. Nach 

Zugabe von 200 U Benzonase wurde das Lysat für eine Stunde bei 10°C inkubiert, 

danach wurden weitere 100 – 200 U zugegeben und eine weitere Stunde inkubiert. 

Die Zelltrümmer wurden bei 4°C bei 13000 UpM für 15 Minuten pelletiert und der 

Überstand, der die Kernproteine enthielt, in ein neues Gefäß überführt. 

3.3.18 Präparation von Kernextrakt mit DNaseI 

Der Einsatz von DNaseI sollte DNA-assoziierte Proteine effizienter freisetzten. 

Material: 

PBS 137 mM NaCl; 2,7 mM KCl; 10 mM Na2HPO4; 2 mM KH2PO4; 

pH 7,4 

Lysis-Puffer 10 mM Tris, pH 8,0; 400 mM NaCl; 10 mM MgCl2 ; 0,1% (v/v) 

IGEPAL; 1 mM DTT; Protease-Inhibitoren 

DNaseI RNase frei, von Roche; 500 U pro 10 ml Lysis-Puffer 

Glyzerin 100% 

Durchführung: 

Nach Waschen mit PBS wurden die Zellen in PBS geerntet und bei 2000 UpM für 5 

Minuten pelletiert und das Pellet nochmals mit PBS gewaschen. Das Pellet von 40 

Platten wurde in 10 ml Lysis-Puffer mit DNaseI und frisch zugegebenen Protease-

Inhibitoren und 1 mM DTT resuspendiert und eine Stunde bei 4°C im Rad 

inkubiert. Nach dem Zentrifugieren bei 14000 UpM für 10 Minuten bei 4°C wurde 

der die Kernproteine enthaltende Überstand mit Glyzerin (10% Endkonzentration) 

versetzt und bei -80°C gelagert. 

3.3.19 Präparation von grobem Kernextrakt 

Material: 

Puffer A 10 mM Hepes, pH 7,9; 10 mM KCl; 1,5 mM MgCl2; 0,5% (v/v) 

IGEPAL; 0,5 mM DTT 
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Puffer S 20 mM Hepes, pH 7,9; 400 mM NaCl; 1,5 mM MgCl2; 0,2 mM EDTA; 

10% Glyzerin; 0,5 mM DTT; Protease-Inhibitoren 

PBS 137 mM NaCl; 2,7 mM KCl; 10 mM Na2HPO4; 2 mM KH2PO4; pH 7,4 

Durchführung: 

Nach dem Waschen mit PBS wurden die Zellkulturschalen in PBS geerntet und für 

7 Minuten bei 1500 UpM zentrifugiert. Das Pellet wurde in Puffer A resuspendiert 

(z. B. das Pellet von 5 145 cm2-Schalen in 1 ml) und für 15 – 20 Minuten auf Eis 

inkubiert. Es wurde für 15 – 20 Sekunden gevortext und danach für 5 Minuten bei 

4000 UpM bei 4°C zentrifugiert. Der Überstand enthielt die cytoplasmatischen 

Proteine. Das Pellet wurde in Puffer S aufgenommen (aus 5 145 cm2-Schalen in ca. 

500 µl) und gevortext. Nach Rotation im Kühlraum für 20 Minuten wurde bei 13000 

UpM für 10 Minuten bei 4°C zentrifugiert. Der Überstand enthielt die Kernproteine 

und wurde nach Zugabe von Glyzerin (10% Endkonzentration) bei -80°C gelagert. 

3.3.20 Präparation von GST-Fusionsproteinen aus Bakterien 

Material: 

LB-Medium 1% (w/v) Trypton; 0,5% (w/v) Hefeextrakt; 177 mM NaCl;  

                                    pH 7,0 

Glukose 20% 

Antibiotika 

IPTG 1 M 

Protease-Inhibitoren 

PBS 137 mM NaCl; 2,7 mM KCl; 10 mM Na2HPO4; 2 mM KH2PO4; 

pH 7,4 

Triton X 100  

Elutionspuffer 50 mM Tris; 25 mM Gluthation; pH 8,0 

Durchführung: 

Nach der Transformation des Plasmids (s. 3.1.7), auf dem das GST-Fusionsprotein 

kodiert war, wurde eine 25 ml Übernachtkultur mit den transformierten Bakterien 

angesetzt. Aus dieser Kultur wurden 500 ml LB-Medium mit der optischen Dichte 
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(OD) 0,1 angeimpft. Dem Medium wurden Glukose (2% Endkonzentration) und die 

entsprechenden Antibiotika zugesetzt. Nach dem Erreichen einer OD von 0,6 wurde 

die Expression des GST-Fusionsproteins mit der Zugabe von IPTG in einer 

Endkonzentration von 1 mM induziert. Nach drei Stunden wurde die 

Bakteriensuspension bei 5000 UpM für 10 Minuten zentrifugiert und das Pellet in 10 

ml PBS mit 1% Triton und Protease-Inhibitoren resuspendiert. Die Suspension 

wurde 6 Mal für 10 Sekunden bei 10% sonifiziert und die Zelltrümmer bei 5000 

UpM für 15 Minuten bei 4°C pelletiert. Der Überstand wurde in ein neues Gefäß 

überführt, 300 µl Gluthation-Sepharose zugegeben und für zwei Stunden bis zu über 

Nacht im Rad bei 4°C inkubiert. Die Sepharose wurde bei 4000 UpM für 5 Minuten 

pelletiert und insgesamt viermal mit je 20 ml PBS/1% Triton und einmal mit PBS 

gewaschen. Das gebundene Fusionsprotein wurde entweder nach Zusatz von 10% 

Glyzerin bei -20°C gelagert oder von der Sepharose eluiert. Dazu wurde die 

Sepharose in einem VT Elutionspuffer aufgenommen und für 30 Minuten im Rad 

bei 4°C inkubiert. Danach wurde der Überstand für zwei Stunden gegen PBS/10% 

Glyzerin dialysiert, um freies Gluthation zu entfernen. 

3.3.21 Präparation von His-Fusionsproteinen aus Bakterien 

Material: 

LB-Medium 1% (w/v) Trypton; 0,5% (w/v) Hefeextrakt; 177 mM NaCl;    

pH 7,0 

Glucose 20% 

Antibiotika 

IPTG 1 M 

TBS 10 mM Tris, pH 7,9; 150 mM NaCl 

Ni-Agarose Nickel-Agarose  

Imidazol-Stock 1 M; pH 8,0 

Protease-Inhibitoren 
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Durchführung: 

Nach der Transformation des Plasmids (s. 3.1.7), auf dem das His-Fusionsprotein 

kodiert war, wurde eine 25 ml Übernachtkultur mit den Bakterien angesetzt. Aus 

dieser Kultur wurden 500 ml LB-Medium mit der optischen Dichte (OD) 0,1 

angeimpft. Dem Medium wurden Glucose (2% Endkonzentration) und die 

entsprechenden Antibiotika zugesetzt. Nach dem Erreichen einer OD von 0,6 wurde 

die Expression des His-Fusionsproteins mit der Zugabe von IPTG in einer 

Endkonzentration von 1 mM induziert. Nach drei Stunden wurde die 

Bakteriensuspension bei 5000 UpM für 10 Minuten zentrifugiert und das Pellet in 10 

ml TBS mit 1% Triton und Protease-Inhibitoren resuspendiert. Die Suspension 

wurde sechsmal für 10 Sekunden bei 10% sonifiziert und die Zelltrümmer bei 5000 

UpM für 15 Minuten bei 4°C pelletiert. Der Überstand wurde in ein neues Gefäß 

überführt, 300 µl Nickel-Agarose zugegeben und für zwei Stunden bis zu üN im Rad 

bei 4°C inkubiert. Die Nickel-Agarose wurde bei 4000 UpM für 5 Minuten pelletiert 

und insgesamt viermal mit je 20 ml TBS/1% Triton, 10 mM Imidazol und einmal mit 

TBS gewaschen. Das gebundene Fusionsprotein wurde entweder nach Zusatz von 

10% Glyzerin bei -20°C gelagert oder von der Agarose eluiert. Die Elution erfolgte 

in einem VT TBS mit Imidazol-Konzentrationen von 40 mM bis 1 M (je nach 

Protein) für 30 Minuten bei 4°C im Rad. Der Überstand wurde für zwei Stunden 

gegen TBS/10% Glyzerin dialysiert, um überschüssiges Imidazol zu entfernen. 

3.3.22  in vitro Methlylierungs-Reaktion 

Material: 

PBS 137 mM NaCl; 2,7 mM KCl; 10 mM Na2HPO4; 2 mM KH2PO4; pH 7,4 

14C-SAM S-Adenosyl-[methyl 14C]-Methionin (14C-SAM, 25 µCi/ml) 

       Amersham CFA360 

Substrat z. B. Histon-Mix von Sigma; 20 µg/µl 

GST-PRMT 
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Durchführung: 

In einem Methylierungsansatz wurden das zu methylierende Substrat (z. B. 20 µg 

Core-Histon-Mix), 1 µl 14C-SAM und die entsprechende Menge der jeweiligen GST-

PRMT mit PBS auf 20 – 35 µl aufgefüllt. Der Ansatz wurde für zwei Stunden bei 

37°C inkubiert und anschließend mit SDS-Probenpuffer versetzt. Nach der 

gelelektrophoretischen Auftrennung (s. 3.3.5) wurden die Proteine auf eine 

Membran transferiert (s. 3.3.9 und 3.3.10). Nach dem Trocknen wurde ein 

Röntgenfilm, zusammen mit einem „intensifying screen“, für 1 – 10 Tage exponiert.  

3.3.23  GST-Pulldown 

Material: 

HEGN-Puffer 30 mM Hepes, pH 7,6; 0,16 mM EDTA; 16%(v/v) Glyzerin; 

0,16% NP-40; 1 mM DTT; Protease-Inhibitoren  

KCL-Stock 3 M 

Ziegenserum 

Gluthation-Sepharose 

Durchführung: 

Es wurden gleiche Mengen freies GST und GST-Fusionsprotein an Gluthation-

Sepharose gekoppelt eingesetzt und das Volumen mit Gluthation-Sepharose auf 100 

µl aufgefüllt. Zum Absättigen unspezifischer Bindungen wurde die Sepharose für 

eine Stunde bei 4°C im Rad mit kaltem HEGN-Puffer, dem 125 mM KCl und 10% 

Ziegenserum zugegeben wurde, inkubiert. Die Protease-Inhibitoren und das DTT 

wurden jeweils frisch zugegeben. Parallel wurde der verwendete Extrakt 

vorgereinigt, indem der Extrakt in kaltem HEGN-Puffer aufgenommen wurde und 

KCl bis zu einer Endkonzentration von 125 mM und 50 µl Glutathion-Sepharose 

zugegeben wurde. Das Gesamtvolumen betrug 1 ml. Dieser Ansatz wurde ebenfalls 

für eine Stunde bei 4°C im Rad inkubiert. Danach wurden beide Ansätze für 5 

Minuten bei 3000 UpM zentrifugiert und der Überstand des Extraktansatzes mit 

dem Pellet der abgesättigten GST-Sepharose üN bei 4°C im Rad inkubiert. Um nicht 

gebundene Proteine zu entfernen, wurde nach dem Pelletieren der Beads bei 3000 
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UpM für 5 Minuten sechsmal mit kaltem HEGN-Puffer mit 125 mM KCl gewaschen. 

Mit steigenden KCl-Konzentrationen (z. B. 250, 500 und 1000 mM) wurden die 

gebundenen Proteine in Fraktionen eluiert. Das Elutionsvolumen betrug 500 µl. Es 

wurde für 30 Minuten bei 4°C im Rad inkubiert. Alternativ wurden alle 

gebundenen Proteine durch Aufnahme des Bead-Pellets in 1x SDS-Probenpuffer 

eluiert und komplett auf ein SDS-Gel aufgetragen (s. 3.3.5). Das Volumen von 500 µl 

Elution wurde entweder durch eine TCA-Fällung (s. 3.3.3) oder durch Verwendung 

der Strataclean Beads (s. 3.3.2) reduziert, so dass die eluierten Proteine auf einem 

SDS-Gel aufgetrennt und mittels Coomassie- oder Silberfärbung analysiert werden 

konnten (s. 3.3.7 und 3.3.6). 

3.3.24  Pulldown mit gekoppelten Peptiden im Batch-Verfahren 

Material: 

IPH-Puffer 50 mM Tris, pH 8,0; 5 mM EDTA; 0,5% IGEPAL;  

                                                1 mM DTT; Protease-Inhibitoren 

NaCl-Stock   5 M 

Streptavidin-Sepharose mit und ohne gekoppeltem biotinyliertem Peptid 

Ziegenserum 

Durchführung: 

1 mg Extrakt (z. B. Dignam-Kernextrakt; s. 3.3.15), bzw. His-Fusionsproteine (s. 

3.3.21) wurden in IPH-Puffer (DTT und Protease-Inhibitoren frisch zugegeben) 

aufgenommen und mit NaCl auf 175 mM Endkonzentration eingestellt. Zum 

Vorreinigen der Proteinlösung wurden je 20 µl Streptavidin-Sepharose zugegeben 

und für eine Stunde bei 4°C inkubiert. Unspezifische Bindestellen auf der Peptid-

gebundenen Sepharose wurden bei der Inkubation in 500 µl IPH-Puffer mit 175 mM 

NaCl und 10% Ziegenserum für eine Stunde bei 4°C im Rad abgesättigt. Pro Ansatz 

wurden je 20 µl gekoppelte Peptide verwendet. Beide Ansätze wurden bei 3000 

UpM für 5 Minuten pelletiert und die vorgereinigten Proteinlösungen auf die 

abgesättigte Streptavidin-Sepharose gegeben und für 5 – 60 Minuten bei 4°C im Rad 

inkubiert. Anschließend wurde dreimal mit IPH-Puffer mit 175 mM NaCl 
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gewaschen und die gebunden Proteine im IPH-Puffer mit steigenden NaCL-

Konzentrationen (z. B. 250, 500, 1000 mM) eluiert oder die Sepharose direkt in 1x 

SDS-Probenpuffer aufgenommen. Die gebunden Proteine wurden auf ein SDS-Gel 

aufgetragen (s. 3.3.5) und Coomassie (s. 3.3.7) bzw. Silber (s. 3.3.6) gefärbt oder nach 

dem Transfer auf eine Membran (s. 3.3.9 und 3.3.10) mittels Immunblot (s. 3.3.12) 

analysiert. Für einen präparativen Ansatz, der dem Identifizieren von gebundenen 

Proteinen mittels MALDI TOF (s. 3.3.27) diente, wurden 10-fache Ansätze 

verwendet. 

3.3.25  Immunpräzipitation 

Um ein Protein aus einem Extrakt aufzureinigen oder den Extrakt von diesem 

Protein zu depletieren wird eine Immunpräzipitation durchgeführt. Das Protein 

wird von einem spezifischen Antikörper erkannt, der wiederum an ProteinA und G 

Sepharose gebunden wird und so per Zentrifugation pelletiert werden kann. 

Material: 

PBS 137 mM NaCl; 2,7 mM KCl; 10 mM Na2HPO4; 2 mM KH2PO4; pH 7,4 

IPH-Puffer 50 mM Tris, pH 8,0; 150 mM NaCl; 5 mM EDTA; 0,5% IGEPAL; 1 

mM DTT; Protease-Inhibitoren 

Antikörper spezifisch für das jeweilige Protein 

ProteinA gekoppelt an Sepharose 

ProteinG gekoppelt an Sepharose 

Durchführung: 

DTT und Protease-Inhibitoren wurden jeweils frisch zugegeben. Aus Zellen wurde 

ein Gesamtzell-Extrakt (IPH-Extrakt) hergestellt (s. 3.3.14) und mittels Bradford-

Reagenz die Proteinkonzentration ermittelt (s. 3.3.1). Je nach Experiment wurden 

pro Ansatz 500 µg bis 5 mg Proteinextrakt eingesetzt. Bei unterschiedlichen 

Konzentrationen der verwendeten Extrakte wurden die Gesamtvolumina mit IPH-

Puffer angeglichen. 2 µg des spezifischen Antikörpers wurden üN mit dem Extrakt 

bei 4°C im Rad inkubiert. Pro Ansatz wurden je 10 µl ProteinA und G Sepharose 

gemischt und zweimal mit IPH-Puffer gewaschen, um Additiva zu entfernen. Die 
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ProteinA/G Sepharose wurde für zwei Stunden bei 4°C im Rad mit dem Extrakt 

inkubiert. Danach wurde die Sepharose bei 3000 UpM für 5 Minuten pelletiert und 

insgesamt sechsmal mit IPH-Puffer gewaschen, um nicht gebundene Proteine zu 

entfernen. Das Pellet wurde nach dem Waschen in 1x SDS-Probenpuffer 

aufgenommen und die gebunden Proteine auf einem SDS-Gel analysiert (s. 3.3.5). 

3.3.26 Co-Immunpräzipitation 

Durchführung: 

Um Interaktionen zwischen Proteinen nachzuweisen, wurde zunächst eine 

Immunpräzipitation durchgeführt (s. 3.3.25). Nach der gelelektrophoretischen 

Auftrennung der gebundenen Proteine (s. 3.3.5) wurden diese auf eine Membran 

transferiert (s. 3.3.9 und 3.3.10). Die Membran wurde mit spezifischen Antikörpern 

gegen mögliche Interaktionspartner des immunpräzipitierten Proteins analysiert (s. 

3.3.12). Als Negativkontrolle wurde ein irrelevanter Antikörper der gleichen Spezies 

bei der Immunpräzipitation mitgeführt. 

3.3.27 Analyse von gelelektrophoretisch aufgetrennten Proteinen 
mittels MALDI TOF 

Colloidal Coomassie oder Silber gefärbte Gele (s. 3.3.8 und 3.3.6) wurden von A. 

Bosserhoff, ZMBH in Heidelberg oder Jürgen Adamkewicz, IMT in Marburg, mittels 

MALDI TOF analysiert und ausgewertet. 

3.4 Chromatographische Methoden 

3.4.1 Kopplung von biotinylierten Peptiden an Streptavidin-
Sepharose im Batch-Verfahren 

Material: 

Bindungs-Puffer  20 mM NaPO4, pH 7,5; 150 mM NaCl; sterilfiltriert 

Streptavidin-Sepharose von Amersham-Biosciences 

20% Ethanol 

 

 56



Methoden 

Durchführung: 

Zunächst wurde die benötigte Menge an biotinyliertem Peptid unter 

Berücksichtigung der Bindekapazität der Streptavidin-Sepharose (300 nM/ml für 

Biotin; 100 nM/ml für biotinyliertes Albumin) berechnet. Im Fall eines ca. 2 kDa 

großen Peptids konnten maximal etwa 0,6 mg Peptid an 1 ml Streptavidin-

Sepharose gekoppelt werden. Ein zweifacher Überschuss der benötigten 

Peptidmenge wurde in Bindungspuffer gelöst und die entsprechende Menge der 

Sepharose zugegeben (z. B. 1 ml Gesamtvolumen für das Koppeln von 250 µl 

Streptavidin-Sepharose). Die Sepharose wurde zuvor dreimal mit Bindungspuffer 

gewaschen, um Additiva zu entfernen. Die Beads wurden zwischen den 

Waschschritten bei 3000 UpM für 5 Minuten pelletiert. Nach einer Inkubation der 

Peptide mit der Sepharose von 3 Stunden bis üN bei 4°C im Rad wurde viermal mit 

Bindungspuffer, dreimal mit Aqua bidest und zweimal mit 20% Ethanol gewaschen, 

wobei nach dem letzten Pelletieren der Überstand auf ein VT Sepharose abgezogen 

wurde. So konnten die gekoppelte Sepharose bei 4°C für mehrere Wochen gelagert 

werden. 

3.4.2 Reinigung von Proteinfraktionen über Phosphocellulose mit 
Niederdruck-Chromatographie (Schwartz et al. 1974) 

Eine erste Fraktionierung von Proteinextrakten erfolgte über eine Phosphocellulose 

Säule. 

Material: 

Phosphocellulose P11 Kationentauscher 

Laufpuffer 20 mM Hepes, pH 7,9; 0,1 – 1 M KCl; 3 mM DTT; 0,2 

mM PMSF 

Durchführung: 

Maximal 20 mg Protein pro ml Säulenmaterial wurden nach der Äquilibrierung der 

Säule mit 5 – 10 Säulenvolumina 0,1 M KCl Laufpuffer aufgetragen. Die 

Durchbruchsfraktion (PCA), sowie die Elutionen mit 0,35 M (PCB), 0,6 M (PCC) 

und 1 M KCl (PCD) wurden aufgefangen. Für die Aufreinigung von PRMT1- und 
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PRMT4-haltigen Komplexen war die PCA die Ausgangsfraktion für die folgenden 

Ionentauscher. 

3.4.3 Reinigung von Proteinfraktionen über Ionentauscher mit 
HPLC  

Material: 

EDF  EMD-DEAE-Fractogel 650 (S); Anionentauscher 

MonoQ  1 ml Fertigsäule; Anionentauscher 

MiniQ  1 ml Fertigsäule; Anionentauscher 

Laufpuffer 20 mM Tris, pH 8,0; NaCl; 10% Glyzerin; 1 mM PMSF; 0,5 mM DTT 

Durchführung: 

Die Säulen wurden mit 2 – 3 Säulenvolumina Laufpuffer äquilibriert (EDF mit 50 

mM NaCl, die restlichen Säulen mit 100 mM NaCl) und maximal 10 mg 

Proteinfraktion pro ml Säulenmaterial aufgetragen. Die Flussrate betrug je nach 

Größe der Säule und anfallendem Druck 0,3 – 1 ml pro Minute. Die Elutionen 

erfolgten entweder mit definierten Salzkonzentrationen oder in Gradienten (s. 

Ergebnisse, Abb. 36). Es wurden Fraktionen von 0,5 – 1 ml gesammelt.  

3.4.4 Analytische und präparative Gelfiltration (Size Exclusion 
Chromatography) 

Material: 

Superose 6   analytische Säule; HR 10/30 

Superose 6  präparative Säule; XK 16/70 

Superdex 200  analytische Säule; HR 10/30 

Laufpuffer 20 mM Tris, pH 8,0; 10% Glyzerin; 175 mM NaCl; 0,5 mM 

DTT; 1 mM PMSF 

Durchführung: 

Zellextrakte wurden, wie unter 3.3.17 beschrieben, hergestellt. Nach der 

Äquilibrierung mit 2 Ausschlussvolumina Laufpuffer wurden auf eine analytische 

Säule 100 µl Extrakt, auf die präparative Superose 6 Säule zu 5 ml Extrakt 
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aufgetragen. Mit einer Flussrate von 0,5 ml pro Minute wurde der Säulenlauf 

durchgeführt und dabei Fraktionen von 0,5 – 1 ml für die analytischen Säulen bzw. 

5 ml für die präparative Säule gesammelt. 

3.4.5 Protein-Bindungstest für Heparin-Fractogel im Batch-
Verfahren 

Im Batch-Verfahren wurde getestet, welche Proteine an Heparin-Fractogel binden 

und für welche Proteine somit eine Chromatographie mit diesem Säulenmaterial in 

Frage kommt. 

Material: 

Heparin-Fractogel Merck 

Laufpuffer 20 mM Tris, pH 8,0; 10% Glyzerin; 100 mM NaCl; 1 mM 

PMSF; 0,5 mM DTT 

Durchführung: 

Die zu testende Proteinfraktion wurde in Laufpuffer verdünnt und mit 50 µl 

Heparin-Fractogel für 30 Minuten bei 4°C im Rad inkubiert. Anschließend wurde 

das Säulenmaterial bei 3000 UpM für 5 Minuten pelletiert und der Überstand in ein 

neues Reaktionsgefäß überführt. Das Pellet wurde dreimal mit Laufpuffer 

gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt wurde das Pellet in 1x SDS-

Probenpuffer aufgenommen und das Pellet und der mit Strataclean konzentrierte 

Überstand (s. 3.3.2) auf ein SDS-Gel aufgetragen. Die Proteine wurden auf eine 

Membran transferiert (s. 3.3.9 und 3.3.10) und mittels Immunblot analysiert (s. 

3.3.12).  

3.5 Nachweise von Protein-DNA-Interaktionen 

3.5.1 Chromatin-Immunpräzipitation (ChIP) 

Mit dieser Methode kann die Assoziation eines bestimmten Proteins mit einem 

definierten DNA-Abschnitt in vivo nachgewiesen werden. 
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Material: 

PBS 137 mM NaCl; 2,7 mM KCl; 10 mM Na2HPO4; 2 mM KH2PO4; 

pH 7,4 

Formaldehyd wässrige Lösung; 37%ig 

BSA 20 µg/µl 

Hering-DNA fragmentiert auf 0,5 – 2 kbp 

Lysis-Puffer I 5 mM PIPES, pH 8,0; 85 mM KCl; 0,5% IGEPAL; Protease-

Inhibitoren 

Lysis-Puffer II 10 mM Tris pH 7,5; 150 mM NaCl; 0,5% IGEPAL; 1% DOC; 

0,1% SDS; 1 mM EDTA; Protease-Inhibitoren 

Waschpuffer I 20 mM Tris, pH 8,0; 150 mM NaCl; 5 mM EDTA; 0,2% SDS; 

1% Triton X-100; 5% Succhrose 

Waschpuffer II 50 mM Hepes, pH 7,5; 500 mM NaCl; 1 mM EDTA; 1% Triton 

X-100; 0,1% DOC 

Waschpuffer III 10 mM Tris, pH 8,0; 250 mM LiCl; 1 mM EDTA; 1% DOC; 1% 

IGEPAL 

TE-Puffer 10 mM Tris, pH 8,0; 1 mM EDTA 

Elutionspuffer 0,1 M NaHCO3; 1% SDS 

Reversionspuffer 2 M NaCl; 10 mM EDTA; 400 mM Tris, pH 6,8 

RNaseA 10 µg/µl 

Proteinase K 20µg/µl 

Durchführung: 

Präparation des Chromatins: 

Die Zellen wurden durch Zugabe von Formaldehyd bis zu einer Endkonzentration 

von 1% für 10 Minuten bei 37°C auf der Kulturschale fixiert. Nach zweimaligem 

Waschen mit kaltem PBS wurden die Zellen von einer 145 cm2 Kulturschale in 5 ml 

kaltem PBS mit Protease-Inhibitoren geerntet. Die Zellen wurden durch 

Zentrifugation bei 1200 UpM für 5 Minuten bei 4°C pelletiert und anschließend in 

kaltem Lysis-Puffer I aufgenommen (1 ml Lysis-Puffer I bzw. II auf eine 145 cm2 
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Schale). Die Protease-Inhibitoren wurden zu allen Puffern frisch zugegeben. Nach 

der Inkubation auf Eis für 20 Minuten wurden die Zellen erneut bei 1200 UpM für 5 

Minuten pelletiert und das Pellet in Lysis-Puffer II aufgenommen. Nach 10 Minuten 

Inkubation auf Eis wurde die Suspension in 15 ml Falcon-Röhrchen überführt 

(maximal 1 ml pro Röhrchen) und sechsmal 10 Sekunden bei 40% Amplitude mit 30 

Sekunden Pause zwischen den Pulsen sonifiziert (Branson Sonifier W-250-D). Das 

Röhrchen wurde dabei in einem Eisbad gekühlt. Um die Fragmentlänge der DNA zu 

überprüfen, wurden 0,5 – 1% des Chromatins mit 100 µg Proteinase K versetzt und 5 

Stunden oder über Nacht bei 65°C inkubiert. Anschließend erfolgte eine Phenol-

Chloroform-Extraktion und die Fällung der DNA im Überstand (s. 3.3.4 und 3.1.3). 

Etwa 3 µg der gefällten DNA wurden auf ein 1%iges Agarosegel aufgetragen (s. 

3.1.4). Die Fragmentlängen lagen zwischen 0,3 und 5 kbp. Anhand der 

Konzentration der entnommenen Proben wurden die Konzentrationen des 

Chromatins in allen Proben angeglichen und für jede folgende Immunpräzipitation 

die gleiche Menge an Chromatin eingesetzt.  

Absättigen von ProteinA /G Sepharose: 

Eine 1:1 Mischung aus ProteinA und G Sepharose (Gesamtvolumen 1 ml) wurde mit 

je 1 ml TE-Puffer fünfmal gewaschen. Nach jedem Waschschritt wurde die 

Sepharose für 3 Minuten bei 3000 UpM pelletiert. Die Sepharose wurde in zwei VT 

TE-Puffer aufgenommen und pro ml 200 µg BSA und 100 µg fragmentierte Hering-

DNA zugegeben. Die Suspension wurde üN bei 4°C im Rad inkubiert. 

Vorreinigen des Chromatins: 

Pro Ansatz (ca. 3 ml Chromatin) wurden 100 µl abgesättigte ProteinA/G Sepharose 

zugegeben und für 4 – 6 Stunden bei 4°C im Rad inkubiert. Nach der Pelletierung 

der Sepharose für 5 Minuten bei 3000 UpM wurde der Überstand in die 

Immunpräzipitation eingesetzt. 

Immunpräzipitation: 

100 – 300 µg des vorgereinigten Chromatins wurden mit 3 – 5 µg des spezifischen 

Antikörpers über Nacht bei 4°C im Rad inkubiert. Im einzelnen: 3 µg ERα; 5 µg 
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TAF-Iβ, 5 µl Acetyl-H4; 8 µl Methyl-Arginin3-H4; 4 µg PRMT1; 3 µg IgG (aus 

Kaninchen); 3 µg p300. Nach der Inkubation wurde für weitere zwei Stunden 20 – 

40 µl abgesättigte ProteinA/G Sepharose zugegeben. 

Waschen: 

Die ProteinA/G Sepharose mit den gebundenen Proteinen wurde mit je 1 ml der 

folgenden Lösungen gewaschen. Zwischen den Waschschritten wurde die Sepharose 

jeweils für 3 Minuten bei 3000 UpM pelletiert: 

• 1x mit Waschpuffer I 

• 1x mit Waschpuffer II 

• 2x mit Waschpuffer III 

• 1x mit TE 

Nach dem zweiten Waschschritt mit Waschpuffer III wurde die Sepharose in ein 

neues Reaktionsgefäß überführt. 

Elution der DNA: 

Nach dem letzten Waschschritt wurde die Sepharose in je 300 µl frisch angesetztem 

Elutionspuffer aufgenommen, gevortext und für 30 Minuten bei Raumtemperatur 

im Rad schnell drehend inkubiert. Die Sepharose wurde für 5 Minuten bei 5000 

UpM pelletiert und 250 µl des Überstands in ein neues Reaktionsgefäß überführt. 

Auflösen der DNA-Protein-Vernetzung: 

Zu den 250 µl Elutionsüberstand wurden jeweils 25 µl Reversionspuffer und 10 µg 

RNase A gegeben und für eine Stunde bei 37°C inkubiert. Danach wurden 40 µg 

Proteinase K zugegeben und für eine weitere Stunde bei 55°C inkubiert. Im 

Anschluss erfolgte eine Inkubation bei 65°C für 5 Stunden bis üN.  

Isolation der DNA aus den Proben: 

Die DNA wurde über PCR Aufreinigungssäulchen (Qiagen, Genomed und Peqlab; 

jeweils laut Herstellerangaben) aufgereinigt. Die Elution von den Säulen erfolgte mit 

30 µl Aqua bidest (pH 8 mit NaOH eingestellt). 

Analyse der DNA: 
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Ein Teil der gefällten DNA (ca. 2 µl) wurde mittels PCR (s. 3.1.9) amplifiziert und 

die Fragmente auf einem Agarosegel analysiert (s. 3.1.4).  

3.6 Zellkulturtechniken 

3.6.1 Herstellen von Dextran-Aktivkohle behandeltem Serum 

Das Behandeln von Serum mit Dextran und Aktivkohle (DCC-Serum) führt zum 

Verlust von lipophilen Substanzen im Serum und wird zum Hormon-Hungern (s. 

3.6.2) von MCF-7 Zellen benötigt. 

Material: 

Serum   Bovine Calf Serum von Gibco 

Aktivkohle  

Dextran 

Sterilfilter  Aufschraubfilter; 0,45 µm 

Durchführung: 

Pro 100 ml Serum wurden 1 g Aktivkohle und 0,5 g Dextran zugegeben und unter 

Rühren für 45 Minuten bei 37°C inkubiert. Das Serum wurde für 10 Minuten bei 

4000 UpM (RT) zentrifugiert. Der Überstand wurde erneut mit den oben 

angegebenen Mengen Aktivkohle und Dextran für 45 Minuten bei 37°C unter 

Rühren inkubiert. Nach einer weiteren Zentrifugation (wie oben), wurde der 

Überstand mit 0,5 g Aktivkohle und 0,25 g Dextran pro 100 ml Serum für 45 

Minuten unter Rühren bei 37°C inkubiert. Nach 20 Minuten Zentrifugation bei 

4000 UpM wurde der Überstand über einen Sterilfilter gegeben und das erhaltene 

DCC-Serum unter sterilen Bedingungen in Aliquots abgefüllt und bei -20°C 

gelagert. 

3.6.2 Hormon-Hungern von MCF-7 Zellen 

Das Hormon-Hungern der MCF-7 Zellen diente der Reduktion der 

Transkriptionsrate von Steroidhormon induzierten Genen. 
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Material: 

DCC-FCS   s. 3.6.1 

DMEM, ohne Phenolrot  

Glutamin 

Durchführung: 

Phenolrotfreiem DMEM-Medium wurden Glutamin und 5 % (v/v) DCC-Serum (s. 

3.6.1) zugesetzt und die Zellen für 3 – 5 Tage in diesem Medium kultiviert. 

3.6.3 Transfektion von DNA mit Calcium-Phosphat 

Material: 

CaCl2   2,5 M; sterilfiltriert 

2x HBS  50 mM Hepes; 1,5 mM Na2HPO4; 250 mM NaCl; pH 7,08; 

sterilfiltriert 

TE-Puffer 1:10 1 mM Tris, pH 8,0; 0,1 mM EDTA; sterilfiltriert 

Durchführung: 

Einen Tag vor der Transfektion wurden Zellen so ausplattiert, dass sie zum 

Zeitpunkt der Transfektion 30 – 50% Konfluenz erreicht hatten. Für die 

Transfektion wurde zunächst DNA vorgelegt, TE zugegeben und kurz gevortext und 

anschließend unter Vortexen tropfenweise HBS zugesetzt. Übersicht der Volumina 

für die entsprechenden Kulturschalen-Größen: 

 DNA TE CaCl2 HBS 

21 cm2 10 µg 225 µl 25 µl 0,25 ml 

56 cm2 25 µg 450 µl 50 µl 0,5 ml 

145 cm2 50 µg 900 µl 100 µl 1 ml 

Nach 10 Minuten Inkubation bei RT wurde die Lösung tropfenweise auf die Zellen 

gegeben und die Schale anschließend kurz geschwenkt. Nach 24 Stunden wurde ein 

Mediumwechsel vorgenommen und die Zellen nach weiteren 48 – 72 Stunden 

geerntet. 
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3.6.4 Transfektion von DNA mit FuGENE 

Material: 

Fugene 6 von Roche 

Optimem oder DMEM ohne Antibiotika und ohne Serum 

Durchführung: 

50 – 80% konfluente Zellen wurden mit einer Ratio von 3:2 (Reagenz:DNA) laut 

Herstellerangaben transfiziert. Im Fall von Hormon-gehungerten MCF-7 Zellen 

wurden das Reagenz und die DNA in DMEM ohne Phenolrot, ohne Antibiotika und 

ohne Serum verdünnt. Es fand kein Wechsel des Mediums nach der Transfektion 

statt. 

3.6.5 Transfektion von siRNA mit Lipofectamine 2000 

Die Transfektion von siRNA in eine Zelle führt zum Abbau oder einer 

Translationshemmung einer spezifischen mRNA. Lipofectamine 2000 ermöglicht 

durch eine Bildung von Mizellen-siRNA-Komplexen die Aufnahme der siRNA in 

die Zielzellen. 

Material: 

siRNA    20 pmol/µl  

Optimem  

DMEM   ohne Phenolrot und ohne Antibiotika 

Lipofectamine 2000 

Durchführung: 

Einen Tag vor der Transfektion wurden die Zellen im entsprechenden Medium 

ohne Antibiotika ausgesät, so dass ihre Dichte zum Transfektionszeitpunkt ca. 30 – 

50 % betrug. Die benötigte Menge an siRNA wurde in der entsprechenden Menge 

Optimem bzw., im Fall von Hormon-Hungermedium, in DMEM ohne Phenolrot, 

verdünnt. In einer zweiten Lösung wurde Lipofectamine entsprechend verdünnt.  
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Übersicht der Volumina für verschiedene Zellkulturschalen: 

 siRNA 

(20 pmol/µl) 

Lipofectamine Verdünnung  

jeweils in  

10 cm2 10 µl 5 µl 250 µl 

21 cm2 20 µl 10 µl 500 µl 

56 cm2 50 µl 25 µl 1,25 ml 

145 cm2 150 µl 75 µl 3,75 ml 

 

Nach einer Inkubation bei RT für 5 Minuten wurden die beiden Lösungen 

zusammengegeben und vorsichtig gemischt. Eine weitere Inkubation für 20 – 30 

Minuten bei RT erlaubte die Bildung der Mizellen-RNA-Komplexe, die dann 

tropfenweise auf die Kulturschalen gegeben wurden. Es erfolgte kein Wechsel des 

Mediums. Nach weiteren 72 Stunden wurden die Zellen geerntet oder RNA 

präpariert (s. 3.2.1). 

3.6.6 Selektion stabiler Zellklone 

Um transfizierte DNA stabil aufzunehmen, müssen die Zellen unter einen 

Selektionsdruck gesetzt werden, damit die DNA in das Genom integriert wird. 

Material: 

Puromycin 

Fugene 6 

Puromycin-Resistenz-Plasmid 

Durchführung: 

Da die stabil zu integrierenden Plasmide kein eigenes eukaryotisches Antibiotika-

Resistenzgen trugen, wurde ein Plasmid mit Puromycin-Resistenzgen cotransfiziert. 

Um zu verhindern, dass Zellen nur das Resistenzplasmid ohne das 

Expressionsplasmid aufnehmen, betrug die Ratio Expressionsplasmid : 

Resistenzplasmid 10 :1. 48 Stunden nach der Transfektion der Plasmide mit Fugene 

6 (s. 3.6.4) wurde Puromycin in einer Konzentration von 1:5000 (= 2µg/ml) ins 

Medium gegeben. Nach ein bis zwei Tagen begannen die nicht resistenten Zellen 
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abzusterben. Die nun wachsenden Kolonien wurden mit einer Pipette gepickt und 

in 24-well Platten überführt. Die Klone wurden expandiert, bis eine Western Blot 

Analyse von Zellextrakten möglich war, um den Erfolg der Transfektion zu 

bestimmen. 

3.6.7 Einfrieren und Auftauen von Zellen 

Material: 

Einfriermedium 30% FCS; 10% DMSO in DMEM 

flüssiger Stickstoff 

Durchführung: 

Die Zellen wurden trypsiniert und bei 1200 UpM für 5 Minuten pelletiert. Das 

Pellet aus einer 175 cm2-Flasche wurde in 2 ml Einfriermedium aufgenommen und 

in 1 ml Aliquots in Einfrierröhrchen gegeben. Diese wurden zunächst über Nacht in 

einer Styroporbox langsam auf -80°C gekühlt, um anschließend in flüssigen 

Stickstoff überführt zu werden. 

Zum Auftauen der Zellen wurde ein Aliquot in einer 175 cm2-Flasche ausgesät und 

am nächsten Tag ein Mediumwechsel durchgeführt, um das DMSO zu entfernen. 
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4 Ergebnisse 

4.1  Untersuchung der Bedeutung der Arginin 3 Methylierung 

an Histon H4 

Der Histoncode beschreibt, dass einzelne Modifikationen oder Kombinationen an 

den Histon-Schwänzen den Verpackungsstatus eines Locus verändern. 

Histonmodifikationen ermöglichen oder verhindern das Binden regulatorischer 

Proteine. Eine in diesem Zusammenhang wichtige Modifikation ist die von der 

Protein Arginin Methyltransferase 1 (PRMT1) katalysierte asymmetrische 

Dimethylierung von Arginin 3 an Histon H4, deren transkriptionelle Bedeutung im 

Folgenden untersucht wird.  

4.1.1 Suche nach differentiell bindenden Proteinen 

Um Proteine zu identifizieren, deren Bindung an die Histon-Schwänze durch diese 

Modifikation begünstigt oder verhindert wird, wurden Peptide entsprechend dem 

N-Terminus des Histons H4 (As 1 – 15) mit einer asymmetrischen Dimethylierung 

an Arginin 3 bzw. unmodifiziert verwendet. Die Peptide enthielten nach einem 

kurzen Abstandshalter (GGC) am C-Terminus einen PEG-Biotin Tag und wurden 

über Biotin an Streptavidin-Sepharose gekoppelt (s. Abb. 1).  

 

 

 

SGRGKGGKGLGKGGA-GGC-PEG-Biotin- 
Strept- 

avidin 

             

SGRGKGGKGLGKGGA-GGC-PEG-Biotin- 

diMe 

AS 1            5               10              15

Strept- 

avidin 
 

 

 
Abb. 1: Darstellung der verwendeten Histon H4 Peptide von Aminosäure 1 – 15, die über einen 
„Spacer“-Biotin-Tag an Streptavidin-Sepharose gekoppelt wurden. 

 

Wie in Abb. 2 gezeigt, war die Kopplungseffizienz der Peptide vergleichbar (vgl. 

Bahnen 3 und 4). Nicht gekoppelte Peptide (Bahnen 1 und 2) bzw. an Streptavidin-
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Sepharose gebundene Peptide (Bahnen 3 und 4) wurden mittels SDS-

Gelelektrophorese aufgetrennt (s. 3.3.5) und auf eine Membran transferiert (s. 3.3.9). 

Dabei stellte sich heraus, dass bei solch kleinen Proteinen die Verwendung von 

Phosphat-Puffer und Nitrocellulose-Membran am effizientesten für den Transfer 

war. Die Membran wurde mit HRP-gekoppeltem Streptavidin inkubiert, um die 

biotinylierten Peptide nachzuweisen (s. 3.3.12). Über den Vergleich der Intensität 

der Banden ließ sich eine Kopplungseffizienz von ca. 1 ng Peptid an 1 µl Sepharose 

abschätzen. 

 
Abb. 2: Das unmodifizierte und das asymmetrisch dimethylierte H4-Peptid binden vergleichbar an 
Streptavidin-Sepharose.  
Western Blot Analyse. Jeweils 0,05 µl der gekoppelten Peptide und 10 ng der freien Peptide wurden 
nach gelelektrophoretischer Auftrennung auf eine Nitrocellulose-Membran transferiert (s. 3.3.9). Die 
Membran wurde nach dem Absättigen mit BSA mit HRP-gekoppeltem Streptavidin inkubiert. Der 
Nachweis erfolgte mittels einer ECL-Reaktion. 

 

Zur Identifizierung differentiell bindender Proteine wurden ca. 75 ng der 

gekoppelten Peptide im Batch-Verfahren mit 5 mg Dignam-Kernextrakt aus 

HEK293 Zellen (s. 3.3.15) inkubiert und die gebundenen Proteine nacheinander mit 

250 mM, 500 mM NaCl-Konzentrationen und SDS-Probenpuffer eluiert (s. 3.3.24). 

Zum Nachweis von Proteinen, die unspezifisch mit dem Trägermaterial 

interagieren, wurde die entsprechende Menge Streptavidin-Sepharose ohne 

gekoppelte Peptide mitgeführt. Abb. 3 zeigt eine Coomassie-Färbung (s. 3.3.7) der 

eluierten Proteine nach der Auftrennung mittels SDS-Gelelektrophorese. Viele 

Proteine interagierten sowohl mit den methylierten, als auch mit den 

unmethylierten Peptiden (vgl. Bahnen 1 und 2, 4 und 5, 7 und 8). Die 
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unspezifischen Bindungen an das Sepharose-Material dagegen waren sehr gering (s. 

Bahnen 3,6 und 9). In den Bahnen 4, 5 und 8 konnten einige differentiell bindende 

Proteine detektiert werden (s. Pfeile), die in einer anschließenden MALDI-TOF 

Analyse identifiziert wurden (durchgeführt von A. Bosserhoff am ZMBH in 

Heidelberg). Das Ergebnis der MALDI-TOF Analyse ist in Tabelle 1 aufgeführt. Die 

Signifikanzgrenze („Score“) lag bei 74.  

 
Abb. 3: Identifizierung von differentiell bindenden Proteinen an unmodifiziertes bzw. Arginin 3 
dimethyliertes H4 Peptid. 
Colloidale Coomassie Färbung. Je 5 mg HEK-Kernextrakt (nach Dignam; s. 3.3.15) wurden mit 
gekoppelten unmodifizierten (Bahnen 1,4 und 7) bzw. Arginin 3 methylierten (Bahnen 2, 5 und 8) 
Histon H4 Peptiden und ungekoppelter Sepharose (Bahnen 3, 6 und 9) als Negativkontrolle inkubiert. 
Die gebundenen Proteine wurden sukzessive mit 250 mM (Bahnen 1 – 3), 500 mM (Bahnen 4 – 6) 
NaCl und SDS-Probenpuffer (Bahnen 7 – 9) eluiert. Die mit Pfeilen markierten Banden wurden 
mittels MALDI-TOF analysiert. 
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Bande Identifiziertes Protein Score 

1 Glycyl-tRNA-Synthetase 190 

2 Asparaginyl-tRNA-Synthetase 284 

3 Glycyl-tRNA-Synthetase 74 

4 Tyrosyl-tRNA-Synthetase 236 

5 „Template activating factor I“ (TAF-I) 96 
 
Tabelle 1: Ergebnis der MALDI-TOF Analyse der differentiell an methylierte bzw. unmethylierte H4 
Peptide bindenden Proteine. Ein Score > 74 ist signifikant. 
 

4.1.2 Verifizierung von TAF-I als differentiell bindendes Protein  

Für TAF-I konnte bereits eine Bindung an Histone nachgewiesen werden 

(Matsumoto et al. 1999), während tRNA-Synthetasen keinen direkten Beitrag zur 

Transkriptionskontrolle leisten. Aus diesem Grund wurden die nachfolgenden 

Untersuchungen auf TAF-I fokussiert. TAF-I ist ein zur Familie der Nucleosomal 

Assembly Proteins (NAP) gehörendes Protein, das in zwei Spleißvarianten, α und β, 

exprimiert wird. Die beiden Varianten unterscheiden sich lediglich in einem kurzen 

Stück ihres N-Terminus (s. 1.4.3.1). Die MALDI-TOF Analyse konnte keine 

Unterscheidung zwischen α und β treffen, da alle identifizierten Fragmente im 

homologen Teil lagen. Daher wurde die Interaktion von TAF-Iα und β mit dem 

unmodifiziertem H4-Peptid untersucht. Um die differentielle Bindung von TAF-I zu 

verifizieren, wurden His-TAF-Iα/β Fusionsproteine in E. coli exprimiert und über 

Nickel-Agarose aufgereinigt und eluiert (s. 3.3.21) (Abb. 4A). Der Vergleich der 

Proteine mit dem Standard (Bahn 1) bestätigt das erwartete Molekulargewicht von 

ca. 41 und 49 kDa in der Coomassie Färbung, die von dem errechneten 

Molekulargewicht von 35 und 32 kDa abwichen (Adachi et al. 1994; Nagata et al. 

1995). Die Inkubation der rekombinanten Proteine mit gekoppelten Peptiden im 

Batch-Verfahren konnte sowohl für His-TAF-Iα als auch His-TAF-Iβ eine Bindung 

an unmethyliertes Peptid im Immunblot bestätigen (Abb. 4B, Bahnen 3 und 7). Im 

Vergleich zur eingesetzten Menge assoziierten ca. 20% der Proteine mit dem 
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unmodifizierten H4-Peptid (vgl. Abb. 4B Bahnen 1 und 3 bzw. 5 und 7). Das 

gekoppelte Arginin 3 methylierte Peptid und nicht gekoppelte Sepharose zeigten 

keine Interaktion mit den Fusionsproteinen (Abb. 4B, Bahnen 2, 6, 4 und 8). 

               

 

            

 

Abb. 4: His
A: Coomas
Material un
12,5%igen 
B: Western
15 µl (≈ 1
(Bahnen 2
Negativkon
Waschen m
Die Bindun
der Protein
3.3.9 und 3
und 5 aufge
A 
              
B 
             

-TAF-Iα und His-TAF-Iβ interagieren nur mit unmodifizierten H4-Peptiden in vitro. 
sie-Färbung. 1,5 µl bakteriell exprimiertes und mit Nickel-Agarose aufgereinigtes (s. 
d Methoden) His-TAF-Iα (Bahn 2) und 0,5 µl His-TAF-I β (Bahn 3) wurden auf einem 

SDS-Gel aufgetrennt. 
 Blot Analyse. Die unter A angegebenen Mengen His-TAF-Iα und His-TAF-Iβ wurden mit 
5 ng Peptid) gekoppelten unmodifizierten (Bahnen 3 und 7), Arginin 3 methylierten 
 und 6) Histon H4 Peptiden und ungekoppelter Sepharose (Bahnen 4 und 8) als 
trolle in IPH-Puffer mit 175 mM NaCl inkubiert (s. Material und Methoden). Nach dem 
it 175 mM NaCl IPH-Puffer wurde die Sepharose in SDS-Probenpuffer aufgenommen. 
g der Fusionsproteine wurde nach der Auftrennung durch SDS-PAGE und dem Transfer 
e auf eine PVDF-Membran mit Penta-His spezifischen Antikörpern nachgewiesen (s. 
.3.12). Je 20% der eingesetzten bakteriell exprimierten Proteine wurden in den Bahnen 1 
tragen. 
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Um zu untersuchen, ob auch in einem eukaryotischen Zellsystem die Bindung von 

TAF-Iα bzw. β an H4 Peptide durch die Arginin 3 Dimethylierung verhindert wird, 

wurden HA-TAF-Iα, HA-TAF-Iβ und HA-Leervektor Expressionskonstrukte (s. 2.4) 

mit Ca-Phosphat in HEK293 Zellen transfiziert (s. 3.6.3) und die Fusionsproteine 

überexprimiert (Abb. 5, Bahn 1). Die Expression von HA-TAF-Iα und HA-TAF-Iβ 

war vergleichbar im Immunblot mit einem HA-Antikörper (vgl. Bahn 1, oben und 

Mitte). Je 250 µg der IPH-Extrakte (s. 3.3.14) der transfizierten Zellen wurden mit 

gekoppelten Peptiden (Abb. 5, Bahnen 2 und 3) bzw. Sepharose (Abb. 4, Bahn 4) im 

Batch-Verfahren inkubiert und die Interaktion im Immunblot analysiert. Auch hier 

wurde eine Assoziation der Fusionsproteine nur mit dem unmethylierten Peptid 

nachgewiesen werden (Abb. 5, Bahn 3, oben und Mitte). Die Bindung von TAF-Iβ 

an das unmodifizierte Peptid war dabei stärker als die Bindung von TAF-Iα (vgl. 

Bahn 3, oben und Mitte). In den Kontrollextrakten wurde weder im Input noch in 

der Bindungsstudie eine Bande auf der Höhe von HA-TAF-I detektiert. 

 

 
Abb. 5: HA-TAF-Iα und HA-TAF-Iβ interagieren nur mit unmodifiziertem H4-Peptid in vitro. 
Western Blot Analyse. HEK293 Zellen wurden mit HA-Leervektor, HA-TAF-Iα oder HA-TAF-Iβ 
Überexpressionskonstrukten transfiziert (wie links in der Figur angegeben). Je 500 µg 
Gesamtzellextrakt wurden mit Sepharose gekoppelt mit unmodifizierten (Bahn 3) bzw. Arginin 3 
methylierten (Bahn 2) Peptiden und nichtgekoppelter Sepharose (Bahn 4) inkubiert. Die gebundenen 
Proteine wurden nach der Auftrennung mittels SDS-PAGE und dem Transfer auf PVDF-Membran 
mit einem HA-Antikörper analysiert. Je 10% der eingesetzten Extraktmenge wurde in Bahn 1 
aufgetragen. 
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In der Literatur ist die Bindung von TAF-Iα und TAF-Iβ gemeinsam mit pp32, 

einem Phosphoprotein, als so genannter INHAT-Komplex (Inhibitor of 

Acetyltransferases) an Histone beschrieben (Seo et al. 2001). Da eine Interaktion von 

TAF-I mit dem Estrogenrezeptor α (Loven et al. 2004) und eine Rolle von PRMT1 

an nukleären Hormonrezeptor regulierten Genen gezeigt wurde (Koh et al. 2001), 

sollten die folgenden Experimente in der Estrogenrezeptor α positiven Zelllinie 

MCF-7 durchgeführt werden. Um die Interaktion der Komponenten des INHAT-

Komplexes mit den verwendeten Peptiden in MCF-7 Zellen zu untersuchen, 

wurden IPH-Extrakte mit gekoppelten Peptiden bzw. Sepharose inkubiert (Abb. 6). 

Die Bindung der endogenen Proteine wurde mit spezifischen Antikörpern gegen die 

INHAT-Untereinheiten im Immunblot analysiert. Abb. 6, Bahn 1 zeigt die 

jeweiligen Proteinexpressionen in 2% der eingesetzten Extrakte. Wie von Loven et 

al. 2003 beschrieben, ist die Expression von TAF-Iβ in MCF-7 Zellen recht hoch im 

Vergleich zu einer kaum detektierbaren TAF-Iα Expression (Loven et al. 2004). Eine 

Bindung an unmodifizierte H4-Peptide konnte für TAF-Iβ (Abb. 6, Bahn 3 oben) 

und TAF-Iα (Abb. 6, Bahn 3 Mitte) gezeigt werden. Dabei betrug der präzipitierte 

Anteil in beiden Fällen deutlich mehr als 2%. Eine Bindung an modifizierte Peptide 

(Abb. 5, Bahn 2, oben und Mitte) oder Sepharose (Abb. 5, Bahn 4, oben und Mitte) 

konnte nicht nachgewiesen werden. pp32, die dritte Komponente des INHAT-

Komplexes, assoziierte weder mit unmodifiziertem oder modifiziertem H4-Peptid 

noch mit Sepharose (Abb. 5, Bahnen 2 - 4 unten).   
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Abb. 6: Endogenes TAF-Iα und TAF-Iβ interagiert ausschließlich mit unmethyliertem H4-Peptid, 
während keine Bindung für pp32 nachgewiesen werden kann. 
Western Blot Analyse. Inkubation von 1 mg Gesamtzellextrakt aus MCF-7 Zellen mit Peptid-
gekoppelter Sepharose (mit unmodifiziertem Peptid, Bahn 2 und mit Arginin 3 methyliertem Peptid, 
Bahn 3) bzw. nicht-gekoppelter Sepharose (Bahn 4). Die gebundenen Proteine wurden mittels SDS-
PAGE aufgetrennt und nach dem Transfer auf PVDF-Membran mit den rechts in der Figur 
angegebenen Antikörpern analysiert. 2% der eingesetzten Proteinmenge wurde jeweils in Bahn 1 
aufgetragen. 

 

Die vorangegangen Experimente konnten eine klare Interaktion von sowohl TAF-

Iα, als auch TAF-Iβ mit dem unmodifizierten Histon H4 Peptid zeigen. Die 

asymmetrische Dimethylierung der Peptide an Arginin 3 verhinderte diese Bindung. 

Aufgrund der schwachen Expression von TAF-Iα in MCF-7 Zellen (Abb. 6, Bahn 1 

vgl. oben und Mitte; (Loven et al. 2004) und der fehlenden Bindung von pp32 an 

unmethylierte H4 Peptide (Abb. 6, Bahn 3, unten), wurde in den folgenden 

Experimenten ausschließlich die Funktion von TAF-Iβ untersucht. 

4.2 Untersuchung der Rolle von TAF-Iβ bei der Transkription 

des Estrogen induzierbaren Gens pS2  

4.2.1 Funktion von PRMT1 bei der Transkription des pS2 Gens 

Für PRMT1 konnte eine Rolle als Coaktivator für die Transkription Estrogen 

induzierbarer Promotoren in Reportergen-Analysen nachgewiesen werden (Stallcup 
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et al. 2000). Für TAF-Iβ wurde eine Assoziation mit dem nicht Ligand gebundenen 

Estrogenrezeptor α gezeigt (Loven et al. 2004). Daher wurde für eine Analyse der 

Funktion von TAF-Iβ im Zusammenhang mit der Arginin 3 Methylierung am 

Histon H4 der gut untersuchte, Estrogen abhängige Promotor des pS2-Gens in den 

Estrogen induzierbaren MCF-7 Zellen ausgewählt. 

Die Abhängigkeit der pS2-Gen Transkription von PRMT1 wurde bislang in vivo 

noch nicht untersucht. Um zu klären, ob PRMT1 eine essentielle oder eine 

redundante Rolle bei der Induktion der Transkription des pS2 Gens in MCF-7 Zellen 

spielt, wurden gehungerte MCF-7 Zellen (s. 3.6.2) mit Lipofectamine 2000 mit 

siRNA gegen PRMT1 (siPRMT1) transfiziert (s. 3.6.5) und anschließend mit 200 nM 

Estradiol für unterschiedliche Zeitintervalle induziert. Der Western Blot in Abb. 7A 

zeigt die erfolgreiche Reduktion der endogenen PRMT1 Proteinmenge (vgl. Bahnen 

1 und 2, oben). Der Proteinspiegel von PRMT6 wurde nicht beeinflusst, was die 

Spezifität der siRNA demonstrierte (vgl. Abb. 7A, Bahnen 1 und 2, Mitte). β-Tubulin 

als Ladekontrolle zeigte, dass gleiche Proteinmengen aufgetragen wurden (Abb. 7A, 

unten). Das Hungern der Zellen diente der Reduktion der Transkription von z. B. 

Estrogen abhängigen Genen, damit die folgende Transkriptionsinduktion mit 

Estradiol beobachtet werden konnte. Dazu wurden die Zellen in Phenolrot freiem 

Medium, da Phenolrot zu Estrogen metabolisiert werden kann, supplementiert mit 

5% Dextran- und Aktivkohle behandeltem Serum für drei Tage kultiviert. Nach der 

Präparation der RNA (s. 3.2.1) wurden die mRNA Konzentrationen von PRMT1, 

pS2, ERα und GAPDH mittels RT-PCR analysiert (s. 3.2.3) (Abb. 7B). Die 

Behandlung mit siPRMT1 führte zu einer Senkung der mRNA Konzentration von 

PRMT1 im Vergleich zu den mit siRNA gegen GFP (siGFP) transfizierten 

Kontrollzellen (Abb. 7, I, vgl. Bahnen 1 und 2, 3 und 4, 5 und 6, 7 und 8). Im 

Vergleich dazu waren die mRNA Konzentrationen des Standards GAPDH 

unbeeinflusst (IV, Bahnen 1 – 8). Auch die Transkription des Estrogenrezeptors α 

wurde nicht verändert (III, Bahnen 1 – 8). Die mRNA Konzentration des pS2 Gens 

war nach der Reduktion von PRMT1 im Vergleich zu den Kontrollzellen bis 15 
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Minuten nach Induktion mit Estradiol deutlich niedriger (Abb. 7, II, vgl. Bahnen 1 

und 2, 3 und 4, 5 und 6). Damit wurde eine wichtige Rolle von PRMT1 für den 

Beginn der Transkriptionsaktivierung des pS2 Gens nachgewiesen. Das pS2 Gen 

stellte somit im verwendeten System ein gutes Modellgen dar.  

                                   

A 

 

 

B 

Abb. 7: Die Reduktion der PRMT1 Proteinmenge hat einen negativen Einfluss auf die Transkription 
des pS2 Gens. 
A: Western Blot Analyse. MCF-7 Zellen wurden mit Lipofectamine 2000 mit siRNA gegen PRMT1 
bzw. GFP transfiziert (s. 3.6.5). Je 50 µg IPH-Extrakt der behandelten Zellen wurden im Immunblot 
mit den angegebenen spezifischen Antikörpern analysiert. 
B: RT-PCR. Für 3 Tage gehungerte MCF-7 Zellen wurden wie unter A beschrieben transient mit 
siRNA gegen PRMT1 bzw. GFP transfiziert. Für die angegebenen Zeitpunkte wurden die Zellen mit 
200 nM Estradiol (E2) induziert und die RNA präpariert. Die mRNA Konzentration der angegebenen 
Gene wurden mittels RT-PCR untersucht. 
 

4.2.2 Bindung von TAF-Iβ an den pS2 Promotor 

Um zu untersuchen, ob TAF-Iβ an den pS2 Promotor bindet, wurde eine 

Chromatin-Immunpräzipitation (ChIP) durchgeführt (Abb. 9). Um eine 

Unterscheidung zwischen den Ereignissen am uninduzierten und induzierten 
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Promotor treffen zu können, wurden MCF-7 für drei Tage gehungert. Die 

Inkubation mit Estradiol (E2) für eine Stunde induzierte die Transkription dieser 

Gene (vgl. Abb. 7B, II). Durch die Zugabe von Formaldehyd wurden Protein-DNA 

und Protein-Protein Interaktionen kovalent verknüpft. Das Sonifizieren des 

präparierten Chromatins führte zu einem Fragmentieren der DNA auf eine 

durchschnittliche Größe von 200 bis 2000 bp (s. Abb. 9A). Mit verschiedenen 

spezifischen Antikörpern wurden die zu analysierenden Proteine und die kovalent 

verknüpfte DNA präzipitiert, die Verknüpfung anschließend revertiert und die 

präzipitierten DNA Stücke mittels PCR analysiert (s. 3.5.1, 3.1.11). In Abb. 8 ist 

schematisch der Bereich des pS2 Promotors von -480 bis +40, sowie die Position des 

„estrogen responsive element“ (ERE), der TATA-Box und der Nukleosomen 

dargestellt. Die grünen Pfeile geben die Lage der verwendeten spezifischen Primer 

an. Die Menge an Amplifikat innerhalb der exponentiellen PCR ist daher 

proportional zu der Menge an DNA assoziiertem Protein.  

 

+1 

 
Abb. 8: Schematische Darstellung des Promotorbereichs des pS2 Gens von -480 bis +40. 

 

Abb. 9B zeigt das Ergebnis der ChIP. Der Estrogenrezeptor α wurde nach Induktion 

mit E2 verstärkt an den pS2 Promotor rekrutiert (vgl. Bahnen 3 und 4, oben), wie 

die stärkere Amplifikation zeigt. TAF-Iβ dagegen assoziierte mit dem pS2-Promotor 

nur im Basalzustand aber nicht nach Induktion der Transkription (vgl. Bahnen 5 

und 6, oberer Abschnitt). Bahnen 7 und 8, sowie die Titration des „Inputchromatins“ 

(Abb. 9B) zeigen, dass gleiche Mengen Chromatin in die Immunpräzipitation 

eingesetzt wurden. Ansätze ohne Antikörper präzipitierten keine amplifizierbare 

-480 +40

Nukleosom ERE; -405 bis -393 

pS2 ChIP Primer (-463 bis -159) TATA-Box; -30 bis -24 
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DNA im untersuchten Bereich (Bahnen 1 und 2). Zur Kontrolle der Spezifität der 

präzipitierten DNA wurde eine PCR mit Primern für die Promotorregion des 

Estrogen unabhängigen GAPDH Gens durchgeführt, die nur im Inputchromatin zu 

einem Amplifikat führte (Abb. 9B, unten).  

 

                      

A 

 

B 

C 

Abb. 9: Endogenes TAF-Iβ assoziiert mit dem uninduzierten pS2 Promotor. 
A: Agarosegel. Ca. 3 µg des sonifizierten Chromatins wurde nach einer Phenol-Chloroform-
Extraktion und dem Fällen mit Ethanol auf ein Agarosegel aufgetragen, um die durchschnittliche 
Fragmentlänge abzuschätzen. Gezeigt ist ein repräsentatives Experiment.  
B: PCR einer ChIP. Für drei Tage gehungerte MCF-7 Zellen wurden für eine Stunde mit 200 nM 
Estradiol (E2) behandelt. Das präparierte Chromatin wurde mit den angegebenen Antikörpern 
präzipitiert und die erhaltene DNA mit Primern für den pS2 (oberer Abschnitt) bzw. GAPDH 
(unterer Abschnitt) Promotor in der PCR analysiert (Bahnen 3 – 6). Ein Ansatz ohne Antikörper 
diente als Negativkontrolle (Bahnen 1 und 2). 100 ng des eingesetzten Chromatins wurden jeweils für 
die Input PCR eingesetzt (Bahnen 7 und 8).  
C: PCR des Inputchromatins. Durch die Titration des Inputchromatins von 50 ng, 5 ng und 0,5 ng 
wurde das Einsetzten gleicher Chromatinmengen verifiziert (Bahnen 9 – 14). 
In diesen PCRs, sowie in allen folgenden PCRs, wurde eine Wasserkontrolle mitgeführt, die in allen 
gezeigten Experimenten negativ ausfiel. Ebenso wurde die korrekte Fragmentlänge mit Hilfe eines 
DNA-Markers überprüft (Daten nicht gezeigt). 
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4.2.3 Analyse der Ereignisse am induzierten pS2 Promotor mittels 
ChIP 

Eine genauere Analyse des Geschehens am pS2 Promotor nach der Induktion sollte 

mittels ChIP Experimenten durchgeführt werden. Neben dem Estrogenrezeptor und 

TAF-Iβ, sollte die Assoziation der für das Gen bekannten Coaktivatoren p300 und 

PRMT1 untersucht werden. Der Estrogenrezeptor α konnte nach 15 und 30 

Minuten am Promotor nachgewiesen werden (Abb. 10, II). Die Stärke des PCR-

Signals der von TAF-Iβ präzipitierten DNA war schon nach 15 Minuten kaum über 

dem Hintergrund (III, vgl. Bahnen 1 – 3 und I). Die beiden Coaktivatoren p300 und 

PRMT1 wurden erst mit Zugabe von Estradiol rekrutiert, wobei die Bindung von 

PRMT1 an den Promotor bereits 15 Minuten nach Induktion deutlich nachweisbar 

war, während p300 erst nach 30 Minuten stark rekrutiert wurde (vgl. IV und V). 

Nur ein leichter Hintergrund wurde mit unspezifischen IgGs präzipitiert (Abb. 10, I) 

und die Input-PCR zeigte die Verwendung gleicher Chromatinmengen (Abb. 10, 

VI). Es konnte also eine zeitliche Korrelation zwischen dem Verlassen von TAF-Iβ 

und der Rekrutierung von PRMT1 festgestellt werden. 

 

 
Abb. 10: Mit der Rekrutierung von PRMT1 und der Methylierung von Arginin 3 am Histon H4 
verlässt TAF-Iβ den pS2 Promotor. 
PCR einer ChIP. Gehungerte MCF-7 Zellen wurden für die angegebenen Zeitpunkte mit 200 nM 
Estradiol (E2) induziert und das präparierte Chromatin mit den links angegebenen Antikörpern 
präzipitiert. Die eluierte DNA wurde mit pS2-Promotor spezifischen Primern analysiert. In die 
Input-PCR wurden 100 ng Chromatin eingesetzt. 
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4.2.4 Die Arginin 3 Methylierung ist in vivo nicht entscheidend für 
die Dissoziation von TAF-Iβ vom pS2 Promotor  

In vitro bindet TAF-Iβ nicht an Arginin 3 dimethylierte H4 Peptide (s. Abb. 4 – 6) 

und ChIP Analysen am pS2 Gen zeigten, dass das Verlassen des Promotors von TAF-

Iβ zeitlich mit der Rekrutierung von PRMT1 zusammenfällt (s. Abb. 10). Das legte 

die Vermutung nahe, dass die Arginin 3 Methylierung die entscheidende 

Modifikation ist, die eine Dissoziation von TAF-Iβ vom pS2 Promotor auslöst. Um 

diese Hypothese zu untersuchen wurden gehungerte MCF-7 Zellen mit siRNA 

gegen PRMT1 bzw. GFP transfiziert und 0, 15 und 30 Minuten nach Induktion mit 

Estradiol Chromatin präpariert. Wie in Abb. 11, I gezeigt, waren die IgG Kontrollen 

negativ und die eingesetzten Chromatinmengen vergleichbar (VI). Die Rekrutierung 

des Estrogenrezeptors nach Stimulation mit Estradiol war ebenfalls nicht beeinflusst 

durch die Behandlung mit siRNA gegen PRMT1 (II, vgl. Bahnen 3 und 4, 5 und 6). 

Wie erwartet, war in den siPRMT1 behandelten Zellen keine Assoziation von 

PRMT1 mit dem induzierten Promotor mehr detektierbar (IV, Bahnen 4 und 6), im 

Gegensatz zu den Kontrollzellen, in denen PRMT1 nach Induktion rekrutiert wurde 

(IV, vgl. Bahnen 1, 3 und 5). Analog dazu ist die Arginin 3 Dimethylierung nur nach 

Induktion in den Kontrollzellen (V, Bahnen 3 und 5), nicht aber in den siPRMT1 

Zellen nachweisbar (V, Bahnen 4 und 6). Sowohl die Bindung von TAF-Iβ an den 

uninduzierten Promotor (III, vgl. Bahnen 1 und 2) als auch das Verlassen von TAF-

Iβ nach Induktion der Transkription (III, Bahnen 3 – 6) war jedoch unverändert. 

Somit scheint die Arginin 3 Methylierung nicht das entscheidende Ereignis zu sein, 

aufgrund dessen TAF-Iβ den pS2 Promotor verlässt. 
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Abb. 11: Die Reduktion von PRMT1 führt nicht zu einer verlängerten Assoziation von TAF-Iβ mit 
dem pS2 Promotor. 
PCR einer ChIP. Gehungerte MCF-7 Zellen wurden transient mit siRNA gegen PRMT1 (Bahnen 2, 4, 
und 6) bzw. GFP (Bahnen 1, 3 und 5) transfiziert und für 15 und 30 Minuten mit Estradiol induziert. 
Das präparierte Chromatin wurde mit den angegebenen Antikörpern präzipitiert und die eluierte 
DNA mit pS2 Promotor spezifischen Primern analysiert. 100 ng des eingesetzten Chromatins wurden 
in die Input PCR eingesetzt. 
 

4.2.5 Auswirkung der Änderung der Proteinkonzentration von TAF-
Iβ auf die Transkription des pS2 Gens 

Da TAF-Iβ mit dem uninduzierten pS2 Promotor assoziiert, sollte die Funktion des 

Proteins bei der Transkription des Gens analysiert werden. Um die Auswirkungen 

einer Reduktion des TAF-Iβ Proteinspiegels auf die Transkription des pS2 Gens zu 

untersuchen, wurde eine siRNA gegen TAF-Iβ generiert. Die siRNA ist gegen beide 

Spleißvarianten von TAF-I gerichtet, da in der für TAF-Iβ spezifischen N-

terminalen Region keine geeignete Sequenz enthalten war. Aus diesem Grund wird 

im Folgenden diese siRNA als siTAF-I benannt. Um die Funktion der siRNA zu 

überprüfen, wurden in Hungermedium ausgesäte MCF-7 Zellen nach 24 Stunden 

mit siRNA (RNA Duplex) gegen TAF-Iβ bzw. einer Kontroll-siRNA gegen GFP 

transfiziert und für weitere 72 Stunden kultiviert. IPH-Extrakte dieser Zellen 

wurden mittels Western Blot Analyse auf die erfolgreiche Verminderung des 

Proteingehalts von TAF-I überprüft (Abb. 12A). Die Expression von sowohl TAF-Iβ 

(vgl. Bahnen 1 und 2, oben), als auch TAF-Iα (vgl. Bahnen 1 und 2, Mitte) war 
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reduziert. β-Tubulin als Ladekontrolle blieb unbeeinflusst (vgl. Bahnen 1 und 2, 

unten). Eine RNA-Präparation der transfizierten Zellen und anschließende RT-PCR 

Analyse zeigte ebenfalls die Reduktion der mRNA von TAF-Iα (Abb. 12B, vgl. 

Bahnen 3 und 4) und TAF-Iβ (vgl. Bahnen 5 und 6). Hier konnte eine deutlich 

niedrigere mRNA Konzentration von TAF-Iα im Vergleich zu TAF-Iβ in den MCF-7 

Zellen festgestellt werden (vgl. Bahnen 3 und 5), was im Einklang mit den 

Ergebnissen aus der Western Blot Analyse steht (vgl. Abb. Abb. 6, Bahn 1). Die 

Wasserkontrolle der PCR zeigte kein Amplifikat (Abb. 12B, Bahn 2). Der Vergleich 

mit den Markerbanden (Bahn 1) ergab die erwarteten Fragmentgrößen.  

Um die Folgen der Reduktion von TAF-Iβ für die Transkription des pS2 Gens zu 

untersuchen, wurden nach der Induktion der gehungerten Zellen mit Estradiol nach 

verschiedenen Zeitpunkten RNA-Präparationen vorgenommen und die mRNA 

Konzentrationen von TAF-Iβ, pS2, ERα und GAPDH mittels RT-PCR bestimmt. Es 

war wie erwartet deutlich weniger TAF-Iβ mRNA in den mit siRNA gegen TAF-I 

transfizierten Zellen detektierbar als in den Kontrollzellen (Abb. 12C, I, vgl. Bahnen 

1 und 2, 3 und 4, 5 und 6, 7 und 8). Die mit siRNA gegen GFP transfizierten Zellen 

zeigten bereits 10 Minuten nach Induktion einen deutlichen Anstieg des mRNA-

Gehalts von pS2 (II, vgl. Bahnen 1 und 3). Die maximale Expression wurde nach 60 

Minuten erreicht (II, Bahn 7). Im Vergleich dazu, stieg die pS2 mRNA 

Konzentration in den TAF-I siRNA transfizierten Zellen zwar auch kontinuierlich 

an (II, Bahnen 1, 3, 5 und 7), jedoch deutlich schwächer als in den Kontrollzellen 

(II, vgl. Bahnen 1 und 2, 3 und 4, 5 und 6, 7 und 8). Die Transkription des 

Estrogenrezeptors α war unbeeinflusst (III, Bahnen 1 – 8), genau wie die des 

Standards GAPDH (IV, Bahnen 1 – 8, unten). 

 

 83



Ergebnisse 

         

         

         

Abb. 1
zur Fol
A: We
TAF-I 
Gesam
(oberer
spezifis
als die 
B: RT-
(Bahne
mRNA
A 
           

                    

        

B 

 

 

C 

2: Die Reduktion des Expression von TAF-I hat eine ineffiziente Transkription des pS2 Gens 
ge. 
stern Blot Analyse. MCF-7 Zellen wurden mittels Lipofectamine 2000TM mit siRNA gegen 
(Bahn 2) bzw. siRNA gegen GFP (Bahn 1) als Negativkontrolle transfiziert. Je 50 µg eines 
tzellextraktes wurde per SDS-PAGE aufgetrennt und die Proteinkonzentration mit TAF-Iβ 
 Abschnitt), TAF-Iα (mittlerer Abschnitt) und β-Tubulin als Standard (unterer Abschnitt) 
chen Antikörpern analysiert. Die Exposition des mittleren Abschnitts war ca. 10-fach länger 
Exposition des oberen Abschnitts. 
PCR. Gehungerte MCF-7 Zellen wurden wie unter A beschrieben mit siRNA gegen TAF-I 
n 4 und 6) bzw. GFP (Bahnen 3 und 5) transfiziert. Nach der RNA-Präparation wurden die 
 Konzentrationen von TAF-Iα (Bahnen 3 und 4) und TAF-Iβ (Bahnen 5 und 6) untersucht. Die 
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Wasserkontrolle (Bahn 2) zeigte kein Amplifikat. Der Marker in Bahn 1 diente der 
Größenbestimmung der Fragmente. 
C: RT-PCR. Gehungerte MCF-7 Zellen wurden mit siRNA gegen TAF-I (Bahnen 2, 4, 6 und 8) bzw. 
mit siRNA gegen GFP (Bahnen 1, 3, 5 und 7) transfiziert und für die angegebenen Zeitpunkte mit 200 
nM Estradiol (E2) induziert. In diesem wie in allen folgenden cDNA-Experimenten wurde eine RNA-
Präparation durchgeführt und jeweils 2 µg der RNA in eine cDNA-Synthesereaktion eingesetzt. 
1/20stel dieser Ansätze wurde in die PCR eingesetzt. Die mRNA Konzentration der jeweiligen Gene 
wurde mit spezifischen Primern (rechts in der Figur angegeben; s. Material und Methoden) in der 
RT-PCR analysiert. 

 

Die Reduktion von TAF-Iβ wirkte sich somit negativ auf die Transkription des pS2 

Gens aus. Um den Effekt einer Erhöhung des TAF-Iβ Proteinspiegels zu 

untersuchen, wurden MCF-7 Zellen stabil mit einem HA-TAF-Iβ bzw. HA-

Leervektor Expressionskonstrukt (s. Material 2.4) transfiziert. Wie Abb. 13A zeigt, 

erreicht die Überexpression nur einen Teil der endogenen Proteinmenge (vgl. 

Bahnen 1 und 2). Auch die RT-PCR zeigt eine Erhöhung der mRNA Konzentration 

in den HA-TAF-Iβ transfizierten Zellen im Vergleich zu den Kontrollzellen (Abb. 

13B, I, vgl. Bahnen 1 und 2, 3 und 4, 5 und 6, 7 und 8, 9 und 10). Nach Induktion 

der gehungerten Zellen mit Estradiol für Zeitpunkte zwischen 5 und 60 Minuten, 

wurden die mRNA Konzentrationen von TAF-Iβ, pS2, ERα und GAPDH mittels RT-

PCR analysiert. Die mRNA-Menge von pS2 im gehungerten Zustand, sowie 5 und 

15 Minuten nach Induktion, waren in den HA-TAF-Iβ transfizierten Zellen deutlich 

erhöht im Vergleich zur mRNA-Menge in den Kontrollzellen (II, vgl. Bahnen 1 und 

2, 3 und 4, 5 und 6). Dieser Unterschied wurde nach längerer Induktion geringer (II, 

vgl. Bahnen 7 und 8, 9 und 10). Keinen Effekt hatte die Überexpression auf die 

Transkription des Estrogenrezeptors α (Abb. 13B, III) und die Ladekontrolle 

GAPDH (Abb. 13B, IV). 
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3: Die frühe Transkription des pS2 Gens wird durch eine transiente Überexpression von HA-
 verstärkt. 

stern Blot Analyse. HA-Leervektor (Bahn 1) bzw. HA-TAF-Iβ (Bahn 2) Expressionskonstrukt 
 mit FuGeneTM stabil in MCF-7 Zellen transfiziert. Je 50 µg Gesamtzellextrakt wurde mittels 
GE aufgetrennt und die auf PVDF-Membran transferierten Proteine mit einem TAF-Iβ 

chen Antikörper analysiert.  
PCR. Gehungerte und mit HA-Leervektor (Bahnen 1, 3, 5, 7 und 9) bzw. dem HA-TAF-Iβ 
sionskonstrukt (Bahnen 2, 4, 6, 8 und 10) transfizierte MCF-7 Zellen wurden für die 
benen Zeitpunkte mit 200 nM Estradiol (E2) induziert. Nach der cDNA-Synthese (s. Material 
ethoden) wurden die mRNA Konzentrationen von pS2, TAF-Iβ, Estrogenrezeptor α (ERα) und 
H als Standard mittels RT-PCR analysiert.  

 Untersuchung des Einflusses von TAF-Iβ auf die 
Phosphorylierung des Estrogenrezeptors 

er Literatur ist bekannt, dass TAF-Iβ die Phosphatase PP2A hemmt (Saito et al. 

. PP2A ist der Gegenspieler zur MAP-Kinase, die den Estrogenrezeptor α an 

118 phosphoryliert, was im Zuge der Induktion durch Estrogen stattfindet und 

e transkriptionelle Aktivität des Rezeptors essentiell ist (Lu et al. 2003). Eine 

chkeit der Funktion von TAF-Iβ in der Transkription des pS2 Gens könnte 

 die Regulation dieser aktivierenden Phosphorylierung sein. Um den Einfluss 
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der TAF-Iβ Expression auf die Phosphorylierung des Rezeptors zu untersuchen, 

wurden Phospho-Serin 118-spezifische Antikörper im Immunblot verwendet (Abb. 

14). Als Ladekontrolle für alle Experimente diente β-Tubulin (Abb. 14A,B und C, 

unten). Zunächst wurde überprüft, ob eine induktionsabhängige Phosphorylierung 

nachweisbar ist. Im Immunblot (Abb. 14A, oben) konnte ein Anstieg der 

Phosphorylierung bis 30 Minuten nach der Induktion beobachtet werden (vgl. Abb. 

14A, oben, Bahnen 1 – 3). 60 Minuten nach Induktion nahm die Intensität der 

Phosphorylierung wieder ab (Abb. 14A, oben, Bahn 4). Daher wurden für die 

folgenden Untersuchungen die Induktionszeitpunkte 15 und 30 Minuten gewählt. 

Nach der Transfektion von MCF-7 Zellen mit siRNA gegen TAF-I konnte die 

Reduktion von TAF-Iβ (Abb. 14B, Mitte, Bahnen 2, 4 und 6), jedoch kein 

Unterschied in der Phosphorylierung des Estrogenrezeptors nachgewiesen werden 

(Abb. 14B, oben, vgl. Bahnen 1 und 2, 3 und 4, 5 und 6).  

Auch in stabil mit HA-TAF-Iβ transfizierten MCF-7 Zellen war die Kinetik der 

Phosphorylierung des Estrogenrezeptors nicht verändert (Abb. 14C, oben, vgl. 

Bahnen 1 und 2, 3 und 4, 5 und 6). Zur Kontrolle der Überexpression wurde die 

Membran mit TAF-Iβ spezifischen Antikörpern inkubiert (Abb. 14C, Mitte).  

 

            

            
A 
             

                           

B 
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C 

Abb. 14: Die Phosphorylierung des Estrogenrezeptors an S118 nach Induktion mit Estradiol wird 
durch eine veränderte Expression von TAF-Iβ nicht signifikant beeinflusst.  
A: Western Blot Analyse. Gehungerte MCF-7 Zellen wurden für 0 (Bahn 1), 15 (Bahn 2), 30 (Bahn 3) 
und 60 (Bahn 4) Minuten mit 200 nM Estradiol (E2) induziert. 200 µg eines mit Phosphatase-
Inhibitoren versetzten Gesamtzellextrakts wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Die auf eine 
PVDF-Membran transferierten Proteine wurden mit einem Phospho-Ser118-Estrogenrezeptor α 
spezifischen Antikörper (PS118-ERα) (oberer Abschnitt) bzw. β-Tubulin spezifischen Antikörper zur 
Standardisierung (unterer Abschnitt) analysiert. 
B: Western Blot Analyse. Gehungerte und mit siRNA gegen TAF-I (Bahnen 2, 4 und 6) bzw. siRNA 
gegen GFP (Bahnen 1, 3 und 5) transfizierte MCF-7 Zellen wurden für die angegebene Dauer mit 200 
nM Estradiol (E2) induziert. 100 µg der wie unter A beschriebenen Extrakte wurden mit Antikörpern 
gegen Phospho-Ser118-ERα (oben), TAF-Iβ zur Kontrolle der reduzierten Proteinmenge (mittlerer 
Abschnitt) und β-Tubulin als Standard im Immunblot analysiert. 
C: Western Blot Analyse: Gehungerte und mit HA-TAF-Iβ (Bahnen 2, 4 und 6) bzw. HA-Leervektor 
(Bahnen 1, 3 und 5) transfizierte MCF-7 Zellen wurden für die angegebene Dauer mit 200 nM 
Estradiol (E2) induziert. 100 µg der wie unter A beschriebenen Extrakte wurden mit Antikörpern 
gegen Phospho-Ser118-ERα (oben), TAF-Iβ zur Kontrolle der Überexpression (Mitte) und β-Tubulin 
als Standard im Immunblot analysiert. 
 

4.2.6.1 Einfluss der Reduktion von TAF-Iβ auf die Ereignisse am pS2 

Promotor 

Nachdem ausgeschlossen werden konnte, dass TAF-Iβ den Phosphorylierungsstatus 

des Estrogenrezeptors beeinflusst, sollten die Ereignisse am pS2 Promotor nach der 

Reduktion von TAF-Iβ analysiert werden. Dazu wurden gehungerte MCF-7 Zellen 

mit siTAF-I bzw. siGFP transfiziert und 0 bzw. 15 Minuten nach Zugabe von 

Estradiol Chromatin präpariert. Aus einem Teil der transfizierten Zellen wurde IPH-

Extrakt hergestellt, um die Reduktion der TAF-Iβ Proteinmenge im Western Blot zu 

verifizieren (Abb. 15A, vgl. Bahnen 1 und 2, oben).  
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Abb. 15: Die Reduktion der TAF-I Expression führt zu einer Hyperacetylierung und einer Inhibition 
der Arginin 3 Methylierung am pS2 Promotor. 
A: Western Blot Analyse. SiRNA gegen GFP (Bahn 1) bzw. gegen TAF-I wurde in gehungerte MCF-7 
Zellen transfiziert. Je 50 µg Gesamtzellextrakt wurden im Immunblot mit TAF-Iβ- (oberer Abschnitt) 
und β-Tubulin spezifischen Antikörpern (unterer Abschnitt) analysiert. 
B: PCR einer ChIP. Gehungerte MCF-7 Zellen wurden mit siRNA gegen TAF-I (Bahnen 2 und 4) 
bzw. siRNA gegen GFP (Bahnen 1 und 3) transfiziert und für die angegebenen Zeitpunkte mit 200 
nM Estradiol (E2) induziert. Das präparierte Chromatin wurde mit den links angegebenen 
Antikörpern präzipitiert und die eluierte DNA mit pS2-Promotor spezifischen Primern analysiert. In 
die Input-PCR wurden 100 ng Chromatin eingesetzt. 
 

In der in Abb. 15B dargestellten ChIP ist kein Einfluss des verminderten TAF-Iβ 

Proteinspiegels auf die Rekrutierung des Estrogenrezeptors festzustellen (II, vgl. 

Bahnen 3 und 4). Wie erwartet, konnte keine Bindung von TAF-Iβ an den 

uninduzierten Promotor in den siTAF-I transfizierten Zellen nachgewiesen werden, 

im Gegensatz zu einem deutlichen Signal in den siGFP behandelten Zellen (III, vgl. 

Bahnen 1 und 2). Diese Assoziation in den Kontrollzellen wurde nach der Induktion 

aufgehoben (III, Bahn 3). Die Arginin 3 Methylierung wurde erwartungsgemäß in 

den Kontrollzellen durch die Inkubation mit Estradiol induziert (IV, vgl. Bahnen 1 

und 3), wohingegen die mit siTAF-I transfizierten Zellen, nach Hormoninduktion 
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keine Arginin 3 Methylierung aufwiesen (IV, Bahn 4). Eine Hyperacetylierung des 

Histons H4 war am uninduzierten pS2 Promotor nach Behandlung der Zellen mit 

siTAF-I detektierbar (Abb. 15B, V, vgl. Bahnen 1 und 2). Nach Zugabe von Estradiol 

wurde das Histon H4 wie erwartet auch in den Kontrollzellen acetyliert, wobei die 

Acetylierung der siTAF-I behandelten Zellen stärker war (V, vgl. Bahnen 3 und 4). 

In den Kontrollpräzipitationen mit IgGs konnte nur ein schwaches 

Hintergrundsignal detektiert werden (I) und die Input-Kontrolle zeigte 

gleichmäßige Chromatinmengen (VI). 

4.2.6.2 Analyse einer möglichen Interaktion von TAF-Iβ mit PRMT1 

Das ChIP Experiment in Abb. 15 zeigt, dass die Reduktion von TAF-Iβ den Verlust 

der Arginin 3 Methylierung zur Folge hat, was auf einen Verlust der Bindung von 

PRMT1 zurückzuführen sein könnte. Daraus könnte geschlossen werden, dass TAF-

Iβ bei der Rekrutierung von PRMT1 an den pS2 Promotor eine Rolle spielt. Um eine 

mögliche Interaktion der beiden Proteine zu untersuchen, wurde eine Co-

Immunpräzipitation durchgeführt (s. 3.3.26) (Abb. 16). IPH-Extrakt aus MCF-7 

Zellen wurde mit TAF-Iβ bzw. PRMT1 spezifischen Antikörpern inkubiert und die 

präzipitierten Proteine als Positivkontrolle im Immunblot mit den gleichen 

Antikörpern analysiert. Die Präzipitation von TAF-Iβ bzw. PRMT1 mit den 

jeweiligen Antikörpern war erfolgreich, wie Abb. 16 zeigt (A, Bahn 3; B, Bahn 4). 

Weder PRMT1, noch TAF-Iβ waren an den Kontrollantikörper (IgG) gebunden (A 

und B, Bahn 2). Es konnte jedoch auch keine Co-Immunpräzipitation von TAF-Iβ 

mit dem PRMT1 Antikörper (A, Bahn 4) und umgekehrt (B, Bahn 3) detektiert 

werden. Somit ist eine stabile Interaktion der beiden Proteine unwahrscheinlich. 
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A 

B 

Abb. 16: TAF-Iβ und PRMT1 interagieren nicht in vivo. 
A: Western Blot Analyse. Je 1 mg MCF-7 Gesamtzellextrakt wurde mit IgG als Negativkontrolle 
(Bahn 2), TAF-Iβ spezifischem Antikörper (Bahn 3) oder PRMT1 spezifischem Antikörper (Bahn 4) 
inkubiert und die präzipitierten Proteine im Immunblot mit einem TAF-Iβ spezifischen Antikörper 
analysiert. In Bahn 1 sind 2,5% des eingesetzten Extrakts aufgetragen. 
B: Western Blot Analyse. Auftrag der Proben wie unter A beschrieben. Die Membran wurde mit 
einem PRMT1 spezifischen Antikörper analysiert. 

 

4.2.7 Effekt von TSA auf die Transkription des pS2 Gens 

Wie in Abb. 15 gezeigt, führt die Reduktion von TAF-Iβ zu einer erhöhten 

Acetylierung des pS2 Promotors. Um in einem unabhängigen Experiment die Folgen 

einer Hyperacetylierung des Promotors zu untersuchen, wurde Trichostatin A 

(TSA), ein Histon-Deacetylase-Inhibitor, eingesetzt. Aus der Literatur ist bekannt, 

dass TSA auch die Transkription des Estrogenrezeptors α selbst hemmt (Alao et al. 

2004). Um die Rahmenbedingungen für weitere Experimente zu schaffen, wurde 

daher zunächst die Zeitdauer bestimmt, die MCF-7 Zellen mit TSA inkubiert 

werden können, ohne einen deutlichen Effekt auf die Proteinkonzentration des 

Estrogenrezeptors α herbeizuführen. Dazu wurden MCF-7 Zellen gehungert und 

mit TSA inkubiert. Nach verschiedenen Zeitpunkten wurde RNA präpariert bzw. 

wurden IPH-Extrakte hergestellt. Abb. 17A zeigt eine RT-PCR Analyse der TSA 
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behandelten Zellen. Die mRNA Konzentration des Estrogenrezeptors α nahm 

bereits nach drei Stunden deutlich ab und war nach fünf Stunden Inkubation mit 

TSA nicht mehr nachweisbar (Abb. 17A, Bahnen 1 - 3, unten). Die mRNA von 

GAPDH war unbeeinflusst (Abb. 17A, oben). Wie die Western Blot Analyse zeigt, 

waren die Proteinmengen des Estrogenrezeptors bis sechs Stunden Inkubation mit 

TSA noch unbeeinflusst (Abb. 17B, Bahnen 1 – 5). Nach 7 und 8 Stunden konnte 

eine leichte, nach 9 und 10 Stunden eine deutliche Reduktion der 

Proteinkonzentration beobachtet werden (Bahnen 7 - 9). Die Ladekontrolle β-

Tubulin war unbeeinflusst von TSA (Abb. 17B, unten). Für die folgenden 

Experimente wurde TSA maximal für 6 Stunden auf die MCF-7 Zellen gegeben, um 

Sekundäreffekte durch die Reduktion der Estrogenrezeptor α Menge zu vermeiden. 

                  

Abb. 17: TSA
A: RT-PCR. G
(TSA) inkubi
Primern als S
B: Western B
nM TSA ink
Antikörpern 
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 reduziert die Transkription des Estrogenrezeptors α. 
ehungerte MCF-7 Zellen wurden für die angegebene Dauer mit 500 nM Trichostatin A 

ert. Die mRNA Konzentrationen wurden mit ERα- (unten) und GAPDH-spezifischen 
tandard (oben) in der RT-PCR bestimmt. 
lot Analyse. Gehungerte MCF-7 Zellen wurden für die angegebenen Zeitpunkte mit 500 
ubiert und 50 µg Gesamtzellextrakt mit ERα- (oben) und β-Tubulin spezifischen 

als Standard (unten) im Immunblot analysiert. 

rprüfen, ob TSA tatsächlich zu einer Hyperacetylierung des Histons H4 

romotor führt und dabei die Rekrutierung des Estrogenrezeptors 

sst bleibt, wurden ChIP Experimente durchgeführt. Drei Tage gehungerte 
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MCF-7 Zellen wurden für drei Stunden mit TSA bzw. DMSO als Negativkontrolle 

inkubiert, mit Estradiol induziert und nach 0, 15 und 30 Minuten Chromatin 

präpariert (Abb. 18).  

 
Abb. 18: TSA führt zu einer Hyperacetylierung des uninduzierten pS2 Promotors. 
PCR einer ChIP. Gehungerte MCF-7 Zellen wurden für 3 Stunden mit 500 nM TSA behandelt 
(Bahnen 2, 4 und 6) bzw. mit dem entsprechenden Volumen DMSO als Negativkontrolle (Bahnen 1, 
3 und 5) und für die angegebenen Zeitpunkte mit 200 nM Estradiol (E2) induziert. Das präparierte 
Chromatin wurde mit den links angegebenen Antikörpern präzipitiert und die eluierte DNA mit pS2-
Promotor spezifischen Primern mittels PCR analysiert. Für die Input-PCR wurden je 100 ng des 
eingesetzten Chromatins verwendet. 
 

Die Immunpräzipitation mit unspezifischen Immunglobulinen (IgGs) führte zu 

keinem detektierbaren PCR Signal mit pS2 Promotor spezifischen Primern (Abb. 18, 

I). Die Rekrutierung des Estrogenrezeptors an den Promotor konnte unabhängig von 

der TSA-Behandlung nach 15 und 30 Minuten nachgewiesen werden (Abb. 18, II). 

Um die Acetylierung von Histon H4 nachzuweisen, wurde ein Antikörper 

verwendet, der tetra-acetylierte Histon H4 N-Termini detektiert (s. 2.5). So konnten 

Unterschiede im Acteylierungsgrad von Histon H4 festgestellt werden (Abb. 18, III). 

Nicht induzierte Zellen ohne TSA Behandlung zeigten lediglich eine schwache 

Acetylierung (Bahn 1). Im Gegensatz dazu führte die Inkubation mit TSA bereits 

ohne Induktion der Zellen zu einer deutlichen Hyperacetylierung (Bahn 2). Nach 15 

Minuten wurde auch der Promotor der Kontrollzellen zunehmend acetyliert (vgl. 

Bahnen 3 und 4). 30 Minuten nach Zugabe von Estradiol konnte kein Unterschied 

zwischen TSA- und Kontrollzellen bezüglich des Acetylierungsstatus am Histon H4 
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mehr festgestellt werden (vgl. Bahnen 5 und 6). Die Input-PCR zeigte, dass gleiche 

Chromatinmengen eingesetzt wurden (Abb. 18, IV).  

Nachdem die Rahmenbedingungen experimentell bestimmt und der Effekt von TSA 

auf den pS2 Promotor verifiziert worden war, wurde der Einfluss von TSA auf die 

Transkription des pS2 Gens untersucht. Abb. 19 zeigt eine RT-PCR Analyse von 

gehungerten MCF-7 Zellen, die für zwei Stunden mit TSA bzw. DMSO behandelt 

und anschließend zusätzlich bis zu einer Stunde mit Estradiol induziert wurden. Die 

PCR für GAPDH diente als Standard (Abb. 19, unten). Wie die Analyse der mRNA 

Konzentration des Estrogenrezeptors zeigt, hatte die TSA Behandlung nur minimale 

Effekte auf die Expression des Estrogenrezeptors (Abb. 19, Mitte). Die Induktion des 

pS2 Gens in den Kontrollzellen war gut nachweisbar (Bahnen 1, 3, 5, 7 und 9, oben). 

Die Transkription des pS2 Gens in den TSA behandelten Zellen war kaum noch 

induzierbar (Bahnen 2, 4, 6, 8 und 10). Die pS2 mRNA Konzentration der 

verschiedenen Proben lagen sogar noch unter der Basalkonzentration der 

Kontrollzellen (vgl. Bahn 1 mit 2, 4, 6, 8 und 10).  

                    
Abb. 19: Die Inhibition der Histondeacetylasen (HDACs) durch Trichostatin A (TSA) führt zu einer 
Hemmung der Transkription des pS2 Gens. 
RT-PCR. Gehungerte MCF-7 Zellen wurden für zwei Stunden mit 500 nM TSA (Bahnen 2, 4, 6, 8 
und 10) bzw. dem entsprechenden Volumen DMSO (Bahnen 1, 3, 5, 7 und 9) inkubiert und für die 
angegebene Dauer mit 200 nM Estradiol (E2) induziert. Die mRNA Konzentrationen von pS2 (oberer 
Abschnitt), ERα (mittlerer Abschnitt) und GAPDH als Standard (unterer Abschnitt) wurden mit 
spezifischen Primern mittels RT-PCR analysiert. 
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4.2.7.1 Effekt der Hyperacetylierung auf die Ereignisse am pS2 

Promotor 

Wie bereits gezeigt, führt die Inkubation der Zellen mit TSA zu einer 

Hyperacetylierung des uninduzierten pS2 Promotors und hat negative 

Auswirkungen auf die Transkription des pS2 Gens (s. Abb. 18 und 19). Im Folgenden 

wurde der Effekt dieser Hyperacetylierung auf die Bindung von TAF-Iβ, PRMT1, 

der Arginin 3 Methylierung an den pS2 Promotor und die Assoziation des 

Estrogenrezeptors untersucht. Abb. 20 zeigt eine ChIP Analyse des pS2 Promotors 0, 

15 und 30 Minuten nach Stimulation mit Estradiol und vorheriger Inkubation mit 

TSA bzw. DMSO. Die Hintergrundkontrolle mit IgGs waren negativ (I, Bahnen 1 – 

6) und die eingesetzten Inputmengen waren vergleichbar (VI, Bahnen 1 – 6). Der 

Estrogenrezeptor wurde nach der Induktion, wie bereits in Abb. 18 gezeigt, 

unbeeinflusst von TSA an den Promotor rekrutiert (Abb. 20, II, Bahnen 3 – 6). Die 

Bindung von TAF-Iβ an den uninduzierten Promotor war ebenfalls nicht durch die 

TSA-Behandlung beeinflusst (III, vgl. Bahnen 1 und 2). Nach Zugabe von Estradiol 

war TAF-Iβ weder in den Kontrollzellen, noch in den mit TSA inkubierten Zellen 

am Promotor nachweisbar (II, Bahnen 3 – 6). In den Kontrollzellen assoziierte 

PRMT1 15 und 30 Minuten nach Induktion mit dem Promotor (III, Bahnen 3 und 

5). Im Gegensatz dazu führte die TSA Behandlung zu einem Verlust der Bindung 

von PRMT1 (Bahnen 4 und 6). Übereinstimmend mit dieser Beobachtung war auch 

die Arginin 3 Methylierung erst nach der Induktion und dann auch nur in den 

Kontrollzellen nachweisbar (vgl. Bahnen 3 und 4, 5 und 6).  
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Abb. 20: Nach einer TSA Behandlung ist die Assoziation von PRMT1 mit dem pS2 Promotor und die 
Methylierung von Arginin 3 verhindert. 
PCR einer ChIP. Gehungerte MCF-7 Zellen wurden für drei Stunden mit 500 nM TSA (Bahnen 2, 4 
und 6) bzw. DMSO (Bahnen 1, 3 und 5) inkubiert und anschließend für die angegebenen Zeitpunkte 
mit 200 nM Estradiol (E2) induziert. Das präparierte Chromatin wurde mit den links angegebenen 
Antikörpern präzipitiert und die eluierte DNA mit pS2-Promotor spezifischen Primern analysiert. In 
die Input-PCR wurden 100 ng Chromatin eingesetzt. 
 

4.3 Funktion von TAF-Iβ, PRMT1 und TSA an weiteren 

Estrogen induzierbaren Genen 

In der Literatur sind verschiedene Estrogenrezeptor α Bindestellen in den 

Promotoren von Zielgenen beschrieben (Klinge 2001). Die abweichenden 

Sequenzen können eine variable Konformation des gebundenen Estrogenrezeptor 

Dimers zur Folge haben. Dadurch binden unterschiedliche Proteine bzw. 

Cofaktoren, womit die Vorgänge bei der Induktion an verschiedenen Zielgen-

Promotoren divergieren (Klinge et al. 2004).  

4.3.1 Induzierbarkeit verschiedener Gene im gewählten Zellsystem 

Um den Einfluss von TAF-Iβ bzw. TSA und PRMT1 auf unterschiedliche Zielgene 

zu untersuchen, wurden zunächst aus der Literatur bekannte, Estrogen induzierbare 

Gene mit ERE-Sequenz, auf ihre Hormonantwort untersucht (Klinge 2001). Dazu 

wurden gehungerte MCF-7 Zellen für die angegebenen Zeitintervalle mit Estradiol 
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induziert und die mRNA Konzentrationen der aufgeführten Gene mittels RT-PCR 

bestimmt (Abb. 21).  

 
Abb. 21: Analyse von Genen mit ERE („Estrogenresponsive Element“) auf ihre Induzierbarkeit mit 
E2 (Klinge 2001). 
RT-PCR. Gehungerte MCF-7 Zellen wurden für die angegebenen Zeitdauer mit 200 nM Estradiol 
(E2) induziert und die mRNA Konzentration der rechts aufgeführten Gene mit spezifischen Primern 
in der RT-PCR analysiert. GAPDH diente als Standard.  
 

Der Standard GAPDH zeigte, dass gleiche cDNA Mengen verwendet wurden (X, 

Bahnen 1 – 7). Nicht signifikant induzierbar in dem verwendeten MCF-7 Zellsystem 

waren Cathepsin D, COX7RP, EBAG9, EFP, Faktor XII und VEGF. pS2 war ein früh 

induziertes Gen (VIII, vgl. Bahnen 1 und 2); die Erhöhung der mRNA 

Konzentration konnte bereits 15 Minuten nach Estradiolzugabe nachgewiesen 

werden. Die Induktion von Lactoferrin begann nach einer Stunde (VII, vgl. Bahnen 

1 – 3 und Bahnen 4 – 7) und die mRNA Konzentration von C3 stieg erst nach 4 

Stunden an (I, vgl. Bahnen 1 – 5 und Bahnen 6, 7). Zusammenfassend ist also das pS2 
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Gen ein früh responsives, C3 ein spät responsives und Lactoferrin ein intermediär 

responsives Gen. In den folgenden Untersuchungen wurden daher die Gene pS2, C3 

und Lactoferrin genauer analysiert, um eventuelle Unterschiede bzw. 

Gemeinsamkeiten im Mechanismus ihrer transkriptionellen Induktion aufzudecken. 

4.3.2 Folgen der Behandlung mit siPRMT1 für die Induzierbarkeit 
von Estrogenrezeptor Zielgenen 

Um die Auswirkungen auf die Transkription der Gene nach dem Absenken der 

PRMT1 Proteinkonzentration in der Zelle zu klären, wurden stabil mit einem 

siRNA-Expressionskonstrukt (s. 2.4 und 3.6.6) gegen PRMT1 bzw. GFP transfizierte 

Zellklone verwendet. Zur Generierung der stabilen Zelllinien wurde ein siRNA-

Expressionskonstrukt (s. 2.5) gegen PRMT1 bzw. GFP und ein Puromycin-

Resistenzgen, kodiert auf einem zweiten Vektor, in der Ratio 10:1 cotransfiziert. 

Zwei Tage nach der Transfektion wurden die Zellen mit Puromycin selektioniert 

und Einzelklone gepickt und expandiert (s. 3.6.6). Abb. 22A zeigt die Western Blot 

Analyse von drei verschiedenen siPRMT1 Klonen (Klone 41, 42 und 44) und zwei 

siGFP Klonen (Klone 51 und 52). Es wurden jeweils 50 µg IPH-Extrakt aufgetragen. 

Die Klone 41 und 42 unterschieden sich in ihrer PRMT1 Expression kaum von der 

der siGFP Klone (vgl. Bahnen 4 und 5 mit 1 und 2). Klon 44 dagegen zeigte eine gute 

Reduktion der PRMT1 Menge im Vergleich mit den Klonen 51 und 52 (vgl. Bahn 3 

mit 1 und 2). Die RT-PCR Analyse von präparierter RNA der Klone untermauert das 

Ergebnis des Western Blots (Abb. 22B). Eine leichte Reduktion der PRMT1 mRNA 

Konzentration ist in den Klonen 41 und 42 im Vergleich zu den siGFP-Klonen 

detektierbar (vgl. Bahnen 3 und 4 mit 1 und 2). Eine deutliche Verminderung zeigte 

Klon 44 (Bahn 5). GAPDH als Standard bestätigte die Verwendung gleicher RNA 

Mengen. Für die folgende Experimente wurden daher die Klone 44 und 51 

verwendet. Nach dem Hungern der Zellen wurden die Klone bis zu vier Stunden 

mit Estradiol induziert und die mRNA Mengen von C3, Lactoferrin, pS2, PRMT1 

und GAPDH mittels RT-PCR untersucht (Abb. 22C).  

 98



Ergebnisse 

                

A 

 

                               

B 

                

             

C 

Abb. 22: Die Transkription von pS2 und Lactoferrin wird durch die Reduktion des Expression von 
PRMT1 negativ beeinflusst, während die Transkription von C3 unbeeinflusst bleibt. 
A: Western Blot Analyse. MCF-7 Zellen wurden stabil mit einem siGFP- bzw. siPRMT1-
Expressionskonstrukt transfiziert und anschließend Klone selektioniert (s. 3.6.6). Je 50 µg IPH-
Extrakte der siPRMT1 Klone (Klone 41, 42, 44, Bahnen 1 – 3) und der siGFP Klone (Klone 51 und 52, 
Bahnen 4 und 5) wurden mit einem PRMT1 spezifischen Antikörper im Immunblot analysiert. 
B: RT-PCR. Aus den unter A beschriebenen Klonen wurde RNA Präpariert und mit spezifischen 
Primern für PRMT1 und GAPDH in der RT-PCR analysiert. 
C: RT-PCR. Die stabilen siGFP- (Bahnen 1, 3, 5, 7, 9 und 11) bzw. siPRMT1-Klone (Bahnen 2, 4, 6, 8, 
10 und 12) aus A wurden gehungert und für die angegebene Zeit mit 200 nM Estradiol (E2) induziert. 
Die mRNA Konzentrationen der rechts angegebenen Gene wurde mit spezifischen Primern in der 
RT-PCR analysiert. GAPDH diente dabei als Standard. 
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Die Reduktion der PRMT1 mRNA durch die Expression der stabil integrierten 

siRNA war nachweisbar (IV, vgl. z. B. Bahnen 1 und 2). Die mRNA des Standards 

GAPDH war nicht beeinflusst (V, Bahnen 1 – 12). Für die Transkription des pS2 

Gens konnte, wie bei der Transfektion von siPRMT1 Duplex (s. Abb. 7), eine klare 

Abhängigkeit von PRMT1 beobachtet werden (III, vgl. z. B. Bahnen 1 und 2, 3 und 

4). Die mRNA Konzentration des C3 Gens wurde durch die Reduktion der 

endogenen PRMT1 Expression nicht beeinflusst (I, Bahnen 1 – 12). Die basale 

Transkription von Lactoferrin und bis eine Stunde nach Induktion wurde wie die 

Transkription des pS2 Gens negativ durch die Reduktion von PRMT1 beeinflusst (II, 

Bahnen 1 und 2, 3 und 4, 5 und 6, 7 und 8). Zwei und vier Stunden nach Zugabe von 

Estradiol konnte kein Unterschied mehr zwischen Kontroll- und siPRMT1-Zellen 

mehr festgestellt werden (II, Bahnen 9 – 12). Zusammenfassend waren von den 

untersuchten Genen das pS2 und das Lactoferrin Gen PRMT1 abhängig, während 

die Transkription des C3 Gens unbeeinflusst blieb.      

4.3.3 Folgen der Behandlung mit siTAF-I für die Induzierbarkeit von 
Estrogenrezeptor Zielgenen 

Um die Abhängigkeit der im verwendeten Zellsystem induzierbaren Gene C3, 

Lactoferrin und pS2 von TAF-I zu analysieren, wurden gehungerte MCF-7 Zellen 

mit siTAF-I bzw. siGFP als Kontrolle transfiziert. Die in Abb. 23, IV gezeigte RT-

PCR veranschaulicht die effiziente Reduktion der TAF-Iβ mRNA (vgl. z. B. Bahnen 

1 und 2). Im Gegensatz dazu wurden gleiche Mengen GAPDH mRNA als Standard 

detektiert. Der Effekt der siRNA auf die Proteinmenge von TAF-Iβ wurde bereits in 

dem in Abb. 14A dargestellten Experiment gezeigt. Die basale und frühe 

Transkription des pS2 Gens wurde wie erwartet negativ durch die Reduktion von 

TAF-I beeinflusst (III, vgl. Bahnen 1 und 2, 3 und 4, 5 und 6, 9 und 10, 11 und 12; s. 

auch Abb. 14B). Zum Zeitpunkt eine Stunde nach Induktion waren keine 

Unterschiede mehr feststellbar (III, vgl. Bahnen 7 und 8). Die mRNA Konzentration 

des C3 Gens dagegen wurde durch die siRNA Behandlung erhöht (I, vgl. Bahnen 1 

und 2, 3 und 4, 5 und 6, 7 und 8, 9 und 10, 11 und 12). Dabei lagen die C3 mRNA 
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Mengen der TAF-Iβ reduzierten Zellen zu allen Zeitpunkten, d. h. während der 

basalen und hormoninduzierten Expression, deutlich über denen der Kontrollzellen. 

Die Transkription von Lactoferrin war von der Reduktion der TAF-Iβ Expression zu 

keinem Zeitpunkt beeinflusst (Abb. 23, III).  

 
Abb. 23: Die Reduktion der Proteinmenge von TAF-I wirkt sich negativ auf die pS2 und positiv auf 
die C3 Transkription aus.  
RT-PCR. Gehungerte MCF-7 Zellen wurden mit siRNA gegen GFP (Bahnen 1, 3, 5, 7, 9 und 11) bzw. 
gegen TAF-I (Bahnen 2, 4, 6, 8, 10 und 12) transfiziert und für die angegebene Zeit mit 200 nM 
Estradiol (E2) induziert. Mit spezifischen Primern wurden die mRNA Konzentrationen der rechts 
aufgeführten Gene in der RT-PCR analysiert. GAPDH diente als Standard. 
 

4.3.4 Folgen der Behandlung mit TSA für die Induzierbarkeit von 
Estrogenrezeptor Zielgenen 

Die Behandlung mit TSA führt zu einer Hyperacetylierung der Histon H4-Schwänze 

am pS2 Promotor (s. Abb. 18). Wie in Abb. 19 gezeigt, wirkt sich diese 

Hyperacetylierung negativ auf die basale Transkription und die Induzierbarkeit des 

pS2 Gens aus. Um den Effekt der Hyperacetylierung auf das C3 und Lactoferrin Gen 

zu untersuchen, wurden gehungerte Zellen mit TSA behandelt und nach zwei 

Stunden zusätzlich mit Estradiol induziert (Abb. 24). Dabei wurde TSA für maximal 

6 Stunden mit den Zellen inkubiert, um die in Abb. 17B untersuchten Effekte von 

TSA auf die Expression des Estrogenrezeptors zu vermeiden. Die Transkription des 

pS2 Gens wurde durch die TSA Behandlung fast vollständig inhibiert (III, Bahnen 2, 
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4, 6, 8, 10 und 12; s. auch Abb. 14). Auch die Induktion der Transkription von 

Lactoferrin fand nicht mehr statt (II, vgl. Bahnen 9 und 10, 11 und 12). Das C3 Gen 

dagegen wurde durch TSA dereprimiert; eine Erhöhung der C3 mRNA 

Konzentration im Vergleich zu den Kontrollzellen war bereits im uninduzierten 

Zustand festzustellen (I, vgl. Bahnen 1 und 2). Durch die Zugabe von Estradiol 

wurde die mRNA Konzentration in den TSA behandelten Zellen nicht wesentlich 

erhöht (I, Bahnen 2, 4, 6, 8, 10 und 12). Die mRNA Konzentration der 

Kontrollzellen war 4 Stunden nach der Induktion gleich mit der Konzentration der 

TSA behandelten Zellen (I, vgl. Bahnen 11 und 12).  

 
Abb. 24: TSA hat auf die Transkription des C3 Gens eine aktivierende Wirkung, während die 
Transkription der pS2 und Lactoferrin Gene inhibiert wird. 
RT-PCR. Gehungerte MCF-7 Zellen wurden für 4 Stunden mit 500 nM TSA (Bahnen 2, 4, 6, 8, 10 
und 12) bzw. DMSO (Bahnen 1, 3, 5, 7, 9 und 11) inkubiert und mit 200 nM Estradiol (E2) für die 
angegebene Zeit induziert. Mit spezifischen Primern wurden die mRNA Konzentrationen der rechts 
aufgeführten Gene in der RT-PCR analysiert. GAPDH diente als Standard. 
 

Zusammenfassend ergaben die Untersuchungen von verschiedenen bereits 

beschriebenen Estrogen abhängigen Genen, dass nur C3, Lactoferrin und pS2 in dem 

verwendeten Zellsystem und unter den verwendeten experimentellen Bedingungen 

durch Estradiol induzierbar waren. Davon war die Transkription von pS2 früh 

(bereits nach 15 Minuten), die von Lactoferrin etwas später (ab einer Stunde) und 

die von C3 spät (nach 4 Stunden) detektierbar. Aus dieser Gruppe zeigten sich die 

pS2 und Lactoferrin Expression als PRMT1-abhängig. In beiden Fällen war auch ein 

negativer Einfluss nach Behandlung mit TSA zu beobachten. Die Reduktion von 
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TAF-Iβ beeinflusste allerdings nur die Transkription des pS2 Gens negativ. Auf die 

Transkription des Lactoferrin Gens hatte die Transfektion siTAF-I keine 

Auswirkungen. Im Gegensatz dazu verhielt sich die C3 Expression PRMT1 

unabhängig. Die Inkubation mit TSA und die Transfektion von siTAF-I hatten an 

diesem Gen eine derepremierende Wirkung.  

4.4 Suche nach Interaktionspartnern von PRMT1 und PRMT4 

Die Rekrutierung von PRMT1 und anderen, in die Transkriptionsregulation 

eingreifenden, PRMTs an den jeweiligen Promotor verläuft u. a. über p160 

Coaktivatoren. Es liegt die Vermutung nahe, dass PRMTs, ähnlich wie andere 

Histon modifizierende Enzyme, in der Lage sind, Multiproteinkomplexe zu bilden. 

Um diese Frage zu untersuchen und die Zusammensetzung und Funktion solcher 

Multiproteinkomplexe aufzuklären, sollten PRMT-haltige Komplexe mittels diverser 

chromatographischer Methoden gereinigt werden. 

4.4.1 Identifizierung von Interaktionspartnern mittels GST-Pulldown 

Zunächst wurde mit bakteriell exprimierten GST-Fusionsproteinen gearbeitet (s. 

3.3.20). GST-PRMT1 wurde mit Kernextrakten aus HEK293 Zellen inkubiert und 

die gebundenen Proteine mit 250 und 500 mM Salz eluiert (3.3.23). Die Proteine 

wurden über ein SDS-Gel aufgetrennt und potentielle neue Interaktionspartner 

mittels MALDI-TOF analysiert. Abb. 25 zeigt ein colloidal Coomassie gefärbtes Gel. 

Zur Detektion unspezifischer Bindungen wurden jeweils an Glutathion gekoppeltes 

GST und GST-PRMT1 mit und ohne Kernextrakt inkubiert. Die in den Bahnen 1 – 3 

und 5 – 7 auftretenden Banden der mit GST interagierenden bzw. bakteriellen 

Proteine konnten somit von den eigentlichen Zielproteinen in den Bahnen 4 und 8 

als Hintergrundbanden definiert werden. Dennoch ergab die folgende MALDI TOF 

Analyse der mit Zahlen markierten Banden zwei bakterielle Proteine. Weiterhin 

wurde der translationale Elongationsfaktor 1γ, das Strukturprotein Myosin, ein 

Protein des endoplasmatischen Retikulums und Wnt-2b identifiziert (s. Tabelle 2). 

Zwei der Banden konnten nicht identifiziert werden. Das einzige im 
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Zusammenhang mit Transkriptionskontrolle stehende Protein dieser Liste war der 

„Set binding factor 1“ (Sbf1) (Bande 1). Dieses Protein bindet an die SET-Domäne, 

die katalytisch aktive Domäne der Lysinmethyltransferasen (Cui et al. 1998). 

Interaktionsstudien mit rekombinanten Fusionsproteinen konnten jedoch keine 

spezifische Bindung von Sbf1 an PRMT1 verifizieren (Daten nicht gezeigt). Daher 

wurde im Folgenden ein alternativer Ansatz zur Identifizierung von 

Interaktionspartnern gewählt. 

 
Abb. 25: Identifizierung von Interaktionspartnern von GST-PRMT1. 
Colloidale Coomassie Färbung. 30 mg Dignam-Kernextrakt aus HEK293 Zellen wurde mit GST-
PRMT1 Fusionsprotein (Bahnen 4 und 8) bzw. GST (Bahnen 3 und 7) inkubiert. Als Negativkontrolle 
wurden GST-PRMT1 und GST ohne Extrakte mit Puffer inkubiert (Bahnen 2 und 6 bzw. 1 und 5). 
Die gebundenen Proteine wurden mit 250 mM NaCl (Bahnen 1 – 4) und 500 mM NaCl (Bahnen 5 – 
8) eluiert, mittels SDS-PAGE aufgetrennt und Colloidal Coomassie gefärbt. Die nummerierten 
Proteinbanden wurden mit MALDI-TOF analysiert. 
 
 
 

 104



Ergebnisse 

Bande Identifiziertes Protein 

1 Set binding factor 1 (Sbf1) 

2 Wnt-2b 

3 Elongationsfaktor 1γ 

4 ERp29 

5 Myosin 

6 nicht identifiziert 
7 E. coli Chaperon 

8 E. coli Chaperon 

9 nicht identifiziert 
10 nicht identifiziert 
 
Tabelle 2: Ergebnis der MALDI-TOF Analyse der mit GST-PRMT1 interagierenden Proteine. 

 

4.4.2 Analyse der Komplexgrößen überexprimierter PRMTs in der 
Gelfiltration 

In diesem alternativen Ansatz sollten evtl. vorhandene PRMT-haltige Komplexe 

chromatographisch gereinigt werden, um anschließend ihre Zusammensetzung zu 

analysieren. Um eine erste Einschätzung des Vorliegens von verschiedenen PRMTs 

in hochmolekularen Komplexen geben zu können, wurden Myc-PRMT1, HA-

PRMT4, Myc-PRMT5 und Myc-PRMT6 in HEK293 Zellen transient überexprimiert 

und Kernextrakte präpariert. Vor dem Auftrag auf die Gelfiltrationssäulen wurden 

die Extrakte mit Benzonase behandelt, um Nukleinsäuren zu entfernen, die ein 

Aggregieren der Proteine und somit eine Elution im Ausschlussvolumen der Säule 

(V0) hervorrufen (s. 3.3.17 und 3.4.4). Ein Teil der gesammelten Gelfiltrations-

Fraktionen wurde über SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt und die Verteilung der 

Proteine über die Säule im Immunblot mit Antikörpern spezifisch für die jeweiligen 

Tags untersucht (s. Abb. 26). Der Vergleich mit Eichläufen mit Markerproteinen 

erlaubte eine ungefähre Bestimmung des Molekulargewichts der untersuchten 

Komplexe.  
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PRMT4 eluierte im Bereich von 200 – 500 kDa, PRMT1 zwischen 150 und 700 kDa, 

PRMT5 in mehreren Maxima vom Monomer bei 66 kDa bis zum 

Megadaltonkomplex im V0. Für PRMT6 war eine Elution im Monomerbereich 

nachweisbar.  

 
Abb. 26: Größenbestimmung überexpremierter PRMTs. 
Western Blot Analyse. HEK293 Zellen wurden mit Ca-Phosphat transient mit HA-PRMT4, Myc-
PRMT5, Myc-PRMT1 und Myc-PRMT6 Expressionskonstrukten transfiziert (s. Material). 300 – 600 
µg der Benzonase-behandelten Kernextrakte (s. 3.3.17) der Zellen (je 100 µl) wurden auf eine 
Superose 6-Gelfiltrationssäule (obere drei Abschnitte) bzw. Superdex 200 Säule (unterer Abschnitt) 
aufgetragen. 1 ml Fraktionen wurden gesammelt, 50 – 90 µl der Fraktionen auf SDS-Gele aufgetragen 
(Bahnen 2 – 21) und die Proteine auf eine PVDF-Membran transferiert. Die Membranen wurden mit 
HA-Antikörper (oberer Abschnitt) bzw. Myc-Antikörper (untere drei Abschnitte) analysiert. In Bahn 
1 wurden jeweils 50% der eingesetzten Extrakte aufgetragen. 

 

Die Vielzahl von Komplexen, die sich aus dem Größenprofil von PRMT5 

abzeichnen, sowie die monomere Form von PRMT6 machen diese beiden Proteine 

zu ungeeigneten Kandidaten für eine Komplexisolierung. Daher wurde die folgende 

Aufreinigungsstrategie für endogenes PRMT1 und PRMT4 durchgeführt, da beide 

Proteine als Teil eines hochmolekularen Komplexes von der Gelfiltrationssäule 

eluieren. 
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4.4.3 Aufreinigung und Analyse des endogenen PRMT1 Komplexes 
aus HEK293 Zellen 

Zu Beginn der Aufreinigung wurde klassisch eine Phosphocellulose Säule, ein 

Kationentauscher mit immobilisierten Phosphatgruppen, verwendet (s. 3.4.2). Unter 

Berücksichtigung der Beladungskapaziät der Säule wurden Dignam-Kernextrakte (s. 

3.3.15) aus HEK293 Zellen mit 100 mM Kaliumchlorid (KCl) auf die Säule gegeben. 

Die Durchbruchsfraktion, Phosphocellulose A (PCA), enthält alle nicht an das 

Säulenmaterial bindenden Proteine. In einer schrittweisen Elution wurde 

nacheinander mit 350 mM, 600 mM und 1M KCl eluiert und die gesammelten 

Fraktionen analog zur PCA als PCB, PCC und PCD bezeichnet. Die in Abb. 27 

dargestellte Western Blot Analyse zeigt die Verteilung von PRMT1 in den 

Phosphocellulose-Fraktionen. Im Vergleich zum Auftrag, wird PRMT1 in der PCA-

Fraktion bei gleichen Proteinmengen stark angereichert (vgl. Bahnen 1 und 2). Die 

PCB- und PCC-Fraktionen enthalten nur noch geringe Mengen des Enzyms 

(Bahnen 3 und 4) und die PCD-Fraktion ist frei von PRMT1 (Bahn 5).  

 
Abb. 27: Der Hauptteil von PRMT1 bindet nicht an Phosphocellulose. 
Western Blot Analyse. Je 50 µg Dignam-Kernextrakt, PCA-, PCB-, PCC- und 20 µg PCD-Fraktion aus 
HEK293-Suspensionszellen wurden mit PRMT1 spezifischen Antikörpern im Immunblot analysiert. 
 

Da offensichtlich kaum eine Bindung von PRMT1 an das Phosphocellulosematerial 

erfolgte, wurde die PCA-Fraktion zur weiteren Reinigung auf eine DEAE-Säule, 

einen Anionentauscher, aufgetragen (s. 3.4.3). Wie die Western Blot Analyse der 

gesammelten Fraktionen in Abb. 28A zeigt, eluierte PRMT1 innerhalb eines 

Gradienten von 190 mM bis 330 mM Natriumchlorid (NaCl) von der Säule (Bahnen 

5 – 10). Als Positivkontrolle zeigt Bahn 1 einen Teil des Auftrags aus der PCA-

Fraktion.  

 107



Ergebnisse 

Eine Silberfärbung (s. 3.3.6) von 80% der Fraktionen zeigte, dass noch immer sehr 

viele Proteine in den Fraktionen enthalten waren und keine Bande korrelierend mit 

dem Molekulargewicht von PRMT1 von 40 kDa und dem Western Blot Profil 

identifiziert werden konnte (Abb. 28B). 

 

A 

 

  

B 

Abb. 28: PRMT1 eluiert mit 190 mM bis 330 mM NaCl von einer DEAE-Fractogel Säule. 
A: Western Blot Analyse. Auf eine DEAE-Fractogel-Säule aufgetragene PCA-Fraktion (Bahn 1) 
wurde mit einem NaCl-Gradienten eluiert und 1 ml-Fraktionen gesammelt. Je 50 µl der Fraktionen 
wurden im Immunblot mit einem PRMT1-Antikörper analysiert (Bahnen 2 – 11). 
B: Silberfärbung. 800 µl der Fraktionen des Gradienten aus A wurden mit je 20 µl Strataclean-ResinTM 
eingeengt und auf einem 10%igen SDS-Gel aufgetrennt. 
Über den Fraktionen sind die jeweiligen NaCl-Konzentrationen des Gradienten angegeben. 
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Das Elutionsprofil von PRMT1 von der DEAE-Säule ließ vermuten, dass PRMT1 mit 

mehr als einem Konzentrationsmaximum eluiert und dass sich zwei Einzelmaxima 

(Bahnen 6 und 9) überlagern.  

  

A 

      

B 

Abb. 29: PRMT1 eluiert in zwei Maxima von einer MonoQ Säule. 
A: Western Blot Analyse. Die PRMT1-enthaltenden Fraktionen der DEAE-Fractogel-Säule (s. Abb. 
24) wurden vereinigt, auf 100 mM NaCl-Konzentration verdünnt und auf eine MonoQ-Säule 
aufgetragen (Bahn 1). Über einen Gradienten wurde PRMT1 von der Säule eluiert und in 1 ml 
Fraktionen gesammelt. Je 50 µl dieser Fraktionen wurden mit einem PRMT1-Antikörper im 
Immunblot analysiert.  
B: Silberfärbung. 800 µl der Fraktionen des Gradienten aus A wurden mit je 20 µl Strataclean-ResinTM 
eingeengt (s. Methoden 3.3.2) und auf einem 10%igen SDS-Gel aufgetrennt. 
Über den Fraktionen sind die jeweiligen NaCl-Konzentrationen des Gradienten angegeben. 
 

Um eine feinere Auftrennung der potentiellen Einzelmaxima und eine weitere 

Reinigung des Komplexes zu erzielen, wurde der PRMT1-Elutionsbereich nach der 
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DEAE-Säule vereinigt, auf 100 mM NaCl verdünnt und auf eine MonoQ-Säule 

aufgetragen (s. 3.4.3). Diese Säule ist ebenfalls ein Anionentauscher, hat jedoch 

wegen der im Vergleich zum DEAE-Material einheitlicheren und kleineren 

Trägermaterialgröße ein höheres Auflösungsvermögen. Die nach einer 

Gradientelution gesammelten Fraktionen wurden im Western Blot auf ihren 

PRMT1-Gehalt hin analysiert (Abb. 29A). Hier zeigte sich deutlich, dass das Enzym 

tatsächlich in zwei Elutionsmaxima, nämlich bei ca. 360 mM und bei ca. 420 mM 

von der MonoQ-Säule eluiert (Bahnen 9 und 14). Diese Maxima wurden nach ihrem 

Salzgehalt als PRMT1low  und PRMT1high bezeichnet.  

Die Silberfärbung der im SDS-Gel aufgetrennten Fraktionen (Abb. 29B) zeigte im 

Vergleich zu den DEAE-Fraktionen bereits einen deutlichen Reinigungseffekt. Da 

jedoch im analytischen Maßstab gearbeitet wurde, konnte auch hier keine mit dem 

Western Blot Profil übereinstimmende Bande von 40 kDa identifiziert werden, die 

PRMT1 entsprechen könnte. 

 
Abb. 30: Größenanalyse der beiden Elutionsmaxima von PRMT1 nach einer MonoQ Säule. 
Western Blot Analyse. Je 100 µl der beiden Elutionsmaxima von PRMT1 nach MonoQ-
Chromatographie (Bahn 1; vgl. Bahnen 9 und 14 der Abb. 25) wurden auf eine Superose6-
Gelfiltrationssäule aufgetragen und 500 µl Fraktionen gesammelt. Je 50 µl dieser Fraktionen wurden 
mit einem PRMT1-Antikörper im Immunblot analysiert. 
 

Um zu überprüfen, ob die beiden Elutionsmaxima PRMT1-Komplexe 

unterschiedlicher Größe enthalten und ob die Größe der endogenen Komplexe der 

Komplexe mit überexprimiertem PRMT1 entspricht, wurden jeweils Proben aus den 

Maxima (Abb. 29A, Bahnen 9 und 14) auf eine Superose 6 Gelfiltrationssäule 
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aufgetragen und die Fraktionen im Western Blot mit PRMT1 spezifischen 

Antikörpern analysiert (Abb. 30). Die Größenbestimmung zeigte, dass das als 

PRMT1low bezeichnete Maximum bei ca. 400 – 600 kDa, das als PRMT1high 

bezeichnete Maximum von ca. 500 – 1000 kDa von der Säule eluierte.  

4.4.4 Aufreinigung und Analyse des endogenen PRMT4 Komplexes 
aus HEK293 Zellen 

Ein ähnliches Reinigungsschema wurde auch für PRMT4 etabliert. Auch hier zeigte 

eine Analyse der Phosphocellulose-Fraktionen, dass PRMT4 in der PCA-Fraktion 

eluiert (Abb. 31). Hier war der Anteil von PRMT4 im nukleären Extrakt so gering, 

dass er unterhalb der Nachweisgrenze für die Immunfärbung lag (Bahn 1) und erst 

durch die Anreicherung in der PCA-Fraktion detektierbar war (Bahn 2). In den 

Fraktionen PCB, PCC und PCD war PRMT4 nicht nachweisbar. 

 

 
Abb. 31: PRMT4 bindet nicht an Phosphocellulose. 
Western Blot Analyse. Je 50 µg Kernextrakt, PCA-, PCB-, PCC- und 20 µg PCD-Fraktion aus HEK-
Suspensionszellen wurden mit PRMT1 spezifischen Antikörpern im Immunblot analysiert. 

 

Da in einem ersten Testlauf eine sehr schwache Bindung von PRMT4 an das DEAE-

Material beobachtet werden konnte (Daten nicht gezeigt), wurde die PCA-Fraktion 

vor dem Auftrag auf die DEAE-Säule auf 50 mM NaCl verdünnt. Die Fraktionen 

einer Gradientelution wurden im Western Blot analysiert (Abb. 32). PRMT4 

eluierte mit einer Salzstärke von 80 – 120 mM von der Säule (Bahnen 5 – 8). In Bahn 

1 ist einen Teil der verdünnten PCA-Fraktion als Inputkontrolle aufgetragen. 
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Abb. 32: PRMT4 eluiert mit 90 – 110 mM NaCl von einer DEAE-Fractogel Säule. 
Western Blot Analyse. Auf eine DEAE-Fractogel-Säule aufgetragene PCA-Fraktion (Bahn 1) wurde 
mit einem NaCl-Gradienten eluiert und 1 ml-Fraktionen gesammelt. Je 50 µl der Fraktionen wurden 
im Immunblot mit einem PRMT4-Antikörper analysiert (Bahnen 2 – 10). 
 

Um einen besseren Reinigungseffekt zu erzielen, wurden die PRMT4 enthaltenden 

Fraktionen der DEAE-Säule (Abb. 32, Bahnen 6 und 7) vereinigt, erneut auf 50 mM 

NaCl verdünnt und auf eine MonoQ-Säule aufgetragen. In der Western Blot Analyse 

konnte eine Elution von der Säule bei 140 mM beobachtet werden (Abb. 33A). Die 

Silberfärbung der Fraktionen des MonoQ-Gradienten zeigte, dass bereits eine gute 

spezifische Anreicherung von PRMT4 erzielt wurde (Abb. 33B). Besonders die 

PRMT4 enthaltende Fraktion (Abb. 33B, Bahn 3) enthielt im Vergleich zu den 

Fraktionen mit höheren Salzstärken weniger Protein (vgl. Bahn 3 mit 4 – 7). Eine 

potentielle PRMT4 Bande zwischen 60 und 70 kDa konnte in Bahn 3 detektiert 

werden (Bahn 3, Stern). Eine genaue Bestimmung kann jedoch nur mittels MALDI-

TOF Analyse erfolgen. 
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A 

 

B 

Abb. 33: PRMT4 eluiert mit 140 mM NaCl von einer MonoQ Säule. 
A: Western Blot Analyse. Die PRMT4-enthaltenden Fraktionen der DEAE-Fractogel-Säule (s. Abb. 
24) wurden vereinigt, auf 50 mM NaCl-Konzentration verdünnt und auf eine MonoQ-Säule 
aufgetragen (Bahn 1). Über einen Gradienten wurde PRMT4 von der Säule eluiert und in 1 ml 
Fraktionen gesammelt. Je 50 µl dieser Fraktionen wurden mit einem PRMT4-Antikörper im 
Immunblot analysiert (Bahnen 2 – 7).  
B: Silberfärbung. 800 µl der Fraktionen des Gradienten aus A wurden mit je 20 µl Strataclean-ResinTM 
eingeengt und auf einem 10%igen SDS-Gel aufgetrennt (Bahnen 1 – 7). 
Über den Fraktionen sind die jeweiligen NaCl-Konzentrationen des Gradienten angegeben. 
 

Um die Größe dieses von der MonoQ-Säule eluierten PRMT4-Komplexes zu 

bestimmen, wurden 100 µl der PRMT4 enthaltenden Fraktion auf eine Superose 6 

Gelfiltrationssäule aufgetragen und die Fraktionen mittels Western Blot auf ihren 

PRMT4-Gehalt untersucht. Dabei konnte eine Größe von ca. 500 kDa bestimmt 

werden (s. Abb. 34, Bahn 11), was mit der Komplexgröße aus der Analyse der 

Extrakte mit überexprimiertem HA-PRMT4 korreliert (vgl. Abb. 26).  
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Abb. 34: Größenanalyse von PRMT4 nach der Reinigung über eine MonoQ Säule. 
Western Blot Analyse. 100 µl des Elutionsmaximums von PRMT4 nach MonoQ-Chromatographie 
(Bahn 1; vgl. Bahn 3 der Abb. 28) wurden auf eine Superose6-Gelfiltrationssäule aufgetragen und 500 
µl Fraktionen gesammelt. Je 50 µl dieser Fraktionen wurden mit einem PRMT4-Antikörper im 
Immunblot analysiert (Bahnen 2 – 15). 
 

Um zu überprüfen, ob sowohl PRMT1 in den beiden Elutionsmaxima, als auch 

PRMT4 nach der DEAE-Säule noch katalytisch aktiv sind, wurde ein Teil der 

Maximumfraktionen in eine in vitro Methylierungs-Reaktion (s. 3.3.22) mit einem 

GST-GAR-Fusionsprotein (Glycin Arginin reich) (Abb. 35, Bahnen 2, 5 und 8) und 

Histonen (Bahnen 1, 4 und 7) als Substrate (s. Einleitung) eingesetzt. Zur Kontrolle 

wurden die Fraktionen ohne zusätzliches Substrat mit 14C-SAM inkubiert (Bahnen 3, 

6 und 9). Nach der Autoradiographie konnte eine Methylierung von GAR durch 

PRMT1low und PRMT1high gezeigt werden (Bahnen 2 und 5). Diese beiden 

Fraktionen methylierten auch bevorzugt Histon H4 (Bahnen 1 und 4). In den 

Fraktionen sind wahrscheinlich ebenfalls weitere Methyltransferasen und 

zusätzliche endogene Substrate enthalten, was zu einem Bandenmuster in den 

Fraktionen ohne Substrat (Bahnen 3 und 6) bzw. zu einer Methylierung von 

weiteren Histonen außer H4 führt (Bahnen 1 und 4). Da GAR kein Substrat von 

PRMT4 ist, wurde auch keine Methylierung des Proteins beobachtet (Bahn 8). Im 

Gegensatz zu den PRMT1-Fraktionen wird von PRMT4 bevorzugt Histon H3 

methyliert (Bahn 7). Die Inkubation der PRMT4-Fraktion ohne Substrat mit 14C-

SAM zeigte im Vergleich zu den PRMT1-Fraktionen einen weitaus geringeren 

Hintergrund (vgl. Bahnen 3 und 6 mit Bahn 9).   
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Abb. 35: PRMT1 und PRMT4 sind nach der Reinigung über eine DEAE-Fractogel Säule katalytisch 
aktiv. 
Autoradiographie. Methyltransferase-Aktivitätstest. Je 30 µl der Elutionsmaxima von PRMT1 
(Bahnen 1 – 6) und PRMT4 (Bahnen 7 -9) nach DEAE-Fractogel (vgl. Bahnen 6 und 9 Abb. 24 bzw. 
Bahn 6 Abb. 27) wurden auf 150 mM NaCl verdünnt und mit 1 µg rekombinanten Histonen (Bahnen 
1, 4 und 7), 1 µl rekombinantem GAR (Bahnen 2, 5 und 8) bzw. ohne Substrat (Bahnen 3, 6 und 9) 
und mit 14C-SAM inkbubiert (s. Material und Methoden). Nach der Auftrennung über ein 15%iges 
SDS-Gel wurden die Proteine auf eine PVDF-Membran transferiert und ein Röntgenfilm über Nacht 
exponiert. 

 

Das in Abb. 36 dargestellte Reinigungsschema soll die bisherige Strategie für die 

Isolierung von endogenen Komplexen mit PRMT1 und PRMT4 veranschaulichen. 

Die hier dargestellten chromatographischen Ergebnisse wurden im analytischen 

Maßstab erzielt. Für die weitere Reinigung wurde im Batch-Verfahren bereits die 

Bindung an Histon-Agarose und Heparin-Fractogel getestet. PRMT1 interagierte mit 

Histon-Agarose, jedoch nicht mit Heparin-Fractogel. Ein erster Auftrag von PRMT1 

auf eine Histon-Agarose Säule zeigte jedoch ein Verteilen der PRMT1 über den 

gesamten gewählten Gradienten. PRMT4 interagierte im Batch-Verfahren nicht mit 

der Histon-Agarose aber bei 50 mM NaCl mit dem Heparin-Fractogel (Daten nicht 

gezeigt). 
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Abb. 36: Reinigungsschema für PRMT1 und PRMT4.  
Die angegebenen Molaritäten beziehen sich auf die NaCl-Konzentration im Laufpuffer. 
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5 Diskussion 

Die Mitglieder der Protein Arginin Methyltransferasen (PRMT) katalysieren die 

Mono- und Dimethylierung von Argininen. Zu den Substraten der PRMTs 1, 4 und 

5 zählen die Histone H3, H4 und H2A (Chen et al. 1999; Branscombe et al. 2001; 

Strahl et al. 2001; Fabbrizio et al. 2002; Pal et al. 2004). Damit nehmen sie am so 

genannten Histoncode teil (s. 1.3). Dieser besagt, dass Modifikationen der Histone – 

einzeln oder in Kombinationen - den Verpackungsstatus der DNA verändern, so 

dass der Locus aktiv oder inaktiv ist. Viele Studien entschlüsseln neue Aspekte dieses 

transkriptionellen Regulationsmechanismus und decken eine immer größere 

Komplexität des Histoncodes auf (Margueron et al. 2005).  

5.1 Die Rolle der Arginin 3 Methylierung im Histoncode 

PRMT1 katalysiert die asymmetrische Dimethylierung am Arginin 3 des Histons H4. 

Diese Methylierung wurde bereits mehrfach in vivo nachgewiesen: am GADD45 

Promotor (An et al. 2004), dem β-Globin Locus (Huang et al. 2005), dem pS2 Gen 

(Metivier et al. 2003) und regulatorischen Elementen des Transglutaminase Typ2 

(TGM2) Gens (Balint et al. 2005). Die Modifikation spielt hierbei immer eine Rolle 

bei der Aktivierung des jeweiligen Promotors. Der genaue Mechanismus der Arginin 

3 Methylierung bei der Aktivierung dieser Promotoren ist jedoch noch nicht 

bekannt.  

5.1.1 Suche nach differentiell bindenden Proteinen 

Um Einblicke in die Rolle der Arginin 3 Methylierung zu erhalten, wurden die 

Aminosäuren 1 – 15 des Histons H4 unmodifiziert bzw. mit einer asymmetrischen 

Dimethylierung am Arginin 3 synthetisiert (s. Ergebnisse, Abb. 1) und mit 

Kernextrakten inkubiert, um differentiell bindende Proteine zu identifizieren. 

Mittels MALDI TOF Analyse wurde das Protein TAF-I („template activating factor 

I“) identifiziert (s. Ergebnisse, Abb. 3), dessen Spleißvarianten TAF-Iα und TAF-Iβ 

zusammen mit pp32 den INHAT („Inhibitor of acetylation“)-Komplex bilden (Seo et 
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al. 2001), welcher die Acetylierung von Histonenden (Seo et al. 2001) verhindert. In 

verschiedenen in vitro Experimenten konnte bestätigt werden, dass TAF-Iα und 

TAF-Iβ nur mit unmodifizierten H4 Peptiden interagieren (s. Ergebnisse, Abb. 4 – 

6). Somit wäre ein denkbarer Mechanismus der Aktivierung eines Promotors durch 

PRMT1, dass der INHAT-Komplex aufgrund der Arginin 3 Methylierung den 

Promotor verlässt und damit eine Acetylierung der Histone und nachfolgende 

Transkription stattfinden kann. Um diese Theorie zu überprüfen, wurde ein 

geeignetes Modellgen benötigt. Hier bot sich das Estrogen induzierbare pS2 Gen an, 

da für TAF-Iα und β eine Assoziation mit dem Estrogenrezeptor nachgewiesen 

werden konnte (Loven et al. 2004). Außerdem findet auch eine Arginin 3 

Methylierung an diesem Promotor statt (Metivier et al. 2003).  

5.1.2 Die Funktion von TAF-Iβ am pS2 Gen 

Dass PRMT1 zum pS2 Promotor rekrutiert wird und eine Arginin 3 Methylierung 

stattfindet, war bereits gezeigt (Metivier et al. 2003). Es bestand jedoch die 

Möglichkeit, dass PRMT1 und die katalysierte Modifikation Redundanzen zu den 

zahlreichen weiteren Cofaktoren am pS2 Promotor zeigt. In der vorliegenden Arbeit 

konnte mit Hilfe von RNA Interferenz ein negativer Einfluss durch die Reduktion 

von PRMT1 auf die Induzierbarkeit des pS2 Gens gezeigt werden (s. Ergebnisse, 

Abb. 7), womit eindeutig die Abhängigkeit einer effizienten Transkription des Gens 

von PRMT1 in vivo bewiesen wurde. 

Kutney et al. zeigten 2004, dass überexprimiertes TAF-Iβ an den nicht induzierten 

Promotor des Estrogen abhängigen Gens EB1 bindet und diese Bindung durch 

Induktion des Gens verloren geht. Daraus leiteten die Autoren eine repressorische 

Funktion für TAF-Iβ ab (Kutney et al. 2004). In der vorliegenden Arbeit wurde 

mittels ChIP Analysen zum ersten Mal eine Interaktion des endogenen TAF-Iβ mit 

dem uninduzierten pS2 Promotor gezeigt. Auch diese Bindung wurde durch die 

Induktion der Transkription aufgehoben (s. Ergebnisse, Abb. 9). Eine Reduktion von 

TAF-Iβ mit siRNA zeigte jedoch, dass der Verlust des Proteins nicht zu einer 

Derepression des pS2 Gens führt, sondern im Gegenteil eine klare Abhängigkeit der 
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effizienten Transkription des pS2 Gens von TAF-Iβ zu beobachten war (s. 

Ergebnisse, Abb. 12). Der gegenteilige Effekt konnte bei der Überexpression des 

Proteins gezeigt werden (s. Ergebnisse, Abb. 13), was eine unspezifische Wirkung 

der siRNA Transfektion unwahrscheinlich macht.  

Eine weitere bekannte Funktion von TAF-Iβ ist die Inhibition der Phosphatase 2A 

(Saito et al. 1999; Li et al. 1996). Der Estrogenrezeptor α kann durch die MAP-

Kinase an S118 phosphoryliert werden, was zu einer Aktivierung des Rezeptors 

führt (Kato et al. 1995). Dieser Phosphorylierung wird durch die Phosphatase 2A 

entgegengewirkt (Lu et al. 2003). Ein Verlust von TAF-Iβ hätte demnach eine 

höhere Aktivität der Phosphatase 2A und somit einen niedrigeren 

Phosphorylierungsstatus bzw. eine geringere Transaktivierung des 

Estrogenrezeptors zur Folge. Immunblot Analysen mit Phospho-Serin118 

spezifischen Antikörpern zeigten jedoch keine Änderungen des 

Phosphorylierungsstatus des Estrogenrezeptors bei veränderter TAF-Iβ Expression 

(s. Ergebnisse, Abb. 14). Somit konnte ausgeschlossen werden, dass der Effekt von 

TAF-Iβ auf die pS2 Transkription über diesen Mechanismus abläuft.  

Insgesamt waren diese Ergebnisse nicht mehr mit der bisherigen Vorstellung von 

TAF-Iβ als Repressor vereinbar. TAF-Iβ inhibiert die Acetylierung von Histonenden 

(Seo et al. 2001) und assoziiert mit Histon Deacetylasen (HDAC) (Kutney et al. 

2004). Dass die Reduktion von TAF-Iβ zu einer Hyperacetylierung des nicht 

induzierten pS2 Promotors führte, konnte mit ChIP Analysen demonstriert werden 

(s. Ergebnisse, Abb. 15). Die allgemeine Vorstellung war bisher, dass die 

Hyperacetylierung eines Promotors durch die Auflockerung des Chromatins zu 

einer Genaktivierung führt. Um die Hyperacetylierung nach der Reduktion von 

TAF-Iβ zu simulieren, wurden die verwendeten Zellen mit TSA behandelt. Trotz 

des Auftretens einer Hyperacetylierung am uninduzierten pS2 Promotor (s. 

Ergebnisse, Abb. 18) wurde die Transkription des pS2 Gens fast vollständig inhibiert 

(s. Ergebnisse, Abb. 19). 2004 wurde beschrieben, dass längere Inkubationen mit 

TSA die Transkription des Estrogenrezeptors α hemmt (Alao et al. 2004), was diese 
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Beobachtung erklären könnte. In der vorliegenden Arbeit wurde diese Wirkung von 

TSA auf die Transkription und Proteinkonzentration des Estrogenrezeptors 

untersucht und die Bedingungen für alle Experimente mit TSA so gewählt, dass kein 

repressorischer Einfluss auf die Expression des Estrogenrezeptors erfolgte (s. 

Ergebnisse, Abb. 17). Eine mögliche Erklärung für den negativen Einfluss der 

Reduktion von TAF-Iβ auf die pS2 Transkription liefern Studien über die Bedeutung 

der Reihenfolge von verschiedenen Modifikationen. Für die Arginin 3 Methylierung 

wurde in vitro an Peptiden gezeigt, dass die Affinität von PRMT1 zu 

unmodifizierten Peptiden sehr hoch, zu präacetylierten Peptiden dagegen sehr 

niedrig ist. Arginin 3 methylierte Peptide dagegen sind sehr gute Substrate für eine 

nachfolgende Acetylierung (Wang et al. 2001b). Weiterhin zeigten An et al. 2004 

mit Reportergenanalysen, dass am Promotor des p53 abhängigen GADD45 Gens die 

Reihenfolge der Zugabe von Cofaktoren entscheidend ist. Die Reihenfolge 

PRMT1 p300 PRMT4 führte zu der höchsten Aktivität des Reportergens (An et 

al. 2004). Am β-Globin Locus konnte der Verlust der Acetylierung durch Reduktion 

von PRMT1 mittels siRNA gezeigt werden (Huang et al. 2005). Die ChIP Analysen 

der zyklischen Rekrutierung von Proteinen an den pS2 Promotor bestätigten 

ebenfalls, dass PRMT1 eines der ersten der untersuchten Proteine war, die an den 

Promotor rekrutiert wurden (Metivier et al. 2003). Auch die Induktion der 

Differenzierung myeloider Zellen wird durch die Arginin 3 Methylierung des 

Histons H4 charakterisiert und dieser Vorgang wird ebenfalls durch eine frühzeitige 

Hyperacetylierung unterbunden (Balint et al. 2005). 

Demnach hätte TAF-Iβ am pS2 Promotor die Funktion, das H4 Histonende 

deacetyliert zu halten, damit die kurz nach der Induktion rekrutierte PRMT1 ein 

gutes Substrat vorfindet. Zur Bestätigung dieser Theorie wurden ChIP Analysen 

durchgeführt, die die Rekrutierung von PRMT1 und die Arginin 3 Methylierung 

nach Reduktion von TAF-Iβ bzw. Inkubation mit TSA untersuchen sollten. In 

beiden Fällen war eine Hyperacetylierung des uninduzierten Promotors 

festzustellen und in beiden Fällen war die Rekrutierung von PRMT1 bzw. die 
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Arginin 3 Methylierung des Histons H4 im Vergleich zu den Kontrollzellen nicht 

mehr nachweisbar (s. Ergebnisse, Abb. 15 und 20). Diese Ergebnisse bestätigen die 

Bedeutung der Reihenfolge der Rekrutierung von Coaktivatoren und der 

Modifikationen der Histone für eine effiziente Transkription in vivo. In der 

vorliegenden Arbeit wurden die Ereignisse vor der Arginin 3 Methylierung 

eingehend untersucht. TAF-Iβ hat hierbei eine wichtige Funktion in der 

Vorbereitung der korrekten Abläufe bei der Aktivierung des Promotors.  

5.1.2.1 Die Arginin 3 Methylierung ist nicht notwendig, um TAF-Iβ 

vom pS2 Promotor zu verdrängen 

Die in vitro Peptid-Bindungsstudien dieser Arbeit lassen vermuten, dass die Arginin 

3 Methylierung Auslöser für das Verlassen des pS2 Promotors von TAF-Iβ ist. ChIP 

Analysen zeigten jedoch keine verlängerte Assoziation von TAF-Iβ am pS2 

Promotor nach Behandlung der Zellen mit siRNA gegen PRMT1 (s. Ergebnisse, Abb. 

11). Offensichtlich spielt die Arginin 3 Methylierung für die Bindung von TAF-Iβ an 

den pS2 Promotor nicht die Schlüsselrolle wie es die Versuche mit den Peptiden 

erwarten ließen. Diese Beobachtungen könnten durch zwei Hypothesen erklärt 

werden:  

1) Ein Ereignis, das noch früher als die Arginin 3 Methylierung auftritt, könnte 

ebenfalls zu einer Dissoziation des Proteins vom Promotor führen. Der Verlust der 

Bindung von TAF-Iβ und damit das Freiwerden des Histons könnte sogar eine 

Voraussetzung für eine effiziente Rekrutierung und Modifikation des Histons H4 

von PRMT1 sein. Ein früheres Ereignis, was für den Verlust von TAF-Iβ 

verantwortlich ist, könnte z. B. die Konformationsänderung des Estrogenrezeptors α 

nach der Bindung des Liganden sein. Denn wie bereits von Kim et al. 2000 am pS2 

Gen gezeigt, ist auch der nicht Ligand gebundene Rezeptor in der Lage, an das ERE 

zu binden (Kim et al. 2000). Weiterhin wurde eine Interaktion von TAF-Iβ mit dem 

nicht Ligand gebundenen Estrogenrezeptor beschrieben (Loven et al. 2004). Die 

Lage des EREs am Rand eines Nukleosoms und die räumliche Anordnung der 

Nukleosomen am pS2 Promotor (s. Einleitung, Abb. 4), könnten die 
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Voraussetzungen für eine Interaktion von TAF-Iβ sowohl mit den Estrogenrezeptor 

als auch mit dem Histon H4 schaffen.  

2) Der Zeitpunkt des Auftretens der Modifikation könnte entscheidend sein. In vitro 

verhindert eine bereits bestehende Arginin 3 Methylierung die Bindung von TAF-

Iβ, während in vivo diese Methylierung ein bereits gebundenes Protein von den 

Histonen entfernen soll. Es ist denkbar, dass die Bindung von TAF-Iβ durch die 

Arginin 3 Methylierung erst bei der Inaktivierung des Gens verhindert wird. 

Zusammenfassend ergeben sich aus den beiden genannten Erklärungsmodellen zwei 

Fragestellungen. Zu 1): Ist PRMT1 in der Lage, trotz gebundenem TAF-Iβ das Histon 

H4 zu modifizieren? Zu 2): Kann die Arginin 3 Methylierung bereits an Histon H4 

gebundenes TAF-Iβ vom Peptid verdrängen? Diese Fragen könnten mittels in vitro 

Methylierungsstudien unter Verwendung von Histon H4 Peptiden beantwortet 

werden. Kutney et al. führten 2004 ebenfalls Bindungsstudien von TAF-Iβ mit H4 

Peptiden durch und zeigten, dass eine Acetylierung der Peptide die Bindung des 

Proteins verhinderte (Kutney et al. 2004). Auch in dieser Studie wurde nicht 

untersucht, ob bereits assoziiertes TAF-Iβ durch eine Acetylierung verdrängt 

werden kann. Im Rahmen dieser Arbeit konnte auch diese in vi ro Beobachtung von 

Kutney et al. in vivo nicht bestätigt werden. ChIP Analysen zeigten eine Assoziation 

von TAF-Iβ trotz TSA Behandlung mit dem hyperacetylierten, uninduzierten 

Promotor (s. Ergebnisse, Abb. 20). Allerdings wurde für den Nachweis der 

Acetylierung ein Antikörper verwendet, der nicht zwischen den vier bekannten 

acetylierten Lysinen 5, 8, 12 und 16 unterscheidet. Es kann daher nicht 

ausgeschlossen werden, dass eine bestimmte Kombination der Acetylierung von H4, 

die nicht durch TSA simuliert wird, TAF-Iβ vom Promotor verdrängt.  

t

5.1.2.2 Eine Hyperacetylierung durch TSA führt nicht zur Aktivierung 

des pS2 Gen Promotors 

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die alleinige 

Hyperacetylierung des Promotors durch TSA oder die Reduktion der TAF-Iβ 

Proteinmenge nicht zu einer Aktivierung der Transkription führt. Daraus lassen sich 

 122



Diskussion 

zwei Schlüsse ziehen. Einmal könnte die Acetylierung bestimmter Lysine oder einer 

speziellen Kombination notwendig für eine erfolgreiche Induktion der 

Transkription sein, welche nicht durch die Behandlung mit TSA oder die Reduktion 

von TAF-Iβ hervorgerufen wird. Zum anderen könnte die Kombination aus Arginin 

3 Methylierung und Acetylierung oder die Arginin 3 Methylierung alleine 

bestimmte, für die Transkription essentielle Proteine rekrutieren, die an einen 

lediglich hyperacetylierten Promotor nicht binden.  

Die unterschiedliche Reaktion von Promotoren auf eine Hyperacetylierung könnte 

auf dem Mechanismus der Aktivierung eines Gens beruhen. So könnte die 

Hyperacetylierung unterschiedliche Funktionen erfüllen. An vielen Promotoren 

führt eine Hyperacetylierung zunächst zu einer Auflockerung der 

Chromatinstruktur und einem Verschieben der Nukleosomen. Erst dadurch werden 

spezifische DNA Sequenzen zugänglich, die von bestimmten Transkriptionsfaktoren 

erkannt werden, was der kritische Schritt in der Aktivierung dieser Gene ist 

(Workman and Kingston 1998). Im Gegensatz dazu wurde für den Promotor des pS2 

Gens gezeigt, dass sich die dort positionierten Nukleosomen nach der Induktion 

nicht bzw. nur leicht verschieben (Sewack and Hansen 1997; Metivier et al. 2003). 

Daraus könnte geschlossen werden, dass sich die Ereignisse, die zu einer 

Aktivierung des pS2 Gens führen von denen anderer Promotoren unterscheiden. 

Die Hyperacetylierung hätte also einmal die Funktion das Chromatin zu lockern 

und an anderen Promotoren, die Reihenfolge des Histoncodes zu beeinflussen. 

Somit wäre die Folge der Acetylierung der Histone vom Kontext und Mechanismus 

der Aktivierung eines bestimmten Promotors abhängig. Damit würde eine 

Hyperacetylierung nicht in jedem Fall für eine Aktivierung des Promotors 

ausreichen. An bestimmten Genen wären weitere Modifikationen, wie die Arginin 3 

Methylierung am pS2 Promotor, für eine effiziente Transkription essentiell. 
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5.1.2.3 Modell für die Funktion von TAF-Iβ am pS2 Promotor 

Das in Abb. 1 dargestellte Modell soll die Funktion von TAF-Iβ am pS2 Promotor 

verdeutlichen. 

 

normale Situation siTAF-Iβ bzw. TSA Behandlung 

Abb. 1: Modell für die Funktion von TAF-Iβ am pS2 Promotor. 
TAF-Iβ, zusammen mit HDACs sorgen für die Hypoacetylierung des Promotors (1). Nach der 
Induktion verlassen TAF-Iβ und HDACs den Promotor (2), was eine Bindung von PRMT1 und die 
Arginin 3 Methylierung von H4 erlaubt (3). Eine nachfolgende Acetylierung schafft die für die 
Bindung weiterer regulatorischer Proteine nötige Kombination aus Arginin 3 Methylierung und 
Acetylierung (4) und es kommt zur Transkription. Wird die Reihenfolge der Modifikationen durch 
Reduktion von TAF-Iβ bzw. TSA Behandlung unterbrochen, verhindert die verfrühte 
Hyperacetylierung (5) die Rekrutierung von PRMT1 (6) und damit die Arginin 3 Methylierung. Die 
Bindung weiterer regulatorischer Proteine ist gestört (7) und die Transkription findet nicht statt. 
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TAF-Iβ bindet ggf. gemeinsam mit HDACs an den uninduzierten pS2 Promotor und 

hält die Histonenden unmodifiziert. Dabei ist es nicht auszuschließen, dass sich die 

Bindung von TAF-Iβ nicht auf das Histon H4 beschränkt. Die Zugabe von Hormon 

führt zu einem Verlust der Bindung von TAF-Iβ und erlaubt die Rekrutierung von 

PRMT1 mit der damit verbundenen Arginin 3 Methylierung am Histon H4. Diese 

Modifikation begünstigt wiederum weitere Modifikationen, wie die Acetylierung 

von H4 und H3. Wahrscheinlich eine Kombination aus Arginin 3 Methylierung und 

der Acetylierung bestimmter Lysine wird von weiteren regulatorischen Proteinen 

erkannt, die essentiell für den weitern Ablauf bis hin zur Transkription des Gens 

sind. Die Reihenfolge der Modifikationen wird z. B. durch die Inhibition der 

HDACs oder der Reduktion von TAF-Iβ gestört. Die Acetylierung der Histone findet 

zu früh statt, PRMT1 ist nicht mehr in der Lage, das N-terminale Ende des Histons 

H4 als geeignetes Substrat zu verwenden. Das hat zur Folge, dass die von der 

Kombination Arginin 3 Methylierung/Acetylierung rekrutierten Proteine nicht 

mehr binden können. Insgesamt führt die Störung der Reihenfolge zu einer 

ineffizienten Transkription. 

5.1.3 Allgemeingültigkeit des Modells 

5.1.3.1 Untersuchung weiterer Estrogenrezeptor Zielgene 

Als Voraussetzung für die Untersuchung der Allgemeingültigkeit der 

Beobachtungen am pS2 Promotor wurde die Induzierbarkeit von 8 weiteren als 

Estrogen abhängig beschriebenen Genen (Klinge 2001) getestet. Es stellte sich 

heraus, dass lediglich bei zwei dieser Gene in dem in dieser Arbeit verwendeten 

Zellsystem eine Erhöhung der mRNA Konzentration nach der Zugabe von Estradiol 

auftrat (s. Ergebnisse, Abb. 21). Dass nur ein Viertel der untersuchten Gene die 

beschriebene Induzierbarkeit aufwies, könnte mehrere Ursachen haben. Zum einen 

könnte das verwendete Aktivkohle und Dextran behandelte Serum noch eine 

geringe Estrogenkonzentration enthalten, die für die Transkription einiger Gene 

 125



Diskussion 

ausreichend ist. Zum anderen existieren Subtypen von MCF-7 Zellen, die 

unterschiedlich gut mit Estradiol induzierbar sind (Villalobos et al. 1995). Die in der 

Literatur beschriebenen Experimente könnten folglich mit anderen als in dieser 

Arbeit verwendeten Subtypen durchgeführt worden sein. 

5.1.3.2 Induktionsverlauf der untersuchten Gene 

Die RT-PCR Analysen zeigten eine sehr kurze Induktionszeit (ca. 15 Minuten) für 

pS2, eine mittlere Induktionszeit (ca. eine Stunde) für Lactoferrin und eine lange 

Induktionszeit (ca. 4 Stunden) für C3. Das lässt vermuten, dass die Mechanismen, 

die zu einer Transkription führen, an den Promotoren dieser Gene unterschiedlich 

sind. Es wäre z. B. denkbar, dass für die Transkription des pS2 Gens kein 

aufwendiges Verschieben der Nukleosomen stattfinden muss, da der Promotor stets 

in einem „wartenden“ Status vorliegt. Am C3 Gen dagegen könnten umfangreiche 

Umstrukturierungen der Nukleosomen nötig sein, bevor die Promotorregion für 

Transkriptionsfaktoren zugänglich ist. Die Unterschiede der Induktionszeiten 

könnte auch auf unterschiedliche Affinitäten des Estrogenrezeptors an das ERE des 

jeweiligen Promotors zurückzuführen sein. 

5.1.3.3 Wirkung von TSA auf pS2, Lactoferrin und C3 

Die unterschiedliche Reaktion der untersuchten Gene auf die Inkubation mit TSA 

unterstützt diese Hypothese. Auf das pS2 und das Lactoferrin Gen, die beide relativ 

früh induziert sind, hat TSA eine inhibitorische Wirkung. Die Transkription ist in 

beiden Fällen durch TSA völlig unterbunden. Die Transkription des C3 Gens 

dagegen wird bereits ohne Induktion mit Estradiol durch die TSA Behandlung 

dereprimiert und die mRNA Konzentration kann durch die Zugabe von Estradiol 

nicht weiter gesteigert werden (s. Ergebnisse, Abb. 24). Das spricht dafür, dass die 

Acetylierung am C3 Gen hauptsächlich für die Auflockerung und Zugänglichkeit 

des Chromatins im Promotorbereich verantwortlich ist und dass Folgeereignisse der 

Arginin 3 Methylierung, wie die Arginin 17 Methylierung des Histons H3, fehlen. 
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Im Gegensatz dazu, ist die Acetylierung am pS2 und Lactoferrin Gen Teil 

komplexerer Vorgänge. 

5.1.3.4 Abhängigkeit der induzierbaren Gene von PRMT1 und TAF-Iβ 

Die Hypothese, dass am pS2 und Lactoferrin Promotor andere Vorgänge bei der 

Aktivierung stattfinden als am C3 Promotor, wurde weiter untermauert durch die 

unterschiedliche Abhängigkeit dieser Gene von PRMT1. Die Reduktion von PRMT1 

hatte auf die Transkription von Lactoferrin und pS2 einen negativen Einfluss, wobei 

die Transkription von pS2 stärker als die von Lactoferrin beeinträchtigt war. Da die 

Konzentration der mRNA bei Lactoferrin etwas später als bei pS2 zunimmt, sind an 

diesem Promotor evtl. weitere Modifikationen von Bedeutung, die die Arginin 3 

Methylierung zu einem gewissen Maß kompensieren können. In der frühen Phase 

der Transkription (bis zu einer Stunde) ist allerdings eine klare Abhängigkeit der 

Transkription des Lactoferrin Gens von PRMT1 erkennbar (s. Ergebnisse, Abb. 22). 

Aus der unterschiedlichen Kinetik der Induktion von pS2 und Lactoferrin (frühe 

Induktion) zu C3 (späte Induktion) lässt sich evtl. ein Zusammenhang zwischen 

einer frühen Induktion und der Abhängigkeit von PRMT1 herstellen. 

Interessanterweise, war die Transkription des Lactoferrin Gens, im Gegensatz zu 

pS2, nicht von der Reduktion von TAF-Iβ betroffen. Da sich die TSA Behandlung 

jedoch negativ auf die Lactoferrin Transkription auswirkte, ist es wahrscheinlich, 

dass an diesem Promotor ein anderes, ebenfalls die Acetylierung verhinderndes 

Protein, den Platz von TAF-Iβ einnimmt. Ein Kandidat hierfür wäre z. B. das 

Protein PELP1, für das ebenfalls eine Bindung an Histone und damit verbunden eine 

Inhibition der Histonacetylierung gezeigt wurde (Choi et al. 2004). 

Die Transkription des C3 Gens war unabhängig von PRMT1 (s. Ergebnisse, Abb. 22). 

Die Reduktion von TAF-Iβ führte, analog zur Behandlung mit TSA, zu einer 

Aktivierung der Transkription (s. Ergebnisse, Abb. 23). Diese Beobachtung 

unterstützt die Theorie, dass alleine die Acetylierung am C3 Promotor für eine 

erfolgreiche Transkription ausreichend ist. 
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5.1.3.5 Eine duale Rolle für TAF-Iβ in der Transkriptionsregulation 

Auch für das oben genannte Protein PELP1 konnte sowohl eine aktivierende als 

auch eine repressorische Funktion an verschiedenen Promotoren gezeigt werden 

(Choi et al. 2004). Ein weiteres Beispiel für regulatorische Proteine mit dualer 

Funktion ist der Corepressor N-CoR, der auf Promotoren mit bestimmten 

Retinsäurerezeptor Bindeelementen aktivierend wirkt (Jepsen et al. 2000). So hat 

auch TAF-Iβ aktivierende und repressorische Funktionen an unterschiedlichen 

Promotoren. Telese et al. beschrieben 2004 eine Aktivierung des KAI1 Promotors 

durch TAF-Iβ (Telese et al. 2004a), Reportergenstudien dagegen zeigten eine 

Repression Hormonrezeptor abhängiger Transkription durch TAF-Iβ 

Überexpression (Loven et al. 2004). Die vorliegende Arbeit liefert ein weiteres 

Beispiel für die duale Funktion von TAF-Iβ in der Transkriptionskontrolle Estrogen 

abhängiger Gene. Die Mechanismen der Aktivierung der Transkription an Estrogen 

induzierbaren Promotoren unterscheiden sich untereinander derart, dass TAF-Iβ je 

nach Kontext eine aktivierende oder reprimierende Funktionen übernimmt. 

Ursächlich für diese Unterschiede könnte neben der Nukleosomenstruktur u. a. die 

hohe Variabilität der Sequenz des Estrogen responsiven Elements (ERE) in den 

jeweiligen Promotoren sein (Klinge 2001). Die Sequenzunterschiede führen zu 

variablen Konformationen des gebundenen Estrogenrezeptors und damit zur 

Rekrutierung eines Promotor spezifischen Sets regulatorischer Proteine (Schwabe et 

al. 1995).  

5.1.4 Rekrutierung von PRMT1 an den pS2 Promotor 

Der Mechanismus der Rekrutierung von PRMT1 an die Promotoren, an denen die 

Arginin 3 Methylierung stattfindet ist weitgehend unbekannt. Die Interaktion von 

PRMT1 und PRMT4 mit p160 Coaktivatoren (Chen et al. 1999; Koh et al. 2001) 

könnte an Hormonrezeptor regulierten Genen für die Rekrutierung verantwortlich 

sein. Metivier et al. zeigten jedoch 2003, dass SRC1 als Vertreter der p160 

Coaktivatoren erst ca. 20 Minuten nach PRMT1 am pS2 Promotor nachweisbar ist 

(Metivier et al. 2003). Daher bestehen Zweifel, ob die Rekrutierung von PRMT1 an 
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den pS2 Promotor allein über p160 Coaktivatoren abläuft. Am YY1-induzierten c-

myc Promotor ist das Protein Yin Yan 1 (YY1) für die Rekrutierung von PRMT1 

verantwortlich (Rezai-Zadeh et al. 2003). Interessanterweise hat auch der 

Transkriptionsfaktor YY1 eine duale Rolle in der Transkriptionsregulation (Shi et al. 

1997; Thomas and Seto 1999). So wurde z. B. beschrieben, das YY1 mit HDACs 

interagiert (Yang et al. 1996). Diese Parallelen zu TAF-Iβ und die Tatsache, dass 

durch die Behandlung mit siRNA gegen TAF-Iβ die Arginin 3 Methylierung nicht 

mehr auftritt und somit wahrscheinlich PRMT1 nicht mehr an den pS2 Promotor 

bindet (Abb. 15), legen eine Rolle von TAF-Iβ bei der Rekrutierung von PRMT1 an 

den pS2 Promotor nahe. Mittels Co-Immunpräzipitation konnte keine stabile 

Bindung der beiden Proteine gezeigt werden (s. Ergebnisse, Abb. 16). Damit ist 

jedoch nicht auszuschließen, dass eine Interaktion unter bestimmten 

Voraussetzungen möglich ist. Z. B. könnte die Gegenwart eines Nukleosoms für die 

Komplexbildung nötig sein. Oder eine Interaktion wird erst durch bestimmte 

Modifikationen der beiden Proteine, die nur nach einem speziellen Stimulus 

erfolgen, erlaubt.  

5.1.5 Offene Fragen 

Zusammenfassend bleibt demnach zu klären, wie die Rekrutierung von PRMT1 an 

den pS2 Promotor tatsächlich abläuft. Weiterhin ist unklar, welches Ereignis 

ausschlaggebend für die Dissoziation von TAF-Iβ vom Promotor ist. Um die 

Vorgänge zur Aktivierung der Transkription des pS2 Gens weiter zu untersuchen, ist 

die Identifizierung von Proteinen, die eine Kombination aus Arginin 3 

Methylierung und bestimmten acetylierten Lysinen am Histon H4 erkennen, von 

großer Bedeutung. Aus den im Rahmen dieser Arbeit vorgelegten Daten geht 

ebenfalls nicht hervor, welches Protein für die Vorbereitung der Transkription des 

Lactoferrin Gens verantwortlich ist, da dieses Gen TAF-Iβ unabhängig ist. 

Außerdem wäre die Suche nach weiteren PRMT1 abhängigen Estrogen 

induzierbaren Genen interessant, um die Gültigkeit des aufgestellten Modells weiter 

auszubauen. 
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5.2 Identifizierung neuer Interaktionspartner von PRMTs 

Auch wenn TAF-Iβ wahrscheinlich nicht an PRMT1 bindet, ist die Suche nach 

neuen Interaktionspartnern von PRMTs von großer Wichtigkeit. Viele Funktionen 

der PRMTs sind erst über die Identifizierung eines interagierenden Proteins bekannt 

geworden (s. 1.2.3). In der vorliegenden Arbeit wurden zwei Ansätze verfolgt, um 

neue Partner von PRMTs zu identifizieren. Für einen Ansatz wurden GST-PRMT-

Fusionsproteine mit Zellextrakten inkubiert (s. Ergebnisse, Abb. 25). Diese 

Vorgehensweise hatte den Vorteil, dass nicht sehr viel Extrakt benötigt wurde und 

die Herstellung der GST-Fusionsproteine im Labor etabliert war. Nachteilig wirkte 

sich allerdings die Kontamination mit bakteriellen Proteinen aus der Aufreinigung 

der GST-Fusionsproteine aus E. coli aus. Ebenso besteht die Möglichkeit, dass der ca. 

30 kDa große GST-Tag sich negativ auf die Faltung des fusionierten Proteins 

auswirkt und ggf. Interaktionen verloren gehen. Die Identifizierung von Proteinen 

mit diesem Ansatz lieferte lediglich ein in der Transkriptionsregulation bekanntes 

Protein, Sbf-1. Allerdings konnte eine spezifische Interaktion dieses Proteins mit 

PRMT1 nicht verifiziert werden. Daraufhin wurden die PRMTs 1, 4, 5 und 6 

überexprimiert und mittels Gelfiltration die Größe evtl. vorhandener Komplexe 

bestimmt. PRMT1 und 4 stellten sich als geeignet heraus, da nur ein 

Elutionsmaximum im Immunblot detektiert werden konnte, was nicht dem 

monomeren (oder im Fall von PRMT1 dimeren) Molekulargewicht des Enzyms 

entsprach. Die Größenbestimmung über Gelfiltration muss jedoch mit Vorsicht 

verwendet werden, da eine Eichung der Säulen mit globulären Proteinen erfolgte 

und nicht globuläre Proteine durch ihre offene Sekundärstruktur möglicherweise 

ein höheres Molekulargewicht vortäuschen. 

5.2.1 Reinigung endogener PRMT1- und PRMT4-haltiger Komplexe 

5.2.1.1 Warum endogen? 

Eine Alternative zur endogenen Reinigung wäre z. B. eine Affinitätsreinigung nach 

Überexpression der PRMTs mit einem entsprechenden Tag gewesen. Hierbei besteht 
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jedoch, wie bei dem GST-Tag, die Gefahr, dass die Faltung des Proteins durch den 

Tag gestört wird und mögliche Interaktionspartner nicht mehr binden können, bzw. 

artifizielle Partner binden, die in vivo keine Relevanz hätten. Weiterhin könnte der 

Tag im Innern eines Komplexes verborgen werden, was eine Affinitätsreinigung mit 

Antikörpern gegen den Tag unmöglich machen würde. Ein letztes Argument war, 

dass durch die Überexpression eines Proteins nicht gleichzeitig die Expression der 

Interaktionspartner erhöht wird und somit u. U. ähnliche Extraktmengen benötigt 

werden wie bei einer endogenen Aufreinigung. Zusätzlich wäre aber noch eine 

Transfektion der Zellen oder die Generierung einer stabilen Zelllinie nötig. Daher 

wurde mit der Etablierung eines Reinigungsschemas für endogenes PRMT1 und 4 

aus zellfreien Extrakten begonnen. 

Am Beginn der Reinigung stand eine Austauschchromatographie mit 

Phosphocellulose. Es zeigte sich, dass weder PRMT1, noch PRMT4 mit dem 

Material wechselwirkten (s. Ergebnisse, Abb. 27 und 31). Da ein Kationentauscher, 

wie Nukleinsäuren, negative Ladungen trägt, sind Proteine, die nicht an dieses 

Material binden, häufig nicht DNA-bindend oder während des Säulenlaufs mit einer 

Nukleinsäure komplexiert. Um diese beiden Möglichkeiten zu unterscheiden, 

müssten vor dem Säulenlauf die Nukleinsäuren, z. B. durch einen Verdau mit 

Benzonase, eliminiert werden. Wahrscheinlich ist, dass PRMT1 und PRMT4 selbst 

negative Ladungen tragen und deshalb nicht mit dem Säulenmaterial 

wechselwirken. Die gleiche Beobachtung konnte auch für PRMT6 gemacht werden 

(pers. Mitteilung Susanne Müller). Evtl. spielt die konservierte Region der PRMTs 

eine Rolle bei der Abstoßung von den Phosphatgruppen des Ionentauschers, 

weshalb ein ähnliches Elutionsprofil über die Phosphocellulose Säule für alle 

PRMTs erwartet werden kann. 

Wie erwartet interagierten dafür PRMT1 und PRMT4 mit den Anionentauschern 

EMD DEAE Fractogel (EDF) und MonoQ, wobei PRMT4 bei wesentlich niedrigeren 

Salzstärken eluierte als PRMT1 (s. Abb. 28, 29, 32 und 33). Im Gegensatz zu PRMT4 

eluierte PRMT1 in zwei Maxima. Mittels Gelfiltrationsanalyse konnte die Größe des 
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bei höherer Salzstärke eluierenden Komplexes auf 500 – 1000 kDa die des zweiten 

Komplexes auf 500 – 600 kDa bestimmt werden. Für das Vorhandensein zweier 

Elutionsmaxima gibt es zwei Erklärungen. Entweder könnten zwei funktionell 

unabhängige Komplexe vorliegen, die sich hinsichtlich ihres Molekulargewichts 

unterscheiden oder ein größerer Komplex zerfällt im Laufe der Chromatographie in 

einen kleineren Komplex. Da die Rechromatographie des Elutionsmaximums von 

PRMT1high auf die MonoQ erneut in der Elution von zwei Komplexen resultierte 

(Daten nicht gezeigt), ist die zweite Möglichkeit die wahrscheinlichere.  

Das Elutionsverhalten des endogenen PRMT4 Komplexes auf der Gelfiltration 

stimmt mit dem des überexprimierten HA-PRMT4 Komplexes überein. Die 

Überexpression scheint also, zumindest was die Größe des Komplexes angeht, nicht 

zu einer veränderten Komplexbildung geführt zu haben. Damit wäre eine 

Voraussetzung für eine oben diskutierte Affinitätsaufreinigung mit einem 

überexprimierten HA-PRMT4 Fusionsprotein als Alternative oder Ergänzung zur 

endogenen Reinigung denkbar.  

5.2.1.2 Die Chromatographie führt nicht zu einem Verlust der 

Methyltransferase Aktivität 

Für die PRMT enthaltenden Fraktionen konnte nachgewiesen werden, dass diese 

weiterhin katalytisch aktiv sind (s. Ergebnisse, Abb. 35). Es kann zwar nicht 

gänzlich ausgeschlossen werden, dass auch andere Methyltransferasen in den 

getesteten Fraktionen für die nachgewiesene Methylierung verantwortlich sind. Die 

Spezifität für die bekannten Substrate in den entsprechenden Fraktionen, lässt 

jedoch den Schluss zu, dass der Hauptteil der Methylierung von PRMT1 und 

PRMT4 katalysiert wurde. Das beweist, dass die Behandlung der Proteine während 

der Chromatographie schonend genug ist, um deren Aktivität zu erhalten, was eine 

Voraussetzung für die Stabilität eines bestehenden Komplexes sein kann. Außerdem 

bietet ein Aktivitätstest neben der Analyse im Immunblot eine weitere Möglichkeit 

der Auffindung von PRMT1 und PRMT4 in den Elutionsfraktionen von einer Säule. 
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5.2.1.3 Reinigungserfolg 

Wie der Vergleich der Silber gefärbten Gele der Fraktionen nach der zweiten und 

dritten Säule zeigt, werden bereits viele unspezifische Proteine abgetrennt (s. 

Ergebnisse, Abb. 28, 29 und 33). Dabei muss immer zwischen dem Verlust an 

verwertbarem Material und dem Reinigungseffekt abgewogen werden. Wird 

beispielsweise immer nur die Fraktion des Maximums für die nächste Säule 

weiterverwendet, ist der Reinigungseffekt sehr hoch, man benötigt jedoch 

wesentlich mehr Ausgangsmaterial. Das im Verlauf dieser Arbeit entstandene 

Reinigungsschema wurde im analytischen Maßstab durchgeführt. Da nicht bekannt 

war, wie sich die PRMT1 und 4 über die jeweilige Säule verhalten würden, wurden 

die PRMT-haltigen Elutionsfraktionen möglichst vollständig auf die nächste Säule 

aufgetragen, um den Materialverlust zu minimieren. Im präparativen Maßstab kann 

daher der Reinigungserfolg noch optimiert werden, indem nur die Fraktionen des 

jeweiligen Maximums der Elution weiterverarbeitet werden. 

5.2.1.4 Die weitere Reinigung 

Für eine weitere Reinigung sollten Alternativen zu Ionentauschern, wie z. B. 

Heparin-Fractogel verwendet werden. Im Batch-Verfahren konnte bereits eine 

Bindung von PRMT4 an dieses Material festgestellt werden (Daten nicht gezeigt). 

Für PRMT4 bietet sich als einer der letzten Schritte ebenfalls die Verwendung einer 

MiniQ, eines noch höher auflösenderen Anionentauschers als der MonoQ an, da 

PRMT4 relativ konzentriert von der MonoQ eluierte. Für PRMT1 wurde dieses 

Material bereits getestet. Da eine Verteilung von PRMT1 über den gesamten 

Elutionsgradienten zu beobachten war, ist eine MiniQ Säule hier nicht zu 

empfehlen (Daten nicht gezeigt). Weitere Alternativen stellen z. B. die hydrophobe 

Interaktions-Chromatographie (HIC) dar, die Proteine nach ihrer Hydrophobizität 

trennt oder eine Affinitätschromatographie. In jedem Fall muss die Menge an 

Ausgangsmaterial deutlich erhöht werden, so dass eine der PRMT1 oder 4 

entsprechende Bande in einem Silber gefärbten SDS-Gel detektiert und identifiziert 
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werden kann. Nur so ist gewährleistet, dass Proteine die in stöchiometrischen 

Verhältnissen im Komplex vorliegen ebenfalls identifizierbar sind. 
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6 Zusammenfassung 

Die Modifikation der N-Termini von Histonen trägt zur Regulierung der Expression 

von Genen bei. Einzelmodifikationen oder Kombinationen regulieren den 

Verpackungsstatus des Chromatins. So Methylieren z. B. die Protein Arginin 

Methyltransferasen (PRMT) 1, 4 und 5 Arginine der Histone H2A, H3 und H4. Ziel 

der vorliegenden Arbeit war es, mehr über die von PRMT1 katalysierte 

asymmetrische Dimethylierung des Arginins 3 am Histon H4 und deren Funktion 

bei der Transkriptionskontrolle zu erfahren. Weiterhin sollten endogene PRMT1- 

und PRMT4-haltige Proteinkomplexe aus Zellextrakten chromatographisch 

gereinigt werden. 

Mit Hilfe von Bindungsstudien mit unmodifizierten bzw. asymmetrisch an Arginin 

3 dimethylierten Histon H4 Peptiden (As 1 – 15) konnten differentiell bindende 

Proteine aus Kernextrakten isoliert und mittels MALDI TOF analysiert werden. 

Dabei wurde TAF-Iβ identifiziert, ein Bestandteil des INHAT-Komplexes, der 

Histonacetylierung inhibiert. TAF-Iβ, das selektiv mit dem unmodifizierten Peptid 

interagiert, bindet an den uninduzierten, PRMT1 abhängigen pS2 Promotor und 

verlässt diesen nach der Induktion des Gens durch Estradiol. Die Arginin 3 

Methylierung scheint in vivo jedoch nicht allein entscheidend für das Ablösen von 

TAF-Iβ nach der Induktion zu sein. Die erfolgreiche Reduktion der TAF-Iβ 

Proteinmenge durch siRNA zeigte, dass das Fehlen von TAF-Iβ zu einer verfrühten 

Hyperacetylierung des pS2 Promotors führte. Dadurch wurden die Arginin 3 

Methylierung und wahrscheinlich nachfolgende Ereignisse am Promotor 

verhindert, was negative Auswirkungen auf die Transkription des pS2 Gens hat. Die 

Untersuchung weiterer Estrogen induzierbarer Gene ergab, dass eine verfrühte 

Hyperacetylierung des ebenfalls PRMT1 abhängigen Lactoferrin Gens auch eine 

ineffiziente Transkription des Gens zur Folge hatte. Die Expression dieses Gens war 

jedoch unabhängig von TAF-Iβ, woraus geschlossen werden kann, dass die 

Inhibition einer verfrühten Acetylierung auch durch andere Proteine erfolgt. Im 

Gegensatz dazu wurden PRMT1 unabhängige Zielgene des Estrogenrezeptors bereits 
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ohne Hormoninduktion allein durch eine Hyperacetylierung aktiviert. 

Zusammenfassend wurde in dieser Arbeit in vivo die Voraussetzung für eine 

effiziente Rekrutierung von PRMT1 und die nachfolgende Arginin 3 Methylierung 

an Estrogenrezeptor Zielgenen bestimmt. Die benötigte Hypoacetylierung der 

Promotoren wird durch Proteine wie TAF-Iβ vermittelt. 

Im Verlauf dieser Arbeit wurde die Etablierung der chromatographischen Reinigung 

endogener PRMT1- und PRMT4-haltiger Komplexe über Ionenaustausch-

Chromatographie im analytischen Maßstab begonnen. Die Bestimmung der Größe 

der PRMT1- und PRMT4-haltigen Fraktionen mittels Gelfiltration lässt auf 

Multiproteinkomplexe schließen. Eine nachfolgende Analyse der Proteinkomplexe 

soll Aufschluss über weitere Funktionen von PRMT1 und PRMT4 und deren 

Rekrutierung an Zielpromotoren geben.  

 

 

 136



Abkürzungen 

7 Abkürzungen 
α anti 

°C Grad Celsius 

µg Mikrogramm 

µl Mikroliter 

µM Mikromol 

A Adenin 

A Alanin 

a. b.  Aqua bidest 

AA Acrylamid 

Abb.  Abbildung 

AF-1,2 „Activation function 1,2“ 

AIB1 „Amplified in breastcancer 1“ 

Amp. Ampicillin 

APS Ammoniumpersulfat 

Arg Arginin 

ATP Adenosintriphosphat 

BA Bisacrylamid 

Bp Basenpaar 

Brg1 „Brahma-related gene 1“ 

BSA Rinderserumalbumin (“Bovine Serum Albumin”) 

BTG1 „B cell translocation gene 1” 

bzw. beziehungsweise 

C Cytosin 

C Cystein 

C3 Complement 3 

cAMP „Cyclic AMP” 

CAN „Cancer intron on nine“ 

CARM1  „Coactivator associated arginine methyltransferase 1“ 

CatD Cathepsin D 

CBP „CREB binding protein“ 

cDNA „copy” DNA 

CERC „Cyclin E1 repressor complex“ 

Ci Curie 

cm Zentimeter 

CoCoA „Coiled coil coactivator“ 

COX7RP „Cytochrome c oxidase subunit VIIa related protein” 

CREB „cAMP response element binding protein” 

DAL4/4.1B „differentially expressed in adenocarcinoma of the lung” 

DBD DNA bindende Domäne 
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DEAE Diethylaminoethan 

DMEM „Dulbeccos modified Eagels” Medium 

DNA Deoxyribonukleinsäure („acid”) 

DNase Desoxyribonuklease 

dNTP Desoxynukleosidtriphosphat 

DRBP76 „Double stranded RNA binding protein 76” 

DTT Dithiothreitol 

E. coli Eschericia coli 

E1B-AP5 „Adenovirus E1B associated protein 5“ 

EB1 „E. coli binding protein“ 

EBAG9 „ER-binding fragment-associated antigen 9“ 

EBNA-2 Ebstein-Barr virus nuclear antigen 2 

ECL „Enhance Chemolumineszenz” 

EDF EMD-DEAE Fractogel 650 (S) 

EDTA Ethylendiamintetraacetat 

EFP Estrogen responsive finger protein 

EGTA 1,2-Bis-(2-aminoethoxyethan)-N,N,N,´,N´-tetraacetat 

ER Estrogenrezeptor 

ERE „Estrogen response element“  

et al. und andere („et aliter”) 

EtOH Ethanol 

EWS „Ewing sarcoma“ 

FCP1 „TFIIF-associating CTP phosphatase 1“ 

FCS Fötales Kälberserum („fetal calf serum”) 

FCS-DCC FCS „Dextran Charcoal“ (Dextran Aktivkohle behandelt) 

FGF-2 „Fibroblast growth factor 2“ 

FKBP12 „FK506 binding protein 12“ 

FoxO3a „Forkhead box class O 3a” 

FPLC „Fast Performance Liquid Chromatography“ 

FXII Faktor XII 

G Guanin 

G Glycin 

GADD45 „Growth arrest and DNA-damage inducible” 

GAR Glyzin Arginin reich 

GFP „Green fluorescent protein” 

GRIP1 „Glucocorticoidreceptor interacting protein 1“ 

GRP33 „Artemia saline gycine rich protein” 

H3,4, 2A, 2B Histon 3, 4, 2A, 2B 

HA Hämagglutinin 

HAT Histone Acetyltransferase 

hBrm humanes Brahma 
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HCl Salzsäure 

HDAC Histone Deacetylase 

HEK „human embryonic kidney” 

HeLa Henrietta Lacks 

HepC NS3 „Hepatitis C virus nonstructural protein 3“ 

Hepes N-(2-Hydroxyethyl)piperazin-N´-(2-ethansulfonsäure) 

HIC „Hydrophobic interaction chromatography“ 

HIV-1 TAT „Human immunodeficiency virus type 1 transactivator protein”  

HMGA1a „High mobility group A1 protein a1” 

hnRNA heterogene nukleäre RNA 

hnRNP Heteronukleäres Ribonukleoprotein 

HPLC „High Perfomance Liquid Chromatography“ 

HuR Mitglied R der Hu Proteinfamilie 

IFN Interferon 

IgG Immunglobulin G 

ILF3 „Interleukin enhancer binding factor 3“ 

INHAT „Inhibitor of acetylation“ 

JAK Janus kinase 

JBP1 JAK bindendes Protein 1 

K Lysin 

Kac Kaliumacetat 

kBp Kilobasenpaare 

KCl Kaliumchlorid 

kDa Kilodalton 

KLF „Kruppel-like factor“ 

L Leucin 

LB Medium Luria Bertoni Medium 

LBD Ligand bindende Domäne 

LiCl Lithiumchlorid 

Lsg. Lösung 

LSm4 Sm-like protein 4 

M Molar 

mA Milliampere 

MALDI TOF „Matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight” 

MAP „Mitogen-activated protein“ 

MBP „Myelin basic protein“ 

MEF-2C „Myocyte Enhancer Faktor 2C“ 

MEP50 „Methylosome protein 50“ 

mg Milligramm 

MHCII „Major histocompatibility class II“ 

Min. Minute 
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Abkürzungen 

ml Milliliter 

MOPS Na-Morpholin-Propan-Sulfonsäure 

Mre11 „Meiotic recombination 11“ 

mRNA Boten-RNA („messenger RNA“) 

NaCl Natriumchlorid 

NaOH Natriumhydroxid 

N-CoR „Nuclear receptor corepressor“ 

NE Nukleärer Extrakt 

NFAT „Nuclear factor of activated T cells” 

NFκB „Nuclear factor κB“ 

ng Nanogramm 

NIP45 „NFAT interacting protein 45 kDa“ 

NTP Nukleosidtriphosphat 

Nuc E ERE enthaltendes Nukleosom 

Nuc T TATA-Box enthaltendes Nukleosom 

NUMAC „Nucleosomal methylation activator complex“ 

NuRD „Nucleosome remodeling and deacetylase” 

OD Optische Dichte 

ORF „Open reading frame“ 

P137GP1 „GPI-anchor protein p137“ 

PABP1,II „Poly(A)-binding protein 1,II” 

PAD Peptidylarginin Deiminase 

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

PBS Phosphat-gepufferte Salzlösung („phosphate-buffered-saline“) 

PC Phosphocellulose 

pCAF „p300/CBP-associated factor“ 

PCI Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol 

PCR Polymerase-Kettenreaktion („polymerase chain reaction“) 

PCV „packed cell volume“ 

PEG Polyethylenglykol 

Pen/Strep Penicillin/Streptomycin 

PGC-1alpha „PPARγ coactivator 1“ 

pH Wasserstoffexponent 

pICln „Chloride conductance regulatory protein“ 

pmol Pikomolar 

PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid 

PPARγ „Peroxisome proliferator activated receptor γ“ 

PRMT „Protein-Arginine-Methyltransferase” 

pS2 Plasmid S2 

Puro Puromycin 

QKI-5 „Quaking 5“ 
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Abkürzungen 

r rekombinant 

R Arginin 

RBP58 „RNA binding protein 58“ 

RNA Ribonukleinsäure 

RNAi RNA „interference” 

RNase Ribonuklease 

rRNA ribosomale RNA 

RT Raumtemperatur 

S Serin 

SAF-A „Scaffold attachment factor A“ 

SAM S-Adenosyl-Methionin 

Sam68 „SRC substrate associated in mitosis of 68 kDa“ 

SAMT1 „Substrate of arginine methyltransferase 1“ 

SDS Natrium- („sodium“-) Dodecylsulfat 

SET „Se translocation“ 

SET-Domäne „Suvar3 – 9, enhancer of zeste, Trithorax“ - Domäne 

siRNA „short interfering“ RNA 

SLM-1,2 „Sam68 like mammalian protein 1,2“ 

SMN „Survival motor neuron“ 

SMRT „Silencing mediator for retinoid an tyhroid hormone receptors“ 

snRNA „Small nuclear“ RNA 

snRNP „Small nuclear ribopnucleoprotein particle“ 

Sp1 „Specificity protein 1“ 

SPT5 „Suppressor of Ty 5“ 

SRC „Steroid receptor coactivator“ 

T Thymin 

TAF-I „Template activating factor”-I 

TAF-II68 TBP assoziierter Faktor II68 

TARPP „Thymocyte cyclic AMP-regulated phosphoprotein“ 

TBE Tris-Borat-EDTA-Puffer 

TBP TATA bindendes Protein 

TCA Trichloressigsäure 

TE Tris-EDTA-Puffer 

TEMED N,N,N´,N´,-Tetramethylethylendiamin 

TFF1 „Trefoil factor 1“ 

TGM2 „Tissue transglutaminase type 2“ 

TIS21 „Tetradecanoyl phorbol acetate-inducible sequence 21“ 

TLS „Translocated in liposarcoma“ 

Tris Tris-hydroxy-ethyl-aminomethan 

Tween Polyoxyethylensorbitanmonolaurat 

U Unit 
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Abkürzungen 

u. a.  unter anderem 

üN über Nacht 

UpM Umdrehungen pro Minute 

UV Ultraviolett 

V Volt 

v/v Volumen/Volumen („volume per volume”) 

VEGF „Vascular endothelial growth factor“ 

Vol.  Volumen 

VT Volumenteil 

W Watt 

w/v Gewicht/Volumen („weight per volume“) 

YY1 Yin Yang 1 

z. B.  zum Beispiel 

ZF5 Zinkfinger 5 
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