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Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

Die TATA-Box-assoziierten FaktorefTAFs) des TFIIDKomplexes bilden zahlreiche
Funktionen aus, welche essentiell sind fir Regulation der Transkriptionstiation. Unter
andereninteragieren erschiedeneler TAFs mit Enhanceigebundean Aktivatoren Dies ist
notwendig fur die Bildung des Transkriptionskiplexes und die Aktivierung der
Transkriptiondurch de RNA-Polymerasél. Das gewebspezifische TAF4B stellt ein Paralog
des ubiquitaren TAF4 dar. TAF4B interagien verschiedenen Zelltypespezifisch mit
Transkriptionsktivatoren u.a. mit RelA und cRel.Der Koaktivator TAF4B ist dadurch
notwendig fur dievermittiung demNFkB-induziertan Aktivierung der Transkription durch die
RNA-Polymeraseél. Bisher war eineRolle von TAF4B im Immunsystem nur far-dand B
Lymphozyten aufgezeigt. Die Zielsetzung dieser Arbeit waeiee Funktion von TAF4B in
der Reifung und Funktiowon Makrophagen als Zellen des angeborenen Immunsystems
aufzuzeigenDie Ergebnisse deuten dafahin, dass die Translation von TAF4B pnimaren
humanen Monozyten inhibierst. Mit einsetzender Adharenand Differenzierungvird das
TAF4B-Proteinin Makrophagerexprimiert In dieser Phase der Makrophagemwicklung
kolokalidgert nukledres TAF4Eudem partielimit aktiver RNA Polymerasél, was auf eine
Funktion von TAF4B in der Zelldifferenzierung hindeutet.reifen Makrophagen induziert
die Stimulation mit bakteriellen Lipopolysacchariden die Anreicherung von TAF4B in den
Nukleus Diese Stimulation der Makrophagen induziezidemdie spezifische Bindung von
TAF4B an den Promotor vaimmor necrosis factoalpha zusammen mitlen Trankriptions
Aktivatoren RelA und cRel. Die Stimulation der Makrophagen mit weiteren
inflammatorischen Stimuli wie terferongoder Interleukin 4, 10 und 13bedingt daruber
hinaus eindistinkte Lokalisationdes TAF4BProteinsin reifen Makrophagenwas auf eine
Regulation von TAF4B durch diese Cytokine hindeutet



Einleitung

2. Einleitung

2.1 Die Transkription sinitiation der RNA-Polymerasell

Mit wenigen, bekannten Ausnahmen stehen jeglichen Zellen eines vielzelligen Organismus
dieselbe genetische Informationen zur Verfugung. Diese Informationen werden jedoch
nicht von jeder Zelle vollstéandig genutzt. Wahrend der Zelldifizierung werden lediglich
Gruppen von Genen reguliert transkribiert. Um die ldostase eines multizellularen
Organismus zu wahren, mussen Zellen in Reaktion auf extrinsische Signale die Transkription
distinkter Gene aktivieren oder inhibieren. Das Abteder DNA mit nachfolgender Synthese

der RNA wird durch die Enzyme RNRolymerase (RNA2ol) I, Il und Il ausgefihrt.
Wahrenddie RNA-Pol | rRNAs unddie RNA Pol Il u. a. tRNAs synthetisiert, werden Gene,
welche Proteine oder nickbdierende RNAskodieren, durch die RNAolymerase Il
transkribiert. RNAPolymerasen durchlaufen versaeae Phasen des Transkriptioyidas:

die Initiation der Transkription an Promot&lementen des Gens, die Synthese des
Transkriptes wahrend der Elongationsphase u@d drmination der Transkription. Essentiell

fur die Transkription sind Proteidultimere wie RNAPol II, Pranitiationdkomplex (PIC)

sowie Chromatirregulierende KomplexeAls Nukleosom liegt die DNA gebunden an
Histonen vor.Hierdurch ist die Regulationder HistonOkkupanz an PromotdRegionen
essentiell fur einen transkriptionell aktiven oder inaktiven Zustand der Chromatinregion
(Ubersichtsartikel;Berger, 2002) Die Regulation der Histone wird vorl@in durch post
translationale Modifikation der J&rminalen Histonschwénze bestimmt. So fihren
spezifischeHistonrAcetylierungen zu einem transkriptionell aktiven Zustand des Chromatins
(Chen et al., 2010Demgegeniber bedingete PolycombRepressive Komplexe (PRC) 1

und 2 durch die spezifische Methylierung von Histonschwanzen und durch die Interaktion mit
Histon-deacetylierendeKomplexen einen inaktiven Chromattustand(Pasini et al., 2004;
Fiskus et al., 2006)

Die Starke der Transkriptiereaktion wird dartber hinauglurch de Ratebestimmt, mit
welcher ein bestimmtes Transkript synthetisiert widteshéngtvon der Bildung des PIC an

der PromotoiRegion und dem Eintreten der RNRolll in eine stabile Elongation und
Synthese des Transkripab (UbersichtsartikelDvir, 2002) Der heteromerePIC besteht aus

den basalenTranskriptionsfaktoreti (TFIl)-A, B, D, E, F und Hsowie der RNAPolll
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Einleitung

(Abbildung 1). Der PIC erkennt spezifische Altsttte des Promotorbereichso Swird

gewabhrleistetdassdie Transkription an einem definierten Startpunkt des Promotors beginnt.
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Abbildung 1. Schematische Darstellung desPréainitiationsk omplexes. Aufgezeigt ist die
Reihenfolge dr Bildung des PIC, beginnend mit der PromeRindung durch TFIIDund derdamit
verbundenemBiegung der GetfRegion durch Untereinheiten des P&r TFIID-Komplex interagiert
durch verschiedene TAFs (TAF14) mit Aktivatoren oder Repressoren welche Enhancer oder
SilencerElemente des Gelnocus binden und so zu einer Verstarkung oder Inhibition der
Transkription der kodierenden G&egion fuhren.

Die TFIIA-H bilden den PIC am Promotor in geordneter Abfolge, mit TFIID zu Beginn und
TFIIH zum Ende der KompleBildung. Initial und notwendig fur die Bildung des PIC ist die
Kern-PromotorErkennung unéBindung durch den heteromeren THKdmplex. Hierdirch
bildet der TFIID vermutlich die Plattform fir die nachfolgenden Untereinheiten des PIC und
reguliert zudem auch die SynthdRate der RNAPolll (Colgan and Manley, 1992,
UbersichtsartikelThomas and Chiang, 2006)

Der TFIID-Komplex wird gebildet durch das TBHATA-Box-bindendesProtein) sowie
durch 13- 14 TAFs [ BP-assoziiertenFaktoren), mit einer molekularen Masse zwischen 18
und 250kDa. Einige TAFs stellen Geristproteine dar, wahrend andere enzymatische
Eigenschaften  besitzen oder basale Prordekemente binde. Weitere spezifische
Domaéanen kénnen zudem notwendig sein fur die Aktivitat des PIC. Durch Bbmm@nen

bindet TAF1 z.B. an acetylierte Histonschwénze, welche mit einem transkriptionell aktiven
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ChromatinStatus assoziiert sindqTora, 2002; Thomaand Chiang, 2006)Die Bildung und
Aktivitat des TFIIDKomplexes wird zum Teil gesteuert durch die Lokalisation von TAFs i
Cytoplasma oder Nukleoplasni@egil et al., 1996; Guve@zkan et al., 2008 Zudem spielt

die Phosphorylierung von TBP und TAFs eine Rolle fir den Zusammenbau und die
Transkriptionsaktivitat des TFIHBomplexes (Segil et al., 1996; Biggs et al., 1998;
Pijnappel et al., 2009)

Die Regulation der Transkription wird jedoch nicht alleinig durch die Komposition der Kern
PromotorSequenz bestimmt, sondern zudem durch meisegslatorische DNASequenzen
wie Enhanceroder SilenceElemente. Diese DNAlemente werden durch Aktivatoren oder
Repressoren gebunden und wirken aktivierend bzw. reprimierend auf die Transkrgdion d
jeweiligen Gens(Arnosti and Kulkarni, 2005)EnhanceiElemente kénnen 1B um einen
Promotor lokalisiert sein und liegen meist gehauft in einer-R&gion vor, was die
Interaktion verschiedener Aktivatoren zulasst.dei&ooperative Interaktion von Aktivatoren
scheint notwendig fur die Aktivierung der Transkriptzun sein(Arnosti and Kulkarni, 2005;
Panne, 2008; Goh et al., 201Mie Transkriptionsaktivierung durch Aktivatoren istlpch
abhangig von den Promotgebundenen TAFs des TFIli¥errijzer and Tjian, 1996)Durch
distinkte BindeDomanen interagieren TAFs spezifisch mit Aktivatoren und ermdglichen als
Koaktivatoren zellulare Sigple der Enhancegebunden Faktoren zum PIC zu vermitteln
(Thomas and Chiang, 2006Xahlreiche Aktivatoren binden erst nach einem bestenm
Stimulus der Zelle an EnhaneEtfemente(Goh et al., 2010)Die Zelle ist damit in der Lage,
Signale durch die EnhaneBindung der Aktivatoren Uber den TFIID in die Transkriptions
Initiation notwendiger Gene zu integrieren. Die jeder Zelle zu Verfliguefpesde
Information des KeriPromotorbereichs wird so aufgrudér geregelten Bindung von TAFs

und Aktivatoren auf eine zepiszifische Genexpression angepasst.

2.1.1 Die Ausbildung alternativer TAF-Komplexe

Das TBP bindet sowohl TATMox-enthaltende als auch TAF&se Promotorabschnitte,
letztere allerdings mit herabgesetzter Affinitdt (Tora and Timmers, 2010). Das TBP ist damit
in der Lage, eine basale Transkription zu induzieren, wenn eine JB0KAIM gebukenen
Promotor vorliegt; jedoch besitzen 76 % der humanen Promotoren kein-BaXAlement

(Yang et al.,, 2007)Im Fall eines TATABox-losen Promotors werden TAFs fur die
9
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Ausfihrung der basalen sowie aktivierten Transkription benétigt, vermutlich aufgemd
zusatzlichen DNABindeaktivitat einiger TAFs an weitere KernpromeEiementg[Pugh and
Tjian, 1991;UbersichtsartikelVerrijzer and Tjian, 1996)TAF6 und TAF9 sowie TAF4 und
TAF12 bilden einen Komplex aus, welcher dem OktaKamplex der HistorJntereinheiten
ahnelt. Diese Interaktion von TAFs verstarkt vermutlich die intrinsische -Bkdeaffinitat
einiger TAFs an Pmotoren $hao et al., 2005)Neben der direkten Bindung an DNA
Elemente des Kernpromotors regulieren verschiedene TAFs die Funktion des TFIID durch die
Interaktion mit Enhancegebundene Aktivatoren, speziell mit deren AktivierungBomanen
(Ubersichtsartikel Verrijzer and Tjian, 1996; Thomas and Chiang, 20®8) stelen TAF4
und andere TAFs durch diese Interaktion Koaktivatoren inTd@nskriptionsregulationdar
(Lavigne et al., 1996; Yamltezi and Dikstein, 1998Aus diesem Grund missen bestimmte
TAFs im TFIID-Komplex vorliegen, damit AktivateBignale an den PIC vermittelt werden
koénnen.

Vermutlich durch GetDuplikation entstanden, exprimieren verscleied Organismen wie
Drosophila melanogasteArabidopsis thalianaund S&augetiere Paraloge deAF-Proteine
So werden eben ubiquitaren TAFslie Paraloge TAF4B, TAF7L oder TAF9Bewebe
spezifischin Saugéeren exprimiert (Paraloge von TAF4, TAF7 und TAFLhen and
Manley, 2003; Ubersichtsartikel:Freiman, 2009; Li et al., 2009)Die TAF-Varianten
integrieren ebenfallsin den TFID-Komplex interagierenzum Teil aberspezifisch mit
andererAktivatoren und Transkriptionsfaktorém Vergleich zu ihren ubiquitar exprimierten
Homologen(Yamit-hezi and Dikstein, 1998; Yaritezi et al., 2000)So werden @ithrend der
prameiotischen G2 Phase der Spermatogenese Damsophila melanogasterfunf
testisspezifische Paraloge der ubigwitd TAFs (tTAFs) exprimiertin der meiotischen
Prophase der Spermatogenese fdmasophila melanogastekolokalisierendie fTAFs, wie
das TAF4Homolog No Hitter, zusammen mit PolycofRiboteinen imNukleolusund sind
zudem notwendig fir die nukleolare Sequestrieruog Pc, Ph (Polyhomeotic) und Ringl
(Chen et al., 2005Die Kooperation der testisspezifisch€AF-Paraloge irD. melanogaster
mit Polyconb-Proteinenist notwendig fur d¢@ Aktivierung spezifischefranskriptionsmster
(Chen et al., 2005)Des Weiteren wurddn den Spermatozytemlie Kooperationder
testisspezifischen TAFs mitdem Drosophila tBRD-1 (testisspezifischen Bromo
doménenproteri) detektiert, welche fur distinkte Prozesse in der postmeiotischen
Entwicklung notwendig ist. (Leser et al., 201P)Jamit erweitern TAFParaloge drch die
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spezifische Interaktion mit Transkriptiensgulierenden Faktoredas Spektrum des TIB

zur Regulationund zurAktivierungdistinkter Transkriptionsmuster.

2.1.2 Die gewebespezifische Transkriptiordurch TAF4B

TAF4B/TAFII105 ist ein Paralog des ubiquitdr exprimierten TAE&hlreiche Arbeiten
zeigen die Funktion von TAF4B in der Differenziag und Funktion in Zellen des adaptiven
Immunystems aufRaslevskyFinkel et al., 2001; Matza et al., 2002; Silkov et al., 20D2p
Weiterenreguliert TAF4B auch in GranulosaZellen und einigen weiterenZelltypen die
Transkription(Dikstein et al., 1996; Freiman et al.,(0) Kalogeropoulou et al., 201@as
taf4B-Gen wird in verschiedensten Zelltypen transkribiert, jedoch dasiTAF4B-Protein
gewebespezifisch translatie(Wu et al., 2005) Dies fuhrt auch dazu, dass TAF4B in
differenzierende.ymphozytenab einem bestimmten Entwicklun§adium exprimiert wird
(Silkov et al., 2002)Zudem wurdein Lymphozyten und HEKZellen gezeigt, das3AF4B
nach einem Stimulus in den Nukletr®nsloziert um in den Transkriptionsknplex zu
integrieren (Yamit-hezi and Dikstein, 1998; Ubersichtsaeiik Albright and Tjian, 2000;
RashevskyFinkel et al., 2001)

Die Paraloge TAF4B und TAFbesitzenim C-terminalen Bereich konserviertRegionen
(CRI und CRII) dennoch weisen die Proteine auch in diesem Bereich unterschiedliche
Proteinsequenzen aufAbbildung 2). Die Funktion der CRRegion ist unbekannt.

Verschiedene Versustnsatzezeigen, dassid CRI-RegionDoménen des Terminus von

NFkB-Interaktion TFIID-Interaktion
TAF4B N-C—I——T — — <
CRI CRII
TAF4B var N-C—  — J-C
TAF4 N- — I |-c

Abbildung 2. Schematische Darstellung der bekannten Proteidomanen von TAF4B, der
TAFA4B-Splicevariante (TAF4B_var) und TAF4. Dargestellt sind die Merminal gelegenen NdB-
Interaktionsdoménen in rot sowie dixterminalkonsenierten Regionen (CRI und CRItpnserved
region). Die CRIl beinhaltet u.a. die HistdralteDoméne (HFD).Der ProteinsequerZergleich
zwischen TAF4B der TAF4ESplicevariante und TAF4B und TAF4 ist im Anhang dargestsiihe
Abbildung 21 (Seite103 undAbbildung 22 (Seite104).
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TAF4B und TAF4 umfasst, welche wahrscheinlich notwendig sind fur die Interaktion mit
TAF12, die Integration in den TFIID und die DNBindung (UbersichtsartikelDavidson et

al., 2005; Shao et al., 200%)ie PromototrBindung wird durch die hier lokalisiertdiston
FalteDomane (HFD) vermittelt. Zudem verstarkt die Bildung eines TAF4:.TAF12
Proteinkomplexes durch die HFDs von TAF4B und TAF12 die PronRitaiung des
gebildeten DimersEMSA (ElectrophoreticMobility Shift Assay}Studien zeigen, dassd
Histon-dhnliche TAFProteinkomplexdabei DNAAbschnitte von definierter Lange (Bp)
praferiert(Shao et al., 2005; Gazit et al., 2000pereinstimmend damit zeigt deeNgleich

der ProteirStruktur eines TAF4Bund TAF4 enthaltenden TFIID, dass die Integration von
TAF4B die Struktur des TFIID verandert. Aus diesem Grund ist nicht vollstandig klar, ob die
PromotorSpezifitdt von TAF4Bin vivo durch die intrinsische DN/Bindeaffinitat des
TAF4B-Proteins oder eine alternative Struktur des TAfefihaltenden TFIIEKomplexes
bedingt wird (Liu et al., 2008) Mdglicherweisewird zudem in manchen Zelltypen eine
TAF4B-Splicevariante exprimierfWu et al., 2005) Diese mdgliche TAF4B Splicevariante
ware Gtermnal verkirzt(Abbildung 2). Dementsprechend wirde der Variante die TFIID
Interaktionslomane fehlen. Aus diesem Grund wird davon ausgegangen, dassrkiazte
TAF4B-Protein zwar an die Zielpromotoren binden konnte, jedoch nicht in den
Transkriptionkomplex integrieren wde und deswegen die Transkriptidngiation des
Zielgens blockieren kénn{&Vu et al., 2005)

Wahrend der &Terminus von TAF4B und TAF4 in hohen Mal3 konserviert ist, zeigt der N
Terminus der TAF4/4B°roteine eine starke Divergenz. In diesem Bereich liegen Doméanen,
durch welche TAF4B und TAF4 mit Aktivatoren interagieren. Aufgrund deensinalen
Divergenz interagiert TAF4B im Gegensatz zu TAF4 z. B. mit den Aktivatoren RelA/p65 und
cRel der NIkB-ProteirFamilie (Yamit-hezi and Dikstein, 1998) So konnte in
Zellkulturversuchen aufgezeigt werden, dagg-4B Stimulusinduziertmit Aktivatoren wie
RelA interagiert (Yamit-hezi and Dikste, 1998) und so zellulare Signale in die
Transkriptionsinitiation spezifischer Geimgegriert(Wolstein et al., 2000bersichtsartikel:
Albright and Tjian, 200Q)Damit Ubereinstimmend bindet TAF4B in Zelllinien miBw. T-
Zellcharakter an den Promotor va20 und reguliert die Transkription des Gens durch die
Interaktion mit RelA(Ainbinder et al., 2002; Silkov et al., 2002)

Verschiedene Arbeiten zeigen, dass TAF4B teilweise mit TAF4 um die Bindung an
Promotorerkonkurierenkdnnte(Mengus et al., 2005Dabei handelt es sich vermutlich um

12
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eine nichtredundante Bindung von TAF4B oder TAF4, da beide TAFs mit unterschiedlichen
Transkriptionsaktivatoren interagieren. So wird relativ zu TAF4 die Transkription von
TAF4B-Zielgenen stark erhoht aufgrund der spezifischen Aktivist@raktion mit
promotorgebundenen TAF4R.iu et al., 2008)

Zusammengefasst konnte bis jetzt in Lymphozyten und einigaterenZelltypen gezeigt
werden, dass TAF4Burch eine spezifische Promotorbindung und Aktivéteeraktion fur

eine distinkte Geiexpression notwendig ist. Die regulierte Expression von TAF4B und
Integration in den TFIID erhéht die transkriptionelle Flexibilitat des Transkriptionskomplexes
auch inder Reaktion auf zellulare Stimuie bisherigen Daten deuten darauf hin, ddies
Funktion von TAF4B wahrend der Transkription durch die Promotorbindeaffinitdt eines
TAF4B-enthaltenden TFIID reguliewvird, durch die spezifische Interaktion von TAF4Bt m
Transkriptionsaktivatorergsowie durch das Verhaltnis der nukledren Menge von TAF4B im
Vergleich zu TAF4.

2.2 Zellen des adaptiven und angeborenen Immunsystemsystems bilden

spezifische Funktionen aus

2.2.1 Lymphozyten, Zellen desadaptiven Immunsystens

Die Zellen des Immunsystems werden grundséatzlich in zwei Zweige unterteilt, in Leukozyten
des adaptiven sowie des angeborenen ImmunsystEbenso wie rote Blutkdrperchen
entwickeln sich alleLeukozyten aus hamatopoetischen Stammzellen des Knochenmarks,
dringen vom Knochenmark in den Blutstroen und gelangen hiertiber zu den jeweiligen
BestimmungsortenDas adaptive Immunsystem setzt sich aus uBd T-Lymphozyten
zusammen, welche in der Lage sind, spezifisch auf inflammatorische Stimuli zu reagieren.
(Janeway et al., 2001)

In den Valauferzellen der B.ymphozyten findet wahrend der Differenzierung im
Knochenmark durch die somatische Rekombination die Bildung spezifischer Immunglobuline
statt, welchemembranstandig als -Bell-Rezeptor (BCR) bezeichnet werdébehrbuch:
Janeway et al., 2001; Kitt and Broker, 2009)B-Zellen wandern nun in periphere

Lymphorgane aus und differenzieren hier zeifen B-Lymphozyten. Werden die
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antigenspezifischeeB-Lymphozytendurch einen Antigen BCR-Kontakt aktiviert, entwickeln
sie sich zu Plasmaellen, welche proliferieren und die antigenspezifischeintikdrper
ausschittempderzu langlebigen BsedachtnisZellen (UbersichtsartikelLeBien and Edder,
2008)

Vorlaufer von TFLymphozyten wandern in das ThymGewebe. [Br groRte Teil der
differenzierenden Thymocyten tritt hier aufgruncbn Selektionsmechanismen in die
Apoptose ein, nur ein geringer Teil der Zellen differenziert maturen T-Zellen. T-
Lymphozyten bilden ebenfalls durch die somatische Rekombination aspgeifische T
Zell-Rezeptoren (TCRs) aus. Die TCRs bleiben im Gegensatz zwrigiabulinen der B
Lymphozyten rmembranstandig. -Lymphozyten differenzieren im Thymus zu-T
Effektorzellen, d.h. zaytotoxischen FZellen, T-Helferzellen undzahlreichen Subtypen wie
z.B. regulatorischen “KZellen (T-HelferzeltSubtyp) Die reifen T-Lymphozytenverlassen
schlielich den Thymus und treten in den Blutkreislauf eirEin spezifischerKontakt
zwischenAntigen und TCR bedingt dieProliferation undAktivierung der FZellen was als
Ari mi ngi b e DasPraming induziewdie Birlungund Zerstérung von Zielzellen
durch cytotoxische TZellen Aktivierte cytotoxische FZellen sezermren dartiber hinaus
Cytokine wie Interferomy, welche u.a. Makrophagen stimudirenT - élferzellen (T)
differenzieren nach dem Priming iy und T42. Tyl sind ebenfallsin der Lagedurch
Interferongund  ZellZell-Kontakte Makrophagen zuaktivieren Tp2 sezernieren
verschiedene Cytokine wie nterleukin(lL)-4 und IL-:13 und modulieren so die
Immurreaktion weiterer Immunzelltypenwie Makrophagen(Ubersichtsartikel:Larosa and
Orange, 2008)Regulatorische ¥ellen exprimieren ebenfallsaktoren wie [E10, durch
welche sie eine immunspgessive Funktion besitzen dirdasAusmal? der Immunreaktion
regulieren(UbersichtsartikelLarosa and Orange, 2008zhrbuch:Schiitt and Broker, 2009)

2.2.2 Die Entwicklung von Monozyten zu Makrophagen und die Reaktion von

Makrophagen auf pro- oder antiinflammatorische Stimuli

Monozyten stellen Immunzellen slangeborenen Immunsystems ddaich der Entwicklung
aus n hamatopoetischen Stammzellen des Knochenmarks treten auch sie in den
Blutkreislauf ein Abbildung 3). Monozyten weisen charakteristische Merkmale auf, wie

einen nierenférmigen Nukleus, ein geringes Nukleoplasma/Cytoplsenmgltnis und die
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Expression spezifischer Oberflaichenmolekiile wie den-K&®zeptor CD14. Die im Blut
vorliegende Monozyten Populdion ist heterogen, so bildet ein geringer Anteil der
Monozyten (etwa 120 %) andere Oberflachenrezeptoren und Reaktionen auf Stimuli aus.
Die funktionellen Unterschiede der Monozy8nbpopulationen sind jedoch noch unbekannt
(UbersichtsartikelAuffray et al., 2009)Monozyten sindn der Lage, an das Blutgefjfitnel

Knochen-
mark

Makrophage

Abbildung 3. Schematische Darstellung der Entwicklung von reifen Makrophagen.
Hamatopoetische Stammzellen wandern aus dem Knochenmark aus und differenzieren zu Monozyten,
welche im Blut vorliegen. Diese Monozyten adhariemardas Blutgeféa&pithel, wandern in Gewebe

ein und differenzieren hier weiter zu Makrophagen.

zu binden und in das Gewebe einzuwandern. Mit der Adhéarenz der fMmieozyten an das
Epithel der BlutgefalRe beginnt die Differenzierung der Zellen zu Makrophagen. Nach einer
einfachen Definition sind Monozyten mit Beginn der Adharenz Makrophagen. Dabei stellt die
Adharenz allein einen Stimulus dar, welcher die Hochregulatier Transkriptionvon
verschiedenen Genen bedin@tiu et al., 2008) Die Differenzierung von Monozyten zu
Makrophagenist morphologischu.a. gekennzeichnet durch eine Zunahme des Cytopksma
im Verhaltnis zumNukleoplasma. Zudem induziert die einsetzende Differenzierung die
Expression verschiedener Transkripti@isbren. Damit einher geht einé\nderung der
Transkription undGerexpression mit voranschreitender Entwicklung zu reifen Makrophagen
(Valledor et al., 1998, 2006pie Reifung der Monozyten zu Makrophagen fuhrt dazu, dass
Makrophagen vestarkt in der Lage sind Pathogene zu erkennen und abzuw@eeman et

al., 1980; Gessani et al., 1993; MacKenzie et al., 2002)vitro gelten Makrophagen
schlie3lichalsvollstandig entwickeltwelcheflir etwa sieben Tage in Kultur gehalten wurden
(Valledor et al., 2006)
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Makrophagen stellen Effektatellen des angeborenen Immunsystems dar und reagreren
dieser Funktiorauf eindringende Pathogene. Zudem sind Makrophageim die Reparatur

von verletztem Gewebe oder in die Gewélmmoostase imlviert. Makrophagen liegen in
verschiedensten Geweben wie Leber (KupHelen), Hirn und Rickenmark (Microglia
Zellen), Thymus, Testis und Epidermis (Langerhaidlen) vor. Hier sind Makrophagen
notwendig fur inflammatorische Reaktionen sowie fir eiBehaltung der Gewebe
Homoostase(Ubersichtsartikel:Naito et al., 1997;Ubersichtsartikel:Cohen et al., 1999;
Chorro et al., 2009)im Thymus vorliegende Makrophagen phagozytieren z.B. die zahlreich
in die Apoptos eintretenden Thymocyten und sind so an der Regulation der Thymus
Homoostase beteilig{Surh and Sprent, 1994Die unterschiedliche Charakteristika idser
MakrophagerSubpopulationen sindwuch durch die Signale des umgebenden Gewebes
bedingt, z.B. durch verschieden€ytokine wie dem Makrophagdfolonie-stimulierenden
Faktor (M-CSF;MacrophageColony Stimulating Factor) (UbersichtsartikelHamilton, 1993;
Valledor et al., 1998; Auffray et al., 200flakrophagen sind demnach in der Lage, bis zu
einem gewissen Grad ihren Phé&notyp plastisohaal3ere Umstdnde anzupasséie
Erkennung der umliegenden Signale des Gewebes flhrt zur jeweils spezifischen Aktivierung
von Transkriptionsfaktoren und dadurch zu einer Anderung der Genexpression.
Rezeptorveanittelt induzieren die Stimuli damit spezifische Makrophag&@notypen,
welche durch die Expression bestimmter Oberflichenmolekile und Cytokine gekennzeichnet
sind.

Das im Gewebe voegende Milieu aus Signalstoffen induziedte Polarisierung zu
gegensatzlichen Makrophag@hanotypen z@Abbildung 4). Die Wege der Ausbildung und
Gewebelnteraktion der verschiedenen Makropha@arbtypen istin vivo noch nicht
vollstandig geklart. Grundsatzlich werden Makrophagen jedoch in zwei Subpopulationen
eingeteilt, unter anderem abhéngig vom Modus der Aktivigumd der Funktion der Zellen

Die klassische Aktivierung von Makrophagen in Reaktion auf Pati®gder Signalstoffe

wie IFN goderTNF-a (Tumor NecrosisFactor alpha) bedingt die Differenzierung der Zellen
einen sogenannterM1-Phanotyp (Ubersichtsartikel: Rasmussen et al., 2009M1-
Makrophagen zeigemproinflammatorische Reaktionen und sezernieren z.B. die Cytokine
TNF-a und Interleukiné (Ubersichtsartikel: Sica et al., 2008) Die aktivierten M1-
Makrophagen verstarken dadurch die Inflammation im betroffenem Gewebe. Zum Beispiel

fuhrt sezerniertes TNER zu einer Aktivierung wigerer Immunzellen, welche ebenfalls gegen
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Abbildung 4. Schematische Darstellung der Signahduzierten Ausbildung von M1-und-M2-

Makrophagen-Phanaypen. In Reaktion auf Pathoger{eosa)oder auf pathogeassoziierteSignale
wie LPS und IFNgaus Tl-Zellen wird ein proinflammatorischer MPhéntdyp ausgebildet
Verschiedene Cytokine vonyZ-oder TeqZellen oder Geweb8ignale induzieren degegenuber
einen M2-Phandyp, welcher indie Regneration und Homoostase veligdener Gewebggestrichelte
Umrandung)Xurch die Sezernierung von Cytokineie zB. TG involviert ist.

die eindringenden Pathogene und befallenen Wirtszellen vorgehen. Im Gegensatz zur obig
genannten klassischen Mktivierung, fuhrt die alternativéktivierung durch verschiedene
Stimuli zur Ausbildungeines M2-Phanayps. Zur Differenzierungin M2-Makrophagen
fuhrenu.a. die Interlekkine 1L-4, 1L-10 und IL-13. Antiinflammatoriscle M2-Makrophagen

sind auchin die GewebeHomoostase undie Regeneratiomei Verletaingen involviert z.B.

durch die Sekretion vorTGFR (Verreck et al., 2006;Ubersichtsartikel: Rodero and
Khosrotehrani, 2010)

2.2.3 Die pro- oder antiinflammatorische Funktion von Makrophagen wird durch

Stimulus-abhangige Transkriptionsmuster bestimmt

Zellen des angeborenen Immunsystems erkenkenservierte, molekulare Muster
mikrobieller Pathogenainter anderendurch Toltéhnliche Rezeptore(loll like Receptos;
TLR). Die Familie der TLRs besteht in Sdugetieren aus 13 Mitgliedern, wiebdiumane
TLR11 nicht funktionell zu seinscheint(Ubersichtsartikel Uematsu and Akira, 2006Yu

diesen konservierten Mustern zdhlen u.a. bakterielle Oberflachenmolekille wie
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Lipopolysaccharide (LPS; gramBakterien) und Peptidoglykan (gram™ Bakterien),
unmethylierte CpGDNA-Abschnitte aus Bakteriersowie einzelstrangige VirulkNA
(Ubersichtsartikel Akira et al., 2006) Durch die Erkennungler pathogenen Mustererden
Makrophagen proinflammatorisch aktiviert uegprimierenverschiedene Mechanismen der
PathogemAbwehr. So sezernierenktivierte M1-Makrophagerverschiedenen Cytokine wie
TNF-a und IL-6 undbildenzudemSauerstoff bzw. Stickstoffradikale aysum Pathogene und
nekrotische Zellen zu zerstor@nbersichtsartikelPeralta et al., 2007)

Die Bindung der TLRLiganden bedingt zudem die Aktivierung von cytoplasmatischen
Proteinen deMNFkB (nuclear factor kappa light chain enhancer B cellg-Familie Die
NFkB-Familie setzt sich aulinf DNA-bindendenUntereinheiten zusammen (RelA, RelB,
cRel, p50, p52) welche spezifische Dimere ab#den Die Aktivierung der Makrophagen
fuhrt zur Phosphorylierung und Degradation von inhibitorisckBraProteinen(IkB), was zur
Freisetzung decytoplasmatischen NdB-Dimere und deren Translokation in den Nukleus
fuhrt (Abbildung 5). Hier binden die nuklearen MB-Untereinheiten wie RelA und cRals
Aktivatoren an NKB-Bindestellen in Promotoren zahlreicher Gem®durch spezifische
Transkriptionsmuster initiilert werdg(UbersichtsartikelO6 Dea and Ho.fldBmann,
Proteinewerden wiederunresynthetisiert inhibieren die Aktivitdit dedDNA-gebundenen
NFKkB und sequestrieren es zurick in das @pema.Eine andauernd&timulation der
Makrophagen fuhrsozu einer wiederholten Degradation und ResynthesekB®a IDadurch
bedingt die zyklischelnhibition von NFkB eine Oszillation der NEB-Untereinheiten
zwischen Cytoplasma und Nukleoplas(iéerner et al., 2012Diese strikregulierte NKkB-
Aktivierung ist essentiell fidie Regulation der Transkription wahrend der inflammatorischen
Reaktion(UbersichtsartikelSen and Smale, 2010)

Abhangig von Starke und Dauer der Stimulation aktiviert die-ER&nnung durch TLR4
u.a. NFkB-RelA, welchesin Makrophagerdie geringe basaldranskription de Gers a20
(tnfaip3, tumor necrosis factor alpha induced proteinRak et al., 2011; Liang et al., 2012)
verstarkt und die Transkription vanf-a (tumor necrosis factoalpha) undil6 (interleukin g
induziert(Westra et al., 2004)n Makrophagen inhibielasA20-Proteinwiederum dieTNF-
a-aktivierte Freisetzung desytoplasmatischen NdB-Dimers und reguliert auf diesem Weg
die Reaktiorder Zellen auf TNFa (Werner et al., 2012Pie Stimulation durciTNF-a kann
zudem dieApoptoseinduzieren welche aber in einigen Zellesurch A2Q vermutlich tber

die Regulation vonNFkB, inhibiert werden kann (Verstrepen et al., 2010)Durch
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Makrophagen sezerniertes TMF und IL-6 verstarken autokrin und parakrin die
Inflammation im betroffenen Gewelvor allem durch Aktivierung weiterer Immunzellen des
adaptiven und angeborenen Immunsysté@iserry and Cerami, 1988piese aktvierten
Immunzellen bilden ebenfalls Signale aus, welche auf die Makrophagen rickféamn

and Locksley, 1996; Parker et al., 200Z0)m Beispiel sezernieren aktivierteLymphozyten
IFNg, welches digroinflammatorische Reaktion der Makrophagen vers{@g&hroder et al.,
2004) Proinflammatorische Cytokine wie TN& oder IFNy induzieren in Makrophagen die
Ausbildung eines proinflammatorischen Phanotyps, u.a. gekennzeichnet durch die verstarkte
Expression des CD1Rezeptors und verschiedener proinflammatorischer Cytokine, einer
verstarkten Phagocytose von mikrobiellen Pathogensnd verstarkten Prasentation
pathogener AntigenéMartinez et al., 2009; Mantovani et al., 20080 bildet sich ein
Signalnetzwerk zwischen den Zellen des inflammatorischen Gewebes, welches die
InflammationsReaktion verstarkbder nach erfolgreicher Abwehr der Pathogene beendet.
Neben einer Funktion als Effektorzellen des angeborenen Immunsystems, stellen
Makrophagen zudem Mediatoren verschiedener Cytokth ChemokirSignale in der
Gewebehomoostase d&ordon and Martinez, 201L@Madurch sind Makrophagen z.B. an der
Wundheilung und in Muskelwachstum ufRlegeneration beteiligfMartinez et al., 2009;
Rodero and Khosrotehrani, 2010; Deng et al., 2002)iere Arbeiten zeigen, dass Stimuli
wie IL-4, IL-10 und I1-:13 die Entwicklung zu MMarkophagen bediren Diese
Interleukine werden hauptsachlich durch2Tund reguitorische TZellen sezerniert (siehe
Absatz 2.2.1, Seitel3) und bedingen einen Makrophagehanotyp, welcher eher
modulierend oder supprimierend auf proinflammatorisReaktionen wirkt. Eine
antiinflammatorische Stimulation von Makrophagen fihrt damit durch die Internalisierung
oder dem Ausschluss vonTranskriptionsfaktoren aus den Nukleus distinkten
Transkriptionsmusterr(Mantovani et al., 2004; Martinez et al., 20090 inhibiert die
Stimulation der Makrophagen durch-4, IL-10 und 1-13 die nukledre Lokalisation von
RelA wodurchdie Expression proinflammatorischer Gene wiea undil6 blockiert wird.
Stattdessen aktivieren 4 und IL-13 den Aktivator STAT6, welcher notwendig ist fur die
Transkription verschiedene M#pischer GengBiswas and Mantovani, 201050 wird in
M2-Makrophagen u.a. die Expression antiinflammatoris@wokine wie TGFR3 und 1E10
aktiviert (Sica et al., 2008; Martinez et al., 200Burch de Sezernierung der verschiedenen
Cytokine tragerM2-Makrophagerzum Beispielin verletztem Gewebe zur Proliferation von
Zellen sowie der Angiogenesed Gewebeegeneration bglLovren et al., 2010)
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: Inflammatorische
Infektion > .
Reaktion
Stimulation durch \ Cytokin-vermittelte
direkte Erkennung Stimulation der Makrophagen
des Pathogens (IFNy, II-1, 11-6 ...)

Abbildung 5. Schematische Darstellung der LPS$nduzierten NFkB-Aktivierung mit folgender
Transkription von a20, interleukin 6 (il6) und tumor necrosis factor alpha (tnf-&) in
proinflammatorischen Makrophagen. LPS-induziertesTNF-a bedingt autokrin die Transkription
von il6 und verstarkt die Transkription voa20. Cytoplasmisches A20 inhibiert die KB
Aktivierung und damit di§ NF-a-vermittelte Transkriptionsiduktion.

Das umgebende SignatMikromilieu kann auch dazu fiuhren, dass Makrophagen
Krankheitsbilder verstarkemn Tumorgewebe induziert die Sezernierung vortJUL-10 und

IL-13 die Ausbildung antiinflammatorischer M&akrophagen undihrt dadurchu.a. zur
Expressiordes immunsuppresiven Wachstumsfaktors T@#f&h Makrophage(Martinez et

al., 2009) Sollten Makrophagerunter normalen BedingungeKrebszellen attackieren,
scheinen die Tumeassoziierten M2Vlakrophagen nicht gegen den Tumor gerichtet zu sein.
Vielmehr stehen diese antiinflammatorischen Makrophagen im Verdacht, durch Ausschiittung
von Cytokinen die Angiogenese, Zellproliferation undndadie Progression des Tumors

weiter zu unterstiutzef®ica et al., 2008)
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3. Fragestellung

Die beschriebenen Funktionen von TAF4B in unterschiedlichen Zelltypen machen es zu
einem interessanten Faktor, um die Regulation der Transkription durch Paraloge der basalen
Transkriptionsfaktoren besser zu verstehbdleuere Versuche deuten darauf hin, dass TAF4B
nicht alleinig durch eine Promotonbdespezifitat reguliert wird.Die Aktivierung der
transkrigionellen Funktion von TAF4B scheint teilweise signahduziert und zudem
beeinflisst durch die Menge von nuklearen TAF4Bzu sein Jedoch ist nicht klardurch
welche Mechanismen diese Aktivierung eingeleitet wigudem wurde diedirekte
Promotoriindung von TAF4B lediglichin vitro, durch eine ektopische Inhibition des
ubiquitdren TAF4 odr in Krebzelllinien mit B- bzw. T-Zellcharakteraufgezeigt.Diese
Versuche konnerdamit artifizielle Ergebnisseerbracht habenweswegenprimare Zellen
grundsatzlich ein zu bevorzugendes Zellsystenstdden Durch die starke Differenzierung

von primar@ Monozyten zureifen Makrophagen sowie die Reaktivitat der Zellen auf
verschiedenste Stimuli ist es moglich das Verhalten des Transkriptionsfaktors in teilweise gut
bekannten Parametern zu bestimmé&mdem ist es moglichkdurch verschiedee Stimuli die
weitere Ausbildung distinkter Makrophag&ténotypen zu induzierenVerschiedeneder
gezeigten TAF4Bnteraktionspartner wie RelA oderJan werden ebenfalls in Makrophagen
exprimiert. ZudemranskribierenMakrophagenbekanntermal3emerschiedene ddsisherin
Krebszelllinien gezeigtemAF4B-Zielgene wie a20, integrina6é und c-jun teilweise wahrend

der Differenzierung deakrophageroder nach einer distinkten Stimulation

Eine transkriptionsregulatorisché&unktion von TAF4B wurde bis jetztin Zellen des
adativen Immunsystems aufgezeidh dieser Arbeit soll eingangsestimmtwerden, ob
TAF4B und TAF4 in Makrophagen,Zellen des angeborenen Immunsystems exprimiert
werden. Zudem soll untersucht werden, inwieweit die gut untersuchten Signalwege
stimulierter M&rophagen eine Auswirkung auf die Funktion von TAF4B habelche
Faktoren konnten eine Auswirkung auf die nukleare Anreicherung von TAF4B besitzen?
Wahrend Krebslllinien bekanntermal3en eirfehlregulierte Transkription aufweisen, gilt
dies nicht fur primare Zellen. Die Bindung von putativen Zielgenen durch endogenes TAF4B
sollen aus diesem Grund in primaren Makrophagen aufgezeigt werddénnen

maoglicherweise Hiweise auf die Art der Zielgepszfitat von TAF4B gefunden werden?
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4. Material und Methoden

4.1 Abklrzungen

ChIP= Chromatiimmurprazipitation

Bp= Basenpaare

BSA= RinderSerumalbumin

IF= Immunofluoreszenz

H,Obd= Doppelt destiliertes Wasser

kBp= 1000Basemaare

MP= Milchpulver

PBMCs Peripherial blood mononuclear cejis Mononukleare Zellen des peripheren Blutes,
d.h. dendritische Zellen, Granulozyten, Lymphozyten, Monozyten und Makrophagen.
PBSdef=PBS (Phosphat Buffered Saline) ohné'0dg? (PAA; H15002

PBS = PBS mit C4"/Mgy; PAA (H15-001)

PCR= Polymeras&ettenReaktion

rpm= Rounds per minute

WB= WesternBlot

4.2 Gerate und Materialien

BD FACSCalibur Flow Cytometer:-@olor, BDBiosciences342975
Biofuge pico; Heraeus Instruments

Biofuge fresco; Heraeus Instruments

Biometra UVsolo; Mitsubishi

Block-Heater H250;Roth

Entwickler CURIX 60; AGFA

Fast Optical 96 Well Reactieiplate with Barcode (0,il); Applied Biosystems; 4346906
Fluoreszenzmikroskop Axioplan2 imaging; Zeiss

Hyperfilm ECL 18x24cm; GE Healthcare; 288387

Inkubator HERA cell; Heraeus Instruments

Megafuge 1.0R; Heraeus Instruments

Mikroskop-CKX41; Olympus
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Mini Tank Blot Cell; BioRad

Personal Cycler; Biometra

Petrischalen 92x16cm (ohne Nocken); Sarstedt; 821472001
Sonifier W-250D Microtip: MAX. 70% Amplitude; Branson
Photometer Biomate 3; Thermo Fisher Scientific
ULTRAFREEMC, Durapore PVDF 0,45um; Millipore; UFC30HV25
Zentrifuge J21 M/E  Beckmann Culture GmbH

24-Well-Platten; Sarstedt; 83.1836

7500 Fast Realime PCR System; ApplieBiosystems

4.3 Kits, Enzyme, Marker

Accu Prime Taq Hifi; Invitrogen; 12346386

AMAXA Human Macrophage Nucleofector Kit; Dharmacon/Thermofisher; VARS8
High Fidelity Taq; Invitrogen; 1130011

Omniscript RT Kit;Qiagen; 205111

One Step RIPCR Kit; Quiagen210210

PageRuler Prestained Protein ladder; Fermentas; SM0671
Proteinase K; Fermentas; E00491

Protein GPlus ProteinA Suspension; Calbiochem; IP05
Power SYBR Green PCR Mix; Applied Biosystems; 4367659
QiaquickPCR Purification KitQiagen; 28104

RapidStep ECL Reagent; Calbiochem; 345818

RNAeasy Mini; Qiagen; 74104

RNAse; Roche; 11119915001

RNAse free DNA Set; Quiagen; 79254

Velocity Taq; Bioline; BIG21098

2-log DNA ladder; BioLabs; N3200L

4.4 Chemikalien, Lésungen und Zellkulturreagenzien

Bovines Serumilbumin (BSA); Sigma Aldrich; A94180G
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CHAPS; Sigma Aldrich; C3023G

Fetale Bovine Serum (FBS); PAA; A1
Fluoromount G; Southern Biotech; 0100
Formaldehyd (37%); Sigma; 25,254
Humanes ABSerum; PAA; C11021
Interleukin 4 (human); PeproTec2(0-04
Interleukin 10 (human); PeproTech; 2000
Interleukin 13 (human);PeproTech,;
L-Glutamine; Biochrom; KG:K0202
Lipopolysaccharide (LPS);

LSM 1077; PAA; J11004

MEM Vitamins; Gibco; 11127

Natrium Pyruvat; Gibco; 1136039

Normal Goat Serum (NGS); \¢®or Laboratories; 9000

Material und Methoden

PBS (Phosphat Buffered Saline) ohné'0dg,; PAA; H15002

PBS mit C&'/Mgy; PAA; H15-001
Penicillin-Streptomycin; Gibco; 1514022
PMA; Calbiochem; P8139 Sigma
RPMI1640; PAA; E18041

Serum Albumin Fraktion V; Roth; 8076.3
TRITON X100; Roth; 3051.2
TRIZOL-Reagenz; ; 1559626
TWEENZ20; Roth; 9127.2
2-Mercaptoethanol; Gibco; 3135110

Allgemeine Pufferldsungen:

PBS: TBS (Tris Buffered Saline):
137mM NacCl 10mM TRIS

2,7mM KCI 150mM NacCl

10mM NgHPO,

2 mM KH,PO,

TBSTT:

TBS

+ 0,05% Tween 20
+ 0,2% Triton X-100

24



4.5 Antikorper, IgGs

Tabelle 1. Primare Antikorper

Material und Methoden

Antikorper Herkunft

anti aktive RNA Maus
Polymerase Il
Kaninchen

anti Aktin

anti CD14 FITC Maus
gekoppelt

anti c-Rel Kaninchen

antiHistone H3 Kaninchen

anti Fibrillarin Maus

antiKaninchea  Kaninchen
Immunglobuline
Kaninchen

anti LaminA/C

anti RelA Kaninchen

Artikelnummer/

Referenz

Covance;

134R; Klon H14

SantaCruz;
sc1616R
SantaCruz;
sc1182

SantaCruz;
sc71

Freundlicherweise
zur  Verfuigung

gestellt von Dr.

Alexander

Visekruna

ABCAM; ab1791

Antikorper

Online;

ABIN398380

ABCAM,;
ab46540

Cell Signaling;

2032

SantaCruz; s872

Eingesetzte Verdliinnung

IF 1:75

WB: 1:5000 (5% BSA)

Durchflussgtometrie: 5ul/

1ml Pufferlésung

IF: 1:300
ChIP: 4ug/IP

ChiIP: 4pg/IP

IF: 1:250

ChiIP: 4pg/IP
IF: 1:500

WB: 1:1000 (5% MP)

ChIP: 4pg/IP
IF: 1:500
WB: 1:1000 (5% BSA)
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antiTAF4 Maus SantaCruz; IF: 1:300
SG736
antiTAF4B1536 Kaninchen Freundlicherweise ChIP: 3ul/IP

zur  Verfuigung IF: 1:1000
gestellt von R. WB: 1:20006%MP)
Dikstein (Dikstein
et al., 1996)

antiTAF4B1537 Kaninchen Siehe WAB: 1:1000 (5% MP)
a-TAF4B1536

Tabelle 2. Sekundare Antikdrper

Antikdrper Herkunft Artikelnummer/ Eingesetzte
Referenz Verdinnung
Cy3antiKaninchen IF: 1:200
Cy2 antiMaus IF: 1:100
anti Kaninchen WB: 1:5000

Peroxidase gekoppe
anti Maus Peroxidas: WAB: 1:1000
gekoppelt

4.6 Oligonukleotide

Tabelle 3. Oligonukleotide

Name SequeB8a 56
a20ChlIPfw.1 CAGCCCGACCCAGAGAGTCAC
a20ChlPrev.1 CGGGCTCCAAGCTCGCTT
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a20RTfw.1

a20RTrev.1
a20_36UTRChI Pf w.
a20_ 36UTRChI Pr ey
iI6RTfw.1

iI6RTrev.1

Oligo-dt

RTtaf4fw.1

RTtaf4rev.1

tafABflvarRTfw.1

taf4BfIRTrev.1

tafABvarRTrev.1

taf4ABRTfw.1

taf4ABRTrev.1

tnf-aaChlIPfw.1

tnf-aaChlPrev.1

tnf-aaRTfw.1

tnf-aaRTrev.1
XS13MenschMausfw
XS13MenschMausrev

TGGAAAGCCAGAAGAAACTCA
CGCCTTCCTCAGTACCAAGT
AACTGGCAAGGGATGATGTC
CACGCGACTTGTGTGTCTTT
GAAAGCAGCAAAGAGGCACT
TTTCACCAGGCAAGTCTCCT
[TTTTTTTTTTTTTT (15x T)
GCCACGGAAACTATGGAAAA
TGCACGAGCTCTTTCACATT
GCAAATTACTCTGCCTGGAAA
CATCCTCATCTCGGAAGCAT
AAGTAGACCGGAAGCATGATGT
CCACAGGCAGTTCAAGTCAA
TTCACTGGCATCGTCTTCTG
CGCTGGTTGAATGATTCTTTCC
GCTGGTCCTCTGCTGTCCTT
AGCCCATGTTGTAGCAAACC
TGAGGTACAGGCCCTCTGAT
TGGGCAAGAACACCATGATG
AGTTTCTCCAGAGCTGGGTTGT

4.7 Zellkulturmethoden

4.7.1 Zellkulturmedien

Medium fur humane, primare Monozyten bzw. Macrophagen:

RPMI 1640 (ohne Glutamin)
+ Hepes (im Medium enthalten)
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+ 2 mM L-Glutamine (200mM)

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

+ 5 ml Aminosauren (100x, PAA)

+ 5 ml Natriumpyruvat (100mM)

4.7.2 qlsolation, Kultivierung und Stimulation von primaren humanen Monozyten

Fur die Aufreinigung von humanen primaren Monozyten wurde in diedesit Buffy coats

der Blutspendebank Giel3en verwendet. Die Zellen wurden wéhrend des gesamten Ablaufs auf
Eis gehalten. Zudem wurde wahrend der Aufreinigung und Kultivierung der Monozyten bzw.
Makrophagen strikt darauf geachteine mogliche Kontaminatioder Zellen zu vermeiden.

Ein Buffy coat stellt eine Blutfraktion darin welcher wei3e Blutkdrperchen und
Blutblattchen angereichert sind. In einem ersten Aufreinigungsschritt wurden PBMCs
(peripherial blood mononuclear cellg)ber einen Ficoll (LSM1077)Gradienten aus dem
Buffy coat aufgereinigt. PBMCs sind eine Blutzellpopulation bestehend ausnd Bl-
Lymphozyten, Granulozyten, dendritischen Zellen und Monozyten. Aus den erhaltenen
PBMCs wurden anschlielRend durch das Elutratesahren Monozytenspliert (Yasaka et

al., 1981)

Fur dieAufreinigung der PBMCs durch einen Ficoll-Gradienten (Amersham Biosciences
Handbook-Padwé cPLUS For in vitro isolation
Buffy coat ( ca. 6570ml) auf drei 50 mFalconGefalie aufgeteilt, in welche jeweils 20

Ficoll vorgelegt wurden. Es wurde dafageachtet, dass der Buffy coat auf das Ficoll
geschichtet wurde ohne sich mit diesem zu vermischen. Anschligiiedd der Ansatz fir

30 min bei 21°C und 600J00 x G, ohne Bremse zentrifugiert. Die angegebene
Beschleunigung muss dabei auf die Fidliffy coatGrenzflache wirken. Hierflr wurde der
Radius zwischen Zentrifugefentrum und FicoiBuffy-Grenzflache ausgemessen und
abhangig vom Zentrifugentyp die notwendige Umdrehungsgeschwindigkeit errechnet. Nach
der Zentrifugation wurde das UbersteheRtiEessma soweit wie moglich abgenommen und der
entstandene Leukozytdting in 50ml PBS (ohne GdMg®, eiskalt) vorsichtig
resuspendiert. AnschlieRend wurden die Leukozyten zentrifugiert2200G, 4°C, 10min.,

ohne Bremse), nochmals in 50ml PBS (ohné&'MMy,, eiskalt) gewaschen und zentrifugiert.

Das Leukozytenpellet wurde dann in 30 ml PBS (ohn€/®la,, eiskalt) gelést und darauf
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folgend elutriert. Fur di€lutriation der Monozyten aus PBMCswurde der Elutriator am
Vortag mit 500ml sterilem HObd gepilt. Wahrenddessen wurde der Elutriator kurz
angeschaltet um das System auf eventuelle Lecks wéahrend der Zentrifugation zu tberprufen
Ein Schema des Elutriationssystems ist im Anhang zu finden (gibbédung 25). Im
Anschluss wurde der Elutriator mB50ml Wasserstoffperoxidlésung (6% in sterilen
H,Obd) gespult und fur 3045min. inkubiert. Folgend wurde das System wiederum mit
500ml H,Obd gespult und geeicht. Fir di&alibrierung wurde steriles H,Obd in das
Elutriationssystem eingepumpt. Bei konstanten 3@d® wurde die Pumpleistung bestimmt
welche notwendig war um 27tBl/min durch das System zu pumpen. Diese Pumpleistung
wurde im Elutriatonsprotokoll vermerkt und stellt den letzten Elutriationsschritt dar, siehe
Tabelle 4 ( Kalibrie-Sc hr i t t i) . Am f ol gend,emelchddarch demur d e n
Ficoll-Gradienten isoliert wurdenin die ElutriationsKkammer des Rotors gepumpt.
Nachfolgend wurden sie mit konstanter Geschwindigkeit (3p061 des Elutriators bei

steigender Pumpleistung der Pumpe elutriert.

Tabelle 4 Beispiel eines Elutriationsprotokolls

Pumpleistung (Potentiometeranzeige) Zeit/ Schritt (min.)

100 Hier PBMCs einziehen und weite

15 min. elutrieren

200 5
250 5
300 4
350 4
450 3
480 3
500 3
510 3
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520 4 (Kalibrier-Schritt)

660 Rotor ausschalten und 164 des

Elutriats auffangen

Das in Tabelle 4 dargestellte Elutriationsprotokoll stellt ein Beispiel dar. Durch die
Erschlaffung der Schlauche im System muss der Eichschitt und damit nach einiger Zeit das
komplette Protokoll neu angepasst werden. Bei einem Neueinbau von Schlauchen wurde von
Herrn Andeas Kaufmann (AG Bauer BMFZ) zudem ein vollstandig neues
Elutriationsprotokoll erstellt. Die Monozyten wurden nach der Elutriation bei @4&a0
10min., 4°C zentrifugiert und in 1@nl eiskaltem PBSdef. resuspendiert. Nach Bestimmung
der Zellzahl wurde witergehend die Reinheit der Monozyten bestimmt (siehe Abschnitt

4.7.4Durchflusszytometripund die Zellen nachfolgend kultiviert.

4.7.3 Kultivierung und Stimulation von primdren humanen Monozyten bzw.

Makrophagen

Die isolierten Monozyten wurden in RPNMedium + 2% humanes AB Serum
aufgenommen und abhangig von der Flache ausdéisiizu wurden pro Well einer 2d/ell-

Platte 0,5 x 10Zellen in 0,5ml Medium auf Deckglaschen und 10 x®Zellen in 10ml
Medium / @10cm Petrischale ausgesat. Nach 1 Stunde wurde das Medium vollstandig
abgenommen und frisches RPMI #4% humanes ABSerum auf die mehrheitlich adharenten
Zellen gegeben. Nach funf Tagen wurde die Halfte des Medabgsnommen und durch

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

Die Makrophagen wurden zudem mit verschiedenen Stimuli behandelt. Mit bakteriellen
Lipopolysacchariden (LPS, 100ng/ml), Interferon gamma @lFNrig/nl), Intereukin4, 10
oder 13 (jeweils 20ng/ml). Die Stimuli wurden in Medium verdinnt, zu den definierten
Endkonzentration in die kultivierten Zellen getropft und die Zellen kgazchwenktNach

der jeweiligen Stimulationsdauer wurden die Zellen weiter verwendet.
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4.7.4 Durchflusszytometrie

In der Durchflusszytometrie werden Zellen hintereinander in einem Flussigkeitsstrom an
einem Laserstrahl vorbeigepumpd, dass auf diese Weise Grof3e, Form und Granularitat der
Zellen gemessen werden kann. Sind die Zellen Fluoresmaridert kann auch diese
Markierung spezifisch detektiert werden. Zudem kann mit dieser Methode die Reinheit einer
Zellpopulation bestimmt westh. Da jeder Zelltyp der heterogenen PBMé€lpopulation

eine spezifische Morphologie und Oberflachenmolekilspektrum besitzt war es mittels
Durchflusszytometrie moglich die Reinheit der isolierten Monozyten zu bestimmen. Hierfur
wurden elutrierte Monozyte mit anttCD14FITC gekoppelten Antikdrper inkubiert. Im
Vergleich zu anderen PBMCs exprimieren Monozyten und Makrophagen denRx2éptor

stark angereichert auf der Zelloberflache, was es ermdglicht Monozyten spezifisch fur die
Durchflusszytometrie floreszent zu markiererfPaulnock, 2006) Ein stellvertretedes
Beispiel fur die Auswertung einer Analyse der Durchflusszytometrie igthinildung 6

dargestellt.
A B C

1000 1000 84,74

800 80

600 60

SSC-H:: SSC-Height
$SC-H: SSC-Height
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400 > gl 40
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o EET 0
2 4 6 1 2 6 2
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FSC-H: FSC-Height FSC-H:: FSC-Height FL1-H: CD14-FITC

Abbildung 6. Beispiel der Auswertung einer Durchflusszytometrie humaner priméarer
Monozyten. A) Streudiagramm der egamte elutrierten Zellpopulation ohne Darstellung der
spezifischen Fluoreszenz des verwendetenl@Bntikérpers, nach Granularitat(SSCHigh) und
ZellgréRe(FSGHigh) der ZellenB) Streudiagramnder CD 14-positiven Zelpopulation (griin) in der
gesamten elutrierten Zellpopulation (rof) VergleichendeDarstellung der Starke deggmessenen
Fluoreszenwertes (FL1H-CD14-FITC) der gesamten gemessen Eresgei (% of max)elutrierter
Zellen welche nicht mit dem GI4-Antikorper behandelt wurdefrot) und der CD14-Antikorper
behandelten Zellefgrin) derselbenelutrierten Zellpopulationzum Aufzeigendes spezifischeD-
14-Antikorpersgnals. 84, 744 der Zelen dieser elurtrierten Zellpopulation waren CDBjdsitiv.

Fir die Durchfihrung der Durchflusszytometri zuf@D-14-Markierung der Monozyten
wurden 0,5« 1¢° Zellen einmal in Inl FACSBuffer (2% FBS+2mM EDTA in PBSdef,
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eiskalt) gewaschen und mit 2008m (Tischzentrifuge) bei 4C, 5min. abzentrifugiert.
Folgend wurden die Zellen inrtil FACS-Puffer + 5pl anti CD14FITC resuspendiert und fur
20 min. abgedunkelt be# °C inkubiert. Danach wurden die Zellen nochmald ml FACS
Puffer gewaschen, in 5Q0 FACS-Puffergeldstund fir die Durchflusszytometrie verwendet.
Als NegativKontrolle fur die Fluoreszenklessung wurden Zellen parallel ohne Cb14
FITC-Antikorper behandelt.

4.8 Molekularbiologische Methoden

4.8.1 RNA-Isolierung

Fir die Isolation von GesamfRNA wurde das RNAesKit von Quiagen nach
Herstellerangben verwendet. Um eine eventuelle DIi¥Antamination auszuschliel3en wurde
zudem ein Verdau mit RNAdeeier DNAse (Quiagen) nach Herstellerangaben durchgefuhrt.
Alle Zentrifugationschritte der RNAsolation fanden bei 1000@m (Tischzentrifuge) statt.
Schwimmende Zellen (PBMCs und Monozyten) wurden dreimal in eiskaltem PBSdef
gewaschen, jeweils mit 200pm, 5min. bei 4°C mit abzentrifugiert und dann abhangig von
der Zellzahl in RLT-Puffer aufgenommen (sieche RNAesysotokol). Adharente Zellen
wurden auf derPetrischalemit PBSdef gewaschen und dann direkt in RRdffer
aufgenommen. Die lysierten Zellen wurden auf Eis mit einer min/Syringenadel
resuspendiert. Diesolierte RNA wurde zuletzt zweimal riin. in 30 pl RNAsefreiem
H,Oeluiert. Die RNA wurde bei80 °C gelagert.

4.8.2 Synthese von cDNA aus RNA

Fur die Synthese von copy DNA (cDNA) wurde das Omnisd€ip{Quiagen) mit OligedT-
Primern nach Herstellerangaben verwendet. Es wurden 2000ng GesamRNA fir die
SyntheseReaktion eingesetzt. Zur Auflosung komplexer RS#ukturen wurde vor der
cDNA-Synthese die verwendete RNA flunbn. bei 65°C erhitzt.
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4.8.3 Protein-Extraktion

RIPA-Lyse-Puffer

50mM TRIS-HCI pH 7,8

150mM NacCl

1% NP40

0,1% Sodiumdodecylsulfat (SDS)

0,5% NatriumDeoxycholat

1 mM Dithiothreitol DTT (Zugabe kurz vor Verwendung)

1:100 Proteinase Inhibitor Cocktail (7fach Stammlésgung) (Zugabe kurz vor Verwendung)
1 mM PhenylmethylsulfonylfluoridPMSF) (Zugabe kurz vor Verwendung)

Fur die Extraktion von Gesamtprotein aus Monozyten bzw. Makrophagen wurde 1
eiskalter RIPALysepuffer pro 10 x 18 Zellen eingesetzt (Proteinase Inhibitor Mix 1:100,

1 mM PMSF 1mM DTT wurden vorher frisch zugegeben). Schwimmende Zellen (PBMCs,
Monozyten) wurden zweimal in eiskaltem PBSdef gewaschen und anschlieBend in RIPA
Puffer resuspendiert. Adtente Zellen wurden ebenfalls zweimal in eiskaltem PBSdef
gewaschen, in RIPARuffer abgeschahind anschlie3end resuspendiert. Die Zellen wurden
daraufhin entweder fir 3@in. bei 4°C rotiert oder auf Eis alle 1fdin. resuspendiert. Nach

der Zelllyse wuré der Zelldebris bei 1300Pm, 4°C, fur 15min. abzentrifugiert und die
ProteinKonzentration des Uberstandésirch die BradfordMethode bestimmt (Bradford,
1976)

4.8.4 CytoplasmaNukleoplasmaFraktionierung

Puffer Al Puffer B

10mM HepesKOH pH 7,9 20mM HepeKOH pH 7,9
10mM KCI 400mM NacCl

1,5mM MgCl, 1,5mM MgCl,
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0,5mM DTT 0,5mM DTT
0,04% NP-40 0,2mM EDTA
0,5% NP-40
Puffer A2 2mM NgVO,
Puffer A1, ohne NRIO 150mM Natriumfluorid

Proteinasdnhibitor-Cocktail (7fach Stamml6sung) 1:100 undviM PMSF wurden kurz vor

der Verwendung in jeden Puffer zugegeben. Fir die Fraktionierung des dytb
Nukleoplasmas wurden die Zellen zweimal auf dRatrischalemit eiskaltem PBSdef
gewaschen. Die Zellen einPetrischalevurden danmit einem Zellkratzedirekt in 180ul

Al gekratzt (eiskalt) und finf Minuten auf Eis inkubiert. Wahrend der Inkubationszeit wurden
die Zellen einmal angeschnippt. Folgend wurden die Zell#r2000rpm (Tischzentrifuge),

funf Minuten bei 4C zentrifugiert. Der Uberstand, der die Zytoplasfnaktion enthalt,
wurde abgenommen und auf Eis gelagert. Das Pellet wurde vorsichtig ipl 580
resuspendiert, erneut abzentrifugiert (200@, 4 °C,5 min.) und in 36Ql Puffer B
resuspendiert. Zur Nukktiyse wurde der Ansatz nun 26in. bei 4°C, rotierend inkubiert

und dann mit 13006pm bei4 °C fiir 7 min. abzentrifugiert. Der Uberstand enthielt die
nukleare Fraktion und wurde zusammen mit depmigismatischen Fraktion be20 °C oder-

80 °C (Langzeitlagerung) gelagert.

Der spezifische Proteinnachweis in den einzelnen Zellplasmafraktionen wurde durch einen
WesternBlot durchgefuhrt. Hierfir wurden die Antikdrper gegen TAF4B und RelA
gemeinsamri k u b i e r tProtdingetektibneduréh Western-Blotfi | 36).i Vloreder
nachfolgenden Immundetektion von Lamin bawubulin wurde die WesterBlot-Membran

gestrippt.

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

Zur Quantifizierung der relativen Menge spezifischer Transkripte aus cDNA (siehe Abschnitt
4.8.2 oder zur Quantifizierung der Anreicherung spezifischer BAb&chnite in ChlPs
(siehe Abschnit4.8.9 wurden quantitative EchtzeRCRs durchgefuhrt (QRPCRS). Der
fluoreszierende Farbstoff bindet in jeder Polymerisationsphasees PCRZyklus
auschlie3lich an neu amplifizierte doppeltstrangige DNA (dsDNARpgmente. Wahrend der

exponentiellen Phase der PCR, kann so die relative Menge an Amplikons im Bezug auf eine
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Referenz bestimmt werden. Fir die gRTR wurde ein kommerzietrhaltlicher Reaktions
Ansatz (POWER SYBR Green; Appl i edTinRiP€ERY St em
Syst emif (Appl i ed Bi osyst e ms )PCRPeogramem idteirt . Da:
Tabelle5 dargestellt:

Tabelle 5. Programm des gRT-PCR-Gerates (Standard 750éModus)

Stadium Wiederholung Temperatur Zeit Rampen
Rate
1 1 50.0 °C 02:00 100
2 1 95.0 °C 10:00 100
3 40 95.0 °C 00:15 100
60.0°C 01:00 100
4 1 95.0 °C 00:15 Auto

(Dissociation)
60.0 °C 01:00 Auto
95.0 °C 00:15 Auto
60.0 °C 00:15 Auto

PCRReaktionsansatz:

10 ul 2xPOWER SYBR GREEN
3,64l H,Obd

0,18pl Primer (10mM)

0,18ul Primer (10mM)

14l

+ 6 pul cDNA (1:20 bis1:60 in HObd)

In gRT-PCRs zur Detektion von Transkripten in cDNA wurpdd 3als Referend ranskript
verwendet. Die Anreicherung spezifischer DMAschnitte in ChIPs wurdeelativ im
Verhdltnis zum jeweiligen Ing-Material berechnet.Berechnung desDCt und des

Umkehrwertes:

DCt = CtSpezmsche Immunoprelleltatlc_)r\Ct Eingangsmaterial 1:10
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Relatives Menge der prazipitierten DNALK2 ™Y

Fir die Auswertung der gRFPCR wurde jedes Zieltranskript bzjederZiel-DNA-Abschnitt

pro Versuchsbedingung in mindestens drei unabh&ngigen Versuchen nachgewiesen, wobei
jede PCR als Triplikat durchgefuhrt wurde und hier der Mittelwert fir die Auswertung
verwendet wurde. Digeweilige Standartabweichung wurde in Excel @ugtisch durch die

folgende Fomel berechnet:

> (x—x)°
(n-1)

4.8.6 Proteindetektion durch Western-Blot

Um  spezifisch  Proteine in  Proteinextrakten aus gesamten Zellen oder
Zellplasmafraktionierungen zu detektieren, wurden diese Uber die-P8&crylamid
Gelelektrophoese aufgetrennfLaemmli, 1970) Im Ladepuffer ist DTT enthalten welches
Disulfidbricken in Proteinen reduziert und so eine Auflosung @ekundar und Tertiar
strukturen bedingt. Zusatzlich wurden durch Aufkoch&skundéar und Tertiastrukturen
aufgeldstim Ladepuffer und in beiden Gelabschnitten des Polyacrylamidgels ist zudem SDS
enthalten, ein anionisches Detergenz, welches sich an die Proteine anlagert und deren
Eigenladungen Uberlagert. Das Polyacrylaf@iel bildet auspolymerisiert abhaggvon der
Acrylamidkonzentration im Gel Netzstrukturen aus. So ist es mgdhateine unabhangig

von Struktur und isoelektrischem Punkt in einem elektrischen Feld ihrer Masse nach
aufzutrennenDie Glasscheiben der Westdsitot-Apparatur wurden mit Z0und 90% EtOH
gereinigt und zusammengebaut. Das Trenngel wurde zuerst zwischen die Glasscheiben der
Apparatur gegossen und mit Isopropanol Uberschichtet. Naotinlswurde der Isopropanol
abgenommen und das Sammelgel auf das Trenngel gegossen. Fir Aes&irendgels und

Sammelgels siehEabelle6 und Tabelle7.

Tabelle 6. Zusammensetzung des Trenngels, abhéngig von der AcrylamikKbnzentration
(Rezept fur zwei Gele)
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Acrylamid -Konz. 12,5% 10% 8%
Acrylamid 4,15ml 3,33ml 2,67ml
(30%  Acrylamid,  0,8%

Bisacrylamid)

1M TRIS-HCI 3,75ml 3,75ml 3,75ml
(pH 8,8)

H,O 1,95ml 2,77ml 3,43ml
SDS(10% in HObd) 100pl 100ul 100ul
APS (10% in HObd) 140ul 140l 140ul
TEMED 10ul 10ul 10 pl

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

Acrylamid 0,65 ml
(30% Acrylamid, 0,8%
Bisacrylamid)

1M Tris-HCI 0,63 ml
(pH 6,8)

H-,Obd 3,7 ml

SDS(10% in HObd) 50
APS (10% in HObd) 50 p

TEMED 5 pl

Vor dem Beladen des SBGels wurde das Proteinextraktnn. bei 95°C in SDS
Ladepuffer denaturiert. Wahrend des Gellaufs des-GBIS wurden pro Gel vier Whatman
Paper und eine Nitrozellulosdembran auf Gelgréf3e zurecht geschnitten. Die Membran
wurde fir 10min. in H,Obd aktiviert und dann zusammen mitrdé/hatmanPapieren in

TankblotPuffer gelagert. Nachdem die Proteine auf dem -&@5aufgetrennt waren, wurde
37



Material und Methoden

das SDSGel fur 5min. in TankblotPuffer gelegt. Darauf folgend wurde der Tankblot wie in
Abbildung 5 dargestellt zusammengebaut

(- PEI ) : : Whatman Paper
schwarz
i ] SDSPAGE
1 Membran
+ Pol . :
(rot) . - Whatman Paper

Abbildung 7. Schematische Darstellung des Aufbaues eines Westdslots.

Die Proteine wurden fir 380 Stunden bei 40 und 4°C auf die Membran transferiert. Die
Membran wurde anschlieBend min. in TBS gewaschen und abhangig vom primare
Antikdrper in 5% BSA/TBS oder 86 Milchpulver/TBS bei Raumtemperatur fir eine Stunde
geblockt. Nach dem Blockschritt wurde die Membran furm®. in TBSTT und folgend in
TBS gewaschen. Fir die spezifische Detektion von Proteinen wurde die Membr&iChai 4
5% BSA/TBS oder 5% MP/TBS inkubiert, in welchen der primarer Antikdrper verdinnt
wurde (Verdinnung sieheTabelle 1. Priméare Antikérper Im Fall eirer gemeinamen
Detektion von TAF4B und Aktin wurden die jeweiligen Antikorper zusammen inkubiert.
Nach 16Stunden wurde die Membran zweimal rhth. in TBSTT, folgend in TBS
gewaschen und schlie3lich fir dbn. in verdiinntem, sekundaren Peroxidgskoppelten
Antikdrper inkubiert (Verdinnung siehiEabelle 2. Sekundare Antikérpgr Die Membran
wurde viermal 10min. in TBSTT gewaschen. AnschlielRend wurde die Membran mit-ECL
Reagenz behandelt. Nachmin. Inkubation wurde das Reagenz von der Membran abgetropft
und die Membran in Frischhaltefolie eingeschlagerasDECL wude durch die an den
sekundaren Antikorper gekoppelte Peroxidase umgewandelt wodurch Chemielumineszenz

entsand Das emitierte Lumineszenzsignal wie dann mit einem sensitiven Film detektiert.

4.8.7 Zellulare Proteinlokalisation durch Immunofl uoreszenz

Durch Immunofluoreszenz wurde die spezifische, zellulare Lokalisation verschiedener

Proteine bestimmt. Hierfir wurden auf RunddeckglaRchen adharente Zellen dreimal mit
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eiskaltem PBS gewaschen. Die Schrittejenn nicht anders angegeben, fanden direkt in den
24-Well- oder 12Well-Platten statt. Darauf folgend wurden die Zellen niifi. bei
Raumtemperatur, in % Formaldehyd + 2 Sucrose/PBSdef fixiert. Danach wurden die
Zellen sofort dreimal mit eiskaltem PBSdgewaschen und mit 0,26 TRITON-X100/
PBSdef fur 10min. permeabilisiert. Der sofort darauf folgende einstiindige Blockschritt
wurde mit 10% NGS+10% AB Serum+106 FBS in 0,09 TWEEN/ PBSdef bei
Raumtemperatur durchgefuhrt. Die Inkubation der Zellen gnmaren Antikorper (in
Blocklésung) fand Uber Nacht, bei°@ in einer Feuchtekammer auf Parafilm statt. Hierzu
wurden 20ul des primaren Antikdrpers in einem Tropfen auf den Parafilm gegeben. Die
Deckglaschen wurden so auf den Tropfen gelégs die adarenten fixierten Zellen in der
Antikorperlosung inkubiert wurden. Im Falle von fmmunofluoreszen#arbungen wurden
beide primare Antikérper zusammen in Losung gegeben. Am nachsten Tag wurden die Zellen
dreimal in 0,020 TWEEN/PBSdef gewaschen. Die Ifdation der Zellen im sekundaren
Antikorper (in Blocklosung) fand fur eine Stunde bei Raumtemperatur in der Feuchtekammer
statt. Im Falle von Kdmmunofluoreszen#arbungen wurden beide sekundéare Antikorper
zusammen in Lésung gegeben. Nachfolgend wurderDdigkglaschen dreimal in 0,05
TWEEN gewaschen. Die Zellen wurden dann zwecks Farbung der DNA jih RAPI-
Farbstoff (1:200) in der Feuchtekammer inkubiert, zweimal in PBSdef gewaschen und
schlie8lich in 1Qul Fluoromount eingedeckelt. Die Deckglaschearaen hierfir mit der
zellexponierten Seite in  den Fluoromounttropfen gelegt und leicht angedrickt.

Uberschussiges Fluoromount wurde durch Auflegen eines Papiertuches abgesaugt.

4.8.8 Chromatin-Immunoprazipitation (ChiP)

Alle Losungen wurden in $#Dbd angesetaind eiskalt verwendet. Kurz vor Nutzung wurden
in CBM, L2 und DB ImM PMSF (100 mMStammldsung in Isopropanol) und 1:100 PIC

(Proteinasdnhibitor-Cocktail; 7fach-Stammldsung) zugegeben.

Zell-Puffer Mix (CBM) SuspensiongPuffer (L1A)
10mM HEPESKOH (pH 7,9) 90ml CBM
85mM KCL 1 ml H0bd

1 mM EDTA (pH 8,0)
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Zelllyse-Puffer (L1B)
9ml CBM
1 ml NP-40 (10%)

Dilutions-Puffer (DB)
20mM Tris-HCI (pH 7,4)
100mM NacCl

2mM EDTA (pH 8,0)
0,5% Triton X-100 (10%)

Wasch-Puffer | (WB I)
20mM Tris-HCI (pH 7,4)
150mM NacCl

0,1% SDS

1% TRITON X-100
2mM EDTA (pH8)

Wasch-Puffer [l (WB II)
10mM Tris-HCI (pH 7,4)
250mM LiCl

1% NP-40

1 % Natriumdeoxycholat
1 mM EDTA

Material und Methoden

Kernlyse-Puffer (L2)

50 mM Tris-HCI (pH 7,4)
1% SDS

0,5% CHAPS

10mM EDTA (pH8)

TE-Puffer
10 mM Tris-HCI (pH 8,1)
1 mM EDTA (pH 8)

Wasch-Puffer Il (WB 1)
20mM Tris-HCI (pH 7,4)
500mM NacCl

0,1% SDS

1% TRITON X-100
2mM EDTA (pH 8)

Elutions-Puffer (EB)
1% SDS
100mM NaHCGQ

Durch ChromatiAmmoprazipitation (ChlP) mit nachfolgender PCR ist es moglich die direkte
oder indirektein vivo Interaktion eines Proteinfaktors an spezifische GeAdschnitte zu
detektieren. Hierzu werden die Proteine und DNA durch Formaldehyd kreuzvernetzt. Die so
fixierten Zellen werden lysiert und die DNA durch Ultraschall zu Sticken mit einer
durchschnittlicen Lange von 508Bp fragmentiert. Chromatigebundene Faktoren bleiben
weiterhin an den DNAAbschnitten kreuzvernetzt. Es folgt eine Immunopréazipitation mit

Antikorpern gegen den Faktor von Interesse. Bindet dieser Faktor an genomische DNA
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Abschnitte, werdn diese ebenfalls prazipiert und liegen angereichert vor. Die relative
Anreicherung von prazipierten DNAbschnitten im Vergleich zu anderen genomischen
Abschnitten lasst auf eine Anreicherung des spezifischen Proteinfaktors auf bestimmten
Chromatinabscthitien schlieBen. Fur dieFixierung der sieben Tage kultivierten
Makrophagen wurden 1% Formaldehyd direkt auf die Zellen in @@ Zellkulturmedium
gegeben und die Kulturschalen kurz geschwenkt um das Formaldehyd zu verteilen. Zum
Stoppen der Kreuzvernetagsreaktion wurde nach hdin. 0,125M Glycin ins Zellmedium
gegeben und die Kulturschélchen erneut geschwenkt. Die Zellen wurden dreimal mit
eiskaltem PBSdef gewaschen. Danach wurden sie direkt in eiskaltenul 250
L1A/ Kulturschale gekratzt. Die gekratat&ellen jedes Stimulationsansatzes wurden dann
auf Eis vereinigt und resuspendiert. Es wurde dann L1B (eiskalt) hinzugegeben in einem
Verhéltnis von L1A/L1B von 1/1 und resuspendiert. Die Suspension wurde fiarnlGuf

Eis inkubiert. Wahrend dieser Inkationszeit wurden 20 pl der ZdlyseSuspension
abgenommen und hiermiiber eine Neubauerdhlkammerdie Konzentration der Zellen
bestimmt. Die Zellkerne wurden dannrin., bei 700« g bei 4 °C abzentrifugiert und in
40001 nukl ea@r en Lskadt)p 10k $0% Nukle( rBsuspendiert. eDie Kernlyse
konnte fur einige Tage bei20 °C, oder fur langere Zeit beiB0 °C gelagert werden. Fir die
Sonifizierung des Lysatswurden 60Qul des Zelllysates in ein 1yal-Eppendorfgefald
gegeben. Da der Ultrasalhdes Sonifikators auch eine Erwdrmung des Lysats bedingt, wurde
das Gefal so in die Halterung eingespannt, dass es zum gro3tmoéglichen Alatsdlarunter
stehendes Eiswasserbad ragte. Die Spitze des Sonifikators wurde zentriert und so tief wie
moglich in das Zelllysat positioniert. Fir eine Anreicherung von DIRtAgmenten mit einer
mittleren Lange von 50Bp wurde das Lysatbei einer OutpufAmplitude von 30%,
insgesamt 28ec. sonifiziert. Dabei wurde eine Sekunde ein Sonifikatituls gegeben mit

einer anschlielenden Pause vose2. Der Zellderis wurde bei 13008pm, 4°C fur 15min.
abzentrifugiert. Aus dem Uberstand wurderyl 9abgenommen. Nach Auflosen der
Kreuzvernetzung, sowie RNAsmd Proteinase K/erdau und nachfolgender Aufreinigung

der DNA-Fragmente (siehe untenwyurden mit 3Qul des Eluats die Fragmentgro3e Uber ein
1,3% TAE-Agarosegel uberprift. Vor Beginn denmunoprazipitation wurden pro ChlP

120ul Protein AAgarose Beads zusammen in ein Falcongefal3 gegeben und der Meniskus
markiert. Die Beads wurden dann zweimal in D TE-Puffer (eiskalt) und einmal &l
Blockldsung (eiskalt) gewaschen und jeweils bei 2000 rphg fir 5min. abzentrifugiert.

Auf die Waschschritte folgend, wurden die Beads fur mindestens zwei Stunden ban4 °C,
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10ml Blocklsg. inkubiert (in einem 1fl-Falcongefal auf einem Roller). Vom Uberstand
des sonifizierten Lysats wurden %® Input abgenommen (d.h.p® wenn 90ul Lysat/ ChIP
eingesetzt wurden) und be20 °C gelagert. Das InptN¥aterial wurde erstra folgenden Tag
weiter verwendet (s.u.). FUr jeden ChIP wurden jeweils in einenmitEppendorfgefald
90l des Lysatuberstandes mit 1@6DB verdinnt. Die geblockten Beads (s.0.) wurden
abzentrifugiert, die Uberstehende Bldiking bis zur Markierung desurspringlichen
Meniskus abgenommen und in ein anderes Gefal? umpipettiert (auf Eis). Fur die Vorreinigung
des verdunnten Lysats wurden jeweilsbQer geblockten Beads hinzugegeben und das
Lysat bei 4 °C fur zwei Stunden rotiert. Auf die restlichen Beadsede dann wieder die
abgenommene Bloadung gegeben und die Beads beiCl bis zur weiteren Verwendung
rotiert. Die Beads wurden dann fir 130@dn fir 5Smin. bei 4°C abzentrifugiert und der
Uberstand in ein 0,mI-Eppendorfgefal uberfuhrt (vorgekihlfeder Immunoprazipitation
wurden 4ug Antikoérper bzw. Rabbit IgGs hinzugegeben und dieses dann f8tul@len bei

4°C rotiert. Am nachsten Tag wurde die Blaiking von den Beads vom Vortag
abgenommen, so dass diese wieder in der Oriyieadiinnung vdagen und jeweils 6QlI
Beads pro ChIP zugegeben und diese fiir zwei Stunden°eiadf einem Roller inkubiert.
Folgend wurden die Beads mit 40G0n, 5min. bei 4°C abzentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Die Beads wurden nun innl TE (eiskalt)aufgenommen und in ein 1pl-
Eppendorfgefald tberfihrt. Die folgenden Waschritte wurden mdglichst kalt durchgefihrt.
D.h. es wurde zigig gearbeitet, alle Waschlésungen waren eiskalt und die Eppendorfgefalle
wurden wahrend der Waschschritte iniGRaum aufEis liegend geschwenkt. Es wurde
jeweils zweimal 5min. in 1ml TE, zweimal mit WPI, zweimal mit WPIl und zweimal mit
WPIII gewaschen. Nach jedem Waschschritt wurden die Beads mitr@@00 5min. bei

4°C zentrifugiert. FUr dieAuflésung der Kreuzvernetaing, RNA-und Protein- Verdau

sowie Aufreinigung der ChIPs wurden die Beads nach dem letzten Waschschritt mit
4000rpm, 5min. bei 4°C abzentrifugiert. Die Beads und ebenso das gelagerte Ngtetial

(s.0.) wurden in 50QI EB aufgenommen, gevortext und 0,5ml-EppendorfgefalRen fur
30min. rotiert. Die folgenden Reaktionen wurden in einem Thermozykler durchgefihrt. Es
wurden pro ChIP 2@l NaCl (5M), 10ul EDTA (0,5M; pH 8), 20ul TRIS-HCI (1 M; pH

6,8) und 2ul RNAse zugegeben und die fir B80n. bei37 °C inkubiert. Danach wurden|8
ProteinaseK hinzugegeben und die Ansatze noch einmal vier Stunden e&iir&kubiert
bevor sie fur 166tunden auf 68C erhitzt wurden. Am folgenden Tag wurde die Suspension

inklusive Beads abgenommen, auf Filtersaetct{iDurapore PVDF 0,45um von Millipore;
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UFC30HV25) geladen und mit 400Pm fur 5min. zentrifugiert. Der Durchfluss wurde in
3 ml PB Qiaquick PCR Purification Kit) gevortext und fir 3@n. auf dem Roller inkubiert.
Die DNA wurde mit 11000pm auf die Qiaquick-Saulchen gebunden. Alle weiteren
Zentrifugationsschritte (sieh&®iaquick-Protokoll) wurden bei 1300@pm durchgefuhrt.
Schlief3lich wurde die DNA fiunf Minuten in 40 H,Obd eluiert. Der Elutionsschritt wurde

mit demselben Volumen wiederholt.
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5. Ergebnisse

TAFs besitzen eine essentielle Funktion in der Rekrutierung und Stabilitdt des PIC und
dadurch in der Initiation der Transkriptigfhomas and Chiang, 200@iner dieser basalen
Transkriptionsfaktoren ist TAF4B, ein Paralog des ubiquitiren TAF4. TAF4B und TAF4
integrieren durch Doméanen des konserviertehe@minus in den TFIIEKomplex und binden
walrscheinlich direktan Promotoren(Gazit et al., 2009; Liu et al., 2008Per N-Terminus

von TAF4B unterscheidet sich jedoch von TAF4. Durch diesen Abschnitt interagiert TAF4B
mit Aktivatoren wie RelA, €Jun und OCAB (Wolstein et al.2000; Silkov et al., 2002; Geles

et al., 2006) Die direkte Bindung vorTAF4B an verschiedene Gene wa0, c-jun und
integrin a6 sowie dessenFunktionals Koaktivatorkonnte in einigen Zelllinien unth vitro
aufgezeigt werdefYamit-hezi et al., 2000; Kalogeropoulou et al., 2010; Geles et al., 2006)
Die Notwendigkeit deil ranskriptionsregulation durch TAF4r die Zelldifferenzierungind
zellulare Reaktion auf LRSowie TNF-a-Stimuli konnte zudenfir B- bzw. T-Lymphozyten

und einige weitere Zelltypen aufgezeigt werddmatza et al., 2001; Silkov et al., 2002
Voronina et al., 2007)Durch TAF4B regulierte Gene wi@20, integrina6 und tgfl3 stellen
auch in Monozyten und Makrophagen notwendige Faktoren dar, sowohlder
Zelldifferenzierung als auch fur Stimuhduzierte Reaktione(Boone et al., 2004; Shi and
Simon, 2006; Fairweather and Cihakova, 20103 Zellen des angeborenen Immunsystems
zeigen Monozyten eine starke Differenzierung zu distinkten MakropkHalg@notypen. Diese
Differenzierung zu maturen Makrogden ist notwendig fir eine potente Reaktionen auf
eindringende Pathogene und inflammatorische Signalmolekuld Miea (Valledor et al.,
2006; Geissmann et al., 2010)

In dieser Arbeit soll Gberprift werdeob TAF4B in Zellen des angeborenen Immunsystems,
wie Monozyten oder Makrophagen exprimiaexird. Insofern exprimiert, konntd AF4B
durch die Regulation der Transkription essentiell sein fir Diferenzierung der
MakrophagenZudem kénnte TAF4B in die Reaktion von Makrophagen auf extrazellulare
Stimuli wie pathogene Muster oder verschiedene Cytokine involviertidéglicherwase ist
TAF4B an der Transkription immunologisch relevanter Genetnfi@ odera20beteiligt.

Aus den erhaltenen Eggnissen liel3en siclveitere Riickschliisse auf eine Regulation des

basalenTranskriptionsfakts TAF4B ziehen
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5.1 TAF4B wird mit Beginn der Differenzierung von Monozyten zu

Makrophagen exprimiert

Da es kaum Daterzur Expression basaler Transkriptionsfaktoren in Monozyten oder
Makrophagen gahwar eszu Beginn dieser Arbeias Ziel zu klarenob das Transkript von
taf4B und einer postuliertetaf4B-Splicevariante (EnsemidatenbankENST00000400466;

Wu et al., 2005)n Monozyten und Malaphagen durch gRPCRs zu detektiereist. Da
TAF4B als Heterodimer zusammen mit TAF4 in den TFTIiR&nskriptionskomplex integriert
sein kann, wurde ebenfalls versucht tidd-Transkript nachzuweisghiu et al., 2008)

Um zu Uberprifen, ob und ab welchem ZeitputatiB in der Makrophagefntwicklung
exprimiert ist, wurde cDNA aus RNA primarer Monozyten synthetisiert, sowie aus RNA von
primarenMakrophagen nach einer Stunde, 24 Stunden und siebem Tiagéultur. Da das
taf4B-Transkript in Lymphozyten vorliegt, wurden PBMCals Positivkntrolle fur die
Detektion detaf4B-mRNA verwende(Silkov et al., 2002)

Die DurchflisszytometrieAnalyse der elutrierten Monozyten zeigte, dass durch Elutriation
eine 8393% reine MonozyterPopulation isoliert wurde. Allen Versuchen mit adhérenten
Makrophagen gingen zudem Waschschritte mit PBS voraus. Lediglich Makrophagen bleiben
trotz PBSWaschschritten auf der Oberflache von Kulturschalchen adharent. Aus diesem
Grund ist es wahrscheinlich, dass in den durchgefuhrten Vensunghezu ausschlielich
Makrophagen verwendet wurden.

Dastaf4B-Transkript die taf4B-Splicevariantesowie die mRNA des ubiquitaretaf4 konnte

in der mRNA von PBMCs durch qRFPCRsdetektiert werden(Abbildung 8 A). In den
elutrierten Monozyten liegen ebalfi alle drei Transkripte votm Vergleich zu PBMCs ist

die mRNA vontaf4 stark erhéhtim Vergleich zu PBMCsind Monozytenist die Menge der
tafAB-mRNA erstmit einsetzender Adharenz eine Stunde alten Makrophagen stark erhoht.
Mit voranschreitender mwicklung der Makrophagen nimmt die Menge daf4B-mRNA

und der Spliceariante nach 24 Stunden stark &h.Gegensatz zum deutlichen Anstieg der
taf4B-mRNA scheint digtaf4-mRNA wahrend der Zellentwicklung zu reifen Makrophagen
weiterhin konstantorzuliegen.

Die mRNA vontaf4Bwird in diversen Zelltypen transkribiert, die Translation des Protsins
vermutlichjedoch strikt regulierfWu et al., 2005)Die Expression des TAF4Broteins kann
dariiber hinausbhangig vom Differenzierungsstadium der Zellen ¢8itkov et al., 2002)

Um zu prifen,in welchem Abschnitt der Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen
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TAF4B exprimiert wird und an der Transkription beteiligt sein kénnte, wurde ein Nachweis
des TAF4B-Proteins in Monozyten und Makrophagen durchgefuhrt. Da Lymphozyten
TAF4B exprimieren (Silkkov et al., 2002) wurde Proteinextrakt aus PBMCs als
Positivkontrolle in den durchgefihrten West&lots verwendet Abbildung 8B). Das
TAF4B-Protein wurde in PBMCs mit einer distinkten Bande detektiert welche die

vorhergesagte molekulaMasse des TAF4®roteins aufweist. In elutrierten Monozyten ist
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Abbildung 8. TAF4B wird mit beginnender Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen
exprimiert. (A) Bestimmung der Transkriptmenge vtai4B, dertaf4B Splicevariante (af4Bvar) und
taf4, in derRNA von PBMCs, Monozyten (Mono), eine Stunde alten Makrophagen (Magawje
24 Stunden alten (Mak24h)nd sieben Tagen alten Makrophagen (Mak7d). Die Transkriptmenge
wurde relativ zu Detektion des xs13Transkriptesbestimmt.Die Daten des gezeigten Diagnaus
setzen sich zusammen aus mindesties unabhangigeVersucha ausgewertezudem wurden die
jeweiligen Standartabweichungen berechn&) WesternBlot mit Immundetektion von TAF4B (bei
etwa 90 kDa, blauer Pfeil) in Proteinextrakt aus PBMCs, Monozy{®tono), sowie Makrophagen
welche fir eine Stunde (Maklh), 24 Stunden (Mak2#g sieben Tage (Mak7d) kultiviert wurden
Der weilR3e Pfeil markiert eine zusatzliche Bande bei etwkD&0) der Stern markiert Rtin (etwa
40kDa) als LadekontrollePro Spuwurden 50ug Protein aufgetragen.

TAF4B hingegen nicht nachweisbafAlbildung 8 B). In adharenteneine Stunde alten
Makrophagerkonnteeine schwache TAF4Bandedetektiertwerden Mit voranschreitender
Entwicklung der Makrophagehis zu sieben Tagenimmt die TAF4ABMenge zu Zudem
wird in Monozyten, eine Stunde und 24 Stunden alten Makropheigeneitere Bandebei
etwa 60kDa detektiert jedoch nicht mehr insieben Tage altertMakrophagen Diese
zusatzliche Detektion konnte eine mogliche TAF8@icevariante darstelle(Wu et al.,
2005) Die Ergebnisse zeigen damit zum ersten Mal die Esmpe von TAF4B in
Immunzellen des angeborenen Immunsystekash hier scheint die Expression des TAF4B

Proteins strikt regulierzu sein Zudem deutet dieinitiale Expression von TAF4B in
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adharentenMakrophagen auf eine differenzierungbangige Regulation der TAF4B
Expression hin. Eine Immundetektion des iduitaren TAF4 in Proteinextrakten aus
verschiedene#elltypenwar durch einenNesternBlot nichterfolgreich

5.2 Die Kernlokalisation von TAF4B mit Beginn der Differenzierung von
Makrophagen deutet auf eineFunktion in der frihen Zellentwicklung
hin

5.2.1 Die nukleare Lokalisation von TAF4B wahrend der Makrophagen

Differenzierung deutet auf eine transkriptionelle Rolle von TAF4Bhin

Die Aktivitat desTranskriptionsfaktas TAF4B wird u.a.durchdie spezifischelranslokation

in das Nuklee oder Cytoplasmagesteuert( Bl ac k we | | and Wal ker, y
Hoffmann, 2010)So ist auch di¢.okalisation des TAF4Broteins in das Cytoplasma oder
den Nukleis in einigen ZellenStimulus-abhangig (RashevskyFinkel et al., 2001) Im
Proteinextrakt von Makrophagen wurde TAF4B mitbeginnender Adharenz und
Differenzierung detektiert (Abbildung 8 A, Seite 46). Damit konnte TAF4B in die
Transkription differenzierungslevanter Gene involviert seidedoch ist unklarob TAF4B
konstitutivim Nukleus der Makrophagen vorliegt od#mlichzu Transkriptionsfaktoreiler
NFkB-Familie erst nach distinkten Stimiuin den Nukleus translozier(Kearns et al., 2006)

Um erste Hinweise irdie Funktion von TAF4B zu erhaltewurde dielLokalisation von
TAF4B durch Immunofluoreszenzim Verlauf der Differenzierung derMakrophagen
nachgewiesefAbbildung 9, Reihe A. Zudem integrierTAF4B zusammemit TAF4 in den
TFIID-Komplex Um die erhaltenen Datetiefergehendinterpretierenzu kdénnen wurde
deshalbebenso die Prasenz und Lokatisn des ubiquitdren Paralogs TAF4iberprift
(Abbildung 9, Reihe B).Um unspezifische Bindungen der verwendeten Antikérper und
daraus resultierende Fluoresz@mkungen auszuschlie3en, wurden Kontrollfarbungen ohne
primaren Antikorper oder mit unspezifischen KaninchégGs durchgefiihrt. Diese
Kontrollfarbungenwurden grundsétzlich in jedem Immunofluoreszenzansatz durchgefuhrt.

Lediglich Kontrollfarbungen miKaninchenlgGs zeigten eine geringe Hintergrundfarbung.
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anti TAF4B

anti TAF4

Abbildung 9. TAF4B liegt wahrend der Differenzierung von Makrophagen im Zellkern vor. Ko-
Immunofluoreszenz gegen TAF4®\) und TAF4(B) mit einer Gegenfarbung d®NA durch DAPI

(C). Ebenfalls dargestellt ist ein Uberlagerungsb{idl) der TAF4B-und TAF4- Immundetektion und

des DAP{Fluoreszenzsignals. Zur Darstellung des gesamten Zellkérpers wurden zudem
Phasenkontrasaufnahmen(E) durchgefiihrt.Die Ko-Immunofluoreszem wurde an Makrophagen
durchgefuhrtwelcheeine StunddMak 1h), 24 Stunden (Mak 24h), drféage (Mak 3d) und sieben
Tage(Mak 7d)in vitro kultiviert wurden.Die weiRen Pfeile deuten Beispielhaft auf Zellen welche ein
geringes TAF4BSignal aufwiesen, id schwarzenPfeile auf Zellen welche nach drei Tagen kein
eindeutiges TAR&Signal mehr zeigten. Metabsbalkers 20 um.

Die Immunofluoreszenzbestatige, dass TAF4B in allen eine Stunde bis sieben Tage
kultivierten Makrophagenexprimiert wrd. Jedoch fanden sich in eine Stunde alten
Makrophagen in geringeAnzahl Makrophagenwelche lediglich einschwachesTAF4B-
Signal aufwiesen (Abbildung 9, Mak 1h, Pfeile) Wahrend de betrachteten
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Entwicklungseitpunkte lokalisiert TAF4B sowohl im Nukleus als auch im Cytoplasma der
Makrophagen. Dabei s@n TAF4B in eine Stunde alteMakrophagen im Vergleich zu
sieben Tage alten Makrophagen starker im Nukleus angereichert zu sein.

Es war ebenfalls moglicirAF4 durch Immunofluoreszenan Makrophagen zu detektieren.
TAF4 wurde generell undausschlie3lichim Zellkern detektiertJedochfand sichab einem
Zeitpunkt von drei Tagen Kultivierungin geringer Anteilin Zellen in welchen TAF4 nicht
durch Immunofluoreszenazetektiert werden konnt@bbildung 9, Mak 3d Pfeilg. Es war
keine deutliche Zunahmder Anzahl TAF4-negativerZellen in sieben Tage kultivierten
Makrophagen zu beobachtefine Kolokalisation des nuklearen TAF4B und TAF4 zeigte
sich in dedimmunofluoreszenz nur partielDie Kolokalisationvon TAF4B und TAF&o6nnte
bedeuten dass TAF4B-Molekile in Makrophagen teilweise in nuklearemF4B:TAF4-
Heterodimeren vorliegn (Liu et al., 2003.

5.2.2 Die Kolokalisation von TAF4B mit aktiver RNA-Polymerase Il jedoch nicht mit
Fibrillarin , deute auf eine aktive Funktion von TAF4B in der
Transkriptionsregulation wahrend der MonozytenMakrophagen-Differenzierung
hin

Durch genomweite Transkriptionsprofile wurde aufgezeigt, das®insetzender Adharenz
und der Differenzierung von schwimmenden Monozyten zu adharenten Makropti@gen
Transkriptionsmustestark verardert wird (Martinez et al., 2006)TAF4B wird initial mit
Beginn derMonozyterMakrophagerDifferenzierungexprimiert @bbildun g 8 B, Seite46)
undist zudem im Kerrder Makrophagetokalisiert Abbildung 9, Seite48). Dieslegt eine
transkriptionelle Funktion von TAF4B wéahrend derhen Differenzierung der Makrophagen
nahe. Um Hinweise darauf zu erhalteb TAF4B zu diesem Zeitpunkin die Transkription
involviert ist, wurde TAF4B und die aktive RNAPolymerase Il durch Ko-
Immunofiuoreszenzin eine Stunde alten Makrophagen detektieie an Serin 5
phosphorylierteC-terminale Dordne (CTD Ser5PQ) der RNAPol Il stellt das Epitop des
Antikorpers dar Das Serin 5 der CTD wird hauptséchlich wahrend der
Transkriptionsinitiationund -Elongation phosphoryliertund wird aus diesen Grund als

Marker einertranskriptionellaktiven RNA Pol Il angesehefEgloff and Murphy, 2008)Eine
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Abbildung 10. TAF4B kolokalisiert teilweise mit der aktiven RNA Pol Il in eine Stunde alten
Makrophagen (Mak1h). (A) Ko-Immunofluoreszenzmit Immundetektion vonTAF4B (anti
TAF4B) und aktiver RNA Pol Il (anti RNA Polll), sowie die Uberlagerung der beiden
Fluoreszenizanale und die DAPRFarbung der DNA(B) Immunofluoreszenz gegen RelA. Hier ist
ebenfalls die DARFarbung und die Uberlagerung der anti RE8@&tektion und DAPI gezeigt.
Zusétzlich ist eine Phasenkorgafnahme der Zellen gezeidflaRstasbalken= 20 um.

Kolokalisation von TAF4B mit CTESer5PQ wirde darauf hindeuten, das TAF4B in einen
aktiven Transkriptionskomplex integriert ish eine Stundalten Makrophagen kolokalisiert
TAF4B zum Teil mit der aktiven RNAol Il (Abbildung 10, Reihe A) In B-Lymphozyten
wird TAF4B jedoch auch durch Stimulation der Zellen mit bakteriellen
Oberflachenmolekilen (LPS) im Nukleus angereicli@ashevskyFinkel et al., 2001)Die
Rezeptorbindung von LPS bedingbemfalls eine starke Alvierung von Makrophagen
(Dobrovolskaia and Vogel, 2002Eine nbgliche lakterielle Kontamination wéahrend der
Aufreinigung oder Kultivierungkdnnte einen aktivierenden Stimulus auf die Makrophagen
austbenund die nukleare Lokalisation von TAF4B bedingddm auszuschliel3emlass sich
TAF4B Kontaminationsbedingtim Zellkern der kultivierten Makrophagédrefindet,wurde
zusatzlich die NFkB-Untereinheit RelA in den eine Stunde kultivierten Makrophagen
detektiert Abbildung 10B). Sollten die Makrophagen durch eine Kontamination aktiviert
worden sein, so musste eine deutliche R&hbkeicherung im Nukleus der eine Stunde alten
Makrophagen zu detektieren sdiNoursadeghi et al., 2008RelA konnte jedochin eine
Stunde alten Makrophagen niaihdeutigim Nukleus detektiert werdemlie Kolokalisation
von TAF4B und CTD-Ser5PQ ist demnab wahrscheinlichnicht durch einemégliche
Kontaminationder Makrophagen bedingBomit ist dies ein weiterer Hinweidarauf dass
TAF4B zu diesem Zeitpunkt der Monozytea-MakrophagerDifferenzierung in dieRNA-
Polll-abhangigdranskription involvierseinkdnnte
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Neben der direkten Promotorbindung uRggulaton der Transkriptiorsind testisspezifische
TAF-Paraloge irbrosophla melanogastedurch die Sequestrierung von Polycefroteinen

in  Nukleolus notwendig fur eine ordnungsgemale Differenzierumgn Spermien
vorlauferzellen(Chen et al., 2005Dies kdnnte einen konservierten Mechanismus darstellen,
um ebenfallsn differenzierenden Saugetietlen indirekt die Transkription zu aktivieren und
die Zelldifferenzieung zu bedingen. Diverse PolycofRboteine werden auch in priméren
Makrophagen wéahrend der Differenzierung exprimig@embeck, Bachelorarbeit, 2011)
Maoglicherweise kénnte TAF4B durch Sequestrierung bnibition der PolycomBProteine
indirekt die Aktivierung derTranskription und Differenzierung in Makrophagen bedingen.
Um zu prifen, ob TAF4B im Nukleolus angereichert ist, wurde in eine Stunde alten sowie in
maturen Makrophagen Klnmunofiuoreszenz gegemAF4B und Fibrillarin durchgefuhrt
(Abbildung 11). Fibrillarin ist eine Komponente des Nukleolus, welche u.adeanrRNA

Prozessierung beteiligt i¢Boisvert et al., 2007)Fibrillarin wurdein allen der eine Stunde

/ Mak 1h

anti TAF4B anti Fibrillarin . Uberlagerung

N\

/

/" Mak 7d

anti TAF4B anti Fibrillarin Uberlagerung

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

Stunde oder sieben Tage kultivierten Makrophagen. Immunofluoreszenzgegen TAF4B (anti
TAF4B) und Fibrillarin (anti Fibrillaringn (A) eine Stunde alten Makrophagen (M&k) und (B)

sieben Tage alten Makrophagen (Mak 7d). Zuséatzlich wurden beidanofluoreszenen iberlagert
(Uberlagerung) under Zellkern markierfDAPI). MafR3stabsbalken 0 pum.

alten Makrophagen gering im gesamten Nukleus verteilt detektiert. Eindéuligkarin-
Akkumulationen waren in den meisten, aber nicht allen eine Stunde alten Makrophagen im
Zellkern zu detektieren. Im Gegensatz dazu zeigten die sieben Tage kultivierten Makrophagen
grundsatzlich eine deutliche Fibrillarikkkumulation im Nukleus.mit der Adhéarenz
einsetzende ZellvergréRerung und der Verlust der kompakten Mondypieohen Kernform
(sieheAbbildung 3, Seite15) beeinflussen wahrscheinlich die Form uookalisation der

Nukleoli sowie des Fibrillarins.Zudem geht mit der beginnenden Makrophagen
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Differenzierung die Neuysthese zahlreicher Proteine einlf@uomisto et al. 2005) Dies
setzt vermutlich dieverstarkte Synthese von rRNA und ddisbildung von Ribosomen
voraus Prozesse in welchen Fibrillarin essentiell(Bbmproix et al., 1998)Die Filxillarin-
Akkumulation kénnten damitine einsetzende Ribosomenbildung undtéinsynthese

Aktivitat der adharierenden Zellen widerspiegeln.

5.3 TAF4B ist involviert in die proinflammatorische Reaktion von reifen

Makrophagen

5.3.1 Die LPS-Aktivierung von Makrophagen bedingt eine verstarkte Expression von
TAF4B und induziert die Transkription der moglichen TAF4B-Zielgenea20 und

tnf-a

In den Korper eindringende Pathogene werden initial durch Makrophagen und weitere
Immunzellen erkannt. Durch die Erkennung dBath@ene werden Makrophagen
proinflammatorisch aktiviert und verselieneReaktionenzur Pathogenlawehr exprimiert
(Rasmussen et al., 2009pie LPSStimulation bedingt inB-Lymphozyten eine verstéarkte
TAF4B-Expression undAnreicherung im ZellkernFreiman et al., 2002)Da TAF4B in
primaren reifen Makrophagen exprimiert wirdbpildung 8 B, Seite 46), konnte TAF4B
ebenfalls in Makrophagen in die Reaktion auf LPS involviert 42i@.LPSStimulation der
Makrophagen bedingt u.a. die Aktivierung der NFWBtereinheién RelA und cRel
Abhangig von Starke und Daueles Stimulus induzieren RelA und cRekpezifische
Transkriptionsmusteund so u.a. die Transkription der putativen TAF4RBielgenea20 und
tnfa ( O6 Dea and Hoffmann, 2010)

Um erste Hinweise auf eine Funktion von TAF4B in daktion auf bakterielle Lipo
polysaccharide zu erhalten, wurde zunachst Uberprift, ob dieAki8erung von reifen
Makrophagen die Transkription vomaf4B oder taf4 beeinflusst. Sieben Tage alte
Makrophagen wurden hierfir unstimuliert verwendet odeeiie Stunddzw. finf Stunden
mit LPS stimuliert. Die Transkriptmenge vaaf4B und taf4 wurde durch gRIPCRs
detektiert Abbildung 12A). Die LPSStimulation der Makrophagen bedingte eine geringe

Zunahmedertaf4B-mRNA nach einstiindiger Stimulationsdauer. Folgend sank die Menge des
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Abbildung 12. Die Aktivierung der reifen Makrophagen mit Lipopolysacchariden induziert eine
verstarkte TAF4B-Expressionsowie dieTranskription der moéglichen TAF4B-Zielgenea20 und

tnf-a. A) Detektion der Transkriptmengevon taf4B und taf4 durch gRFPCR aus cDNA von

unstimulierten (unstim.), Bé Stunde (+LPS 1h) und funf Stunden (+LPS 5h)-k@8ulierten reifen
Makrophagen. Die detektierten Transkriptmengen wurden gegemxsd&3Jranskript kalkuliert.B)

Immundetektion von TAF4B (Blauer Pfeil) in Proteinextrakt aastimulierten Makrophagesowie
Makrophagen welche eine Stundder finf Stunden mit LPS stimuliert vaen. Als Ladekontrolle
wurde AHRin detektiert (SternchenlPro Spur wurden 50 ug Protein auf dafesternBlot geladenC)

Transkriptmengen von20, tnf-4, il6 in der cDNA von unstimulierten, ein8tundeund fiinf Stunden
LPSstimulierten Makrophagerie Daten der Diagramme wurden aus mindestens drei unabhar
Versuchen berechnand die jeweiligen Standartabweichungen berechnet.

tafB-Transkripts nach funf Stunden LFSSimulation wieder gering ab. Die Transkriptmenge
von taf4 nahm im Vergleich zu unstimulierten Makrophagen mit fortdauernder- LPS
Stimulation bis zu funf Stunden akVvahrend der Effekt der Stimulation auf dedg4B-
Transkript nur gering scheint, liegsaf4 deutlich reduziert vor. Da die TAF4Bxpression
vermutlich stark auf posttranskriptioneller Ebene regulier{Dskstein et al., 1996)wurde
aul3erdem die Proteinmenge von TAF4B nach-BfBwlation der Makrophagen Uberpruft.
Hierfir wurde parallel Proteinextrakt aus ruhenden Makrophagen sowie aus Makrophagen,
welche flr eine $inde oder fur funf Stunden mit LPS stimuliert wurden, verwendet (siehe
Abbildung 12B). Die LPSStimulation der Zellen fihrte zu einem geringen Anstieg
TAF4B-Menge nach einer Stunde und zu einer weiteren Zunahme des TAB#Ens nach
funfstiindiger LPSStimulation.
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Das a20-Gen wird in unstimulierten Makrophagen konstitutiv in sehr genndéengen
transkribiert(Park et al., 2011; Liang et al., 2012)ie Stimulation der Zellen durch LPS
induziertdannnach kurzer Zeit die Transkription d@20undtnf-a, sowie nach verlangerter
Stimulation die Transkription voil6 (Abbildung 5, Seite20; Lee and Sullivan, 2001,
Wollenberg et al., 993; Liang et al., 2012; Westra et al., 200Zym Eingrenzen des
Zeitraums innerhalb der LPStimulation, in welchem TAF4B an der Transkription der
putativen Zielgenea20 und tnf-a in den kultivierten Makrophagen beteiligt sein kdnnte,
wurden die Trargipte vona20 und tnf-a nach LPSStimulation der Makrophagen durch
gRT-PCRs detektiert. Zusatzlich wurde daks-Transkript als Stimulationskontrolle
verwendet, dal6 erst in stimulierten Makrophagen transkribiert wird undunstimulierten
Makrophagemicht vorliegen sollte(Hall et al., 1991; Becker et al., 199Die a20-mRNA

lag in unstimulierten Malksphagen nuim sehr geringn Mengen vorAbbildung 12 C). Die
MRNA von tnf-g und il6 waren in unstimulierten Zelh nahezu nicht zu detektierddie

LPS Stimulation der Makrophagen fir eine Stunde fihrte zu einer stark erhdhten
Transkription sowohl vora20 als auch vorinf-a. Auch il6 wird nach einstindiger LRS
Stimulation transkribiert, jedoch in geringerer Menge. Mit anhaltender3ti®ulationnach

funf Stunden sinkt diea20-Menge wieder auf das ursprungliche Maf3 der unstimulierten
Zellen. Das Signal demnf-a-Detektion ist hier zwar ebenfalls stark vermindert, ist jedoch
noch deutlich vorhanden. Die Menge dé-mRNA war in den funf Stunden ishulierten
Makrophagen weiter angestiegen im Vergleich den eine Stunde LPStimulierten
Makrophagen. Diese Daten zeigen, dass im Zeitraum einer einstindigestinR&ation eine
wesentlich starkere Transkription voa20 und tnf- a stattfindet im Vergleib zur
funfstindigen Stimulation. Damit bestétigen die erhaltenen-BRRDaten die bekannten
Transkriptionsmuster vora20, tnf- aund il6 in LPSstimulierten MakrophagenDas
proinflammatorische Cytokinl6 wurde in unstimulierten Makrophagen nicht trarnigienit.

Dies belegt, dass die verwendeten Makrophagen nicht durch eine Kontamination der
Zellkultur vorstimuliert wurden, sondern wahrscheinlich in einem ruhenden Zustand vorlagen.
Die erhohte Proteinmenge von TAF4B konnte darauf hindeuten, dass TAF4Be in d
proinflammatorische Reaktion von Makrophagen involviert ist. Sollte TAF4B an der
Transkription vona20 und tnf- ain Makrophagen beteiligt sein, dann wahrscheinlich

innerhalb einer einstindigen LESimulation der Makrophagen.
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5.3.2 Die Stimulation von Makrophagen mit bakteriellen Lipopolysacchariden

induziert die nukle&re Anreicherung von TAF4B, RelA und cRel

Die Stimulation von BLymphozyten mitLPSfuhrt zu einer Translokation von TAF4B den
Nukleus der ZellefRashevskyFinkel et al., 2001)Zudemwurde eine Funktion von TAF4B

in der Transkriptionsregulation vat#EK-ZellennachStimulation mit TNFa gezeigt(Yamit-

hezi et al., 2000)In reifen Makrophagen induziert die LFSimulation eine Zunahme des
TAF4B-Proteins Abbildung 12 A, Seite53). Zusammen mit vorangegangen Daten kdnnte
dies auf eine Funktion von TAF4B in d@roinflammatorischerReaktion wn primaren
Makrophagen audlie bakteriellen Oberflachenmolekiile hindeuten. Die erh6hte Transkription
von a20 und tnf-a machen es mdglich, dass nukledres TAF4B die -aRtvierte
Transkription der beiden Gene regulie@a sowohl a20 als auchtnf-a durch einen
Kurzzeitgimulus aktiviert werden(Abbildung 12C, Seite 53), miusste TAF4B nach
einstindiger LPSstimulation im Nukleus der Makrophagen angereichert sein. Um die
Lokalisation von TAF4B nach LRStimulation zu bestimmen, wurdenmunofiluoreszenz
gegen TAF4B an reifen Makrophagen durchgefidbijldung 13).

Die Immunofluoreszenz zeigt, dass TAF4B in unstimulierten Makrophagauptséchlich im
Cytoplasma undn geringerMengeim Nukleus vorlegt. Wurden die Zellen fur eine Stunde
mit LPS stimuliert, nahm die nukledre TAFRMBenge zu. Dabei liegt TAF4B im kompletten
Nukleus verteilt vor und scheint in bestimmten Bereichen gering zu akkumulieren. Die
Stimulation der Makrophagen fur funf Stundeithifte zu keiner weiteren Zunahme der
nuklearen TAF4BMenge. Vergleichbar zur nuklearen Lokalisation in einstiindig stimulierten
Makrophagen schien der finfstindige LEBfBmulus hier ebenfalls eine distinktere
Lokalisation von TAF4B im Zellkern zu induziereDie im WesterrBlot detektierte
Zunahme des TAF4Proteins nach LRStimulation Abbildung 12 A, Seite53) war in der
Immunofluoreszenz jedoch nicht eindeutig zu erkennen. Da TAF4B nach einer Stunde zum
Zeitpunkt der LPSnduzierten Transkription voa20 und tnf-a im Nukleus der aktivierten
Makrophagen vorliegt, kbnnte es demnach an der Transkription der beiden Gene beteiligt
sein. Sowohl RelAals auch cRel interagieran vitro mit TAF4B. Ektopisch exprimiertes
TAF4B reguliert zudem in Interaktion mit NFkBelA die Genexpression infNF-

a -stimuliertenHEK-Zellen (Yamit-hezi et al., 2000)Ausgehend von der Annahme, dass

TAF4B auch inMakrophagen mit RelA oder cRel interagiert, wurde folgend der Zeitpunkt
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anti TAF4B
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Abbildung 13. Stimulation von reifen Makrophagen mit LPS fir eine und fiinf Stunden bedingt
eine nukleare Anreicherung von TAF4B.Reihe(A) Immunofluoresenz gegen TAF4B(B) DAPI-
Farbung der DNA,(C) Uberlagerung der anti TAF4B ufAPI-Farbung, (D) Phasenkontrast
aufnahme. MaRstabsbalken= gn.

ermittelt, zuRelA oder cRehach einem LPStimulusebenfalls im Nukleus vorliegen, um

hier mdglicherweise miTAF4B zu interagieren. Aufgrund der starken Transkriptozm
NFkB-Zielgene a20 und tnf-a nach LPS-Stimulation (Abbildung 12C, Seite53 ) ist es
anzunehmen, dass ebeigaRelA und vermutlich cRel im Nukleus vorliegen, um die
Transkription der beiden Gene zu induzieren. Um zu Uberprifen, ob eine einstiindige LPS
Aktivierung zur Translokation von RelAder cRelin den Nukleusfihrt und damit eine

Interaktion mit nukledren AF4B moglich machen kdnnte, wurden in stimulierten
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Makrophagen Immunofluoreszenzfarbungen gegen Reibbi[dung 14) und cRel
(Abbildung 15) vorgenommen.RelA wurde in unstimulierten Makrophagen kaum im
Nukleus detektiertsondernliegt hier hauptséchlich im Cytoplasma vor. E&ginde nach
LPSAktivierung der reifen Makrophagen ist RelA hingegen im Nukleus lokalisiert. Die
verlangerte Stimulation fur funf Stunden fihrte zu einer deutlichen Relokalisation von RelA

in das Cytoplasma der Makrophagen.

unstim. .~ +LPS 1h .~ __+LPS 5h

Uberlagerung - -

anti RelA

Phasenkontrast **

Abbildung 14. RelA liegt nach einstindiger LPSAktivierung der Makrophagen hauptsachlich

im Nukleus vor. Immunofluoresznz an sieben Tage alten Makrophagestimuliert(unstim.) LPS

stimuliert fur eine Stunde (+LP3$h) und LPSstimuliert fur funf Stunden (+LPS5h). Reihe (A)

Immunofluoreszenz gegeRelA, mit DAPFFarbung der DNA in Reih@). Reihe(C) Uberlagerung
der RelAlmmundetektion mit der DAPI-Farbung, Reihe (D) Phasenkontrast&ahmen.
Maflistabsbalken 20 um.
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Durch die Immunfluoreszenz gen den mdglichen TAF4Biteraktionpartner cRel, wurde
dieser in unstimulierten Makrophagen nicht eindeutig im Nukleus deteldlgrtidung 15).

Die einstindige LPSstimulation der reifen Makrophagen induziedemgegenibeeine
starke Translokation von cRel in den Nukleus. Nach funf StunderStirtlation war cRel
vergleichbar zu RelA wieder verstarkt im Cytoplasma relokalisiert, wurde aber auciotier
deutlich im Nukleusletektiert. Damibestétigt die Immunofluoreszenz, dass cRel nach LPS
Stimulation zeitlich vergleichbar zu RelA in den Nukleus lokalisiert, wodurch wahrscheinlich

unstim. N +LLPS 1h N +LPS 5h

anti cRel

Uberlagerung

Phasenkontrast

Abbildung 15. Die LPS-Stimulation primarer Makrophagen bedingt eine starke cRel
Anreicherung in den Nukleus nach einer Stunde Immunofluoreszenz an sieben Tage alten
Makrophagen welche unstimulierbrlagen (unstim,)LPSstimuliert fir eine Stunde (+LP$h) und
fur funf StundenLPS-stimdiert (+LPS 5h). Reihe(A) Immunofluoreszenz gegeoRel, Reihe(B)
DAPI-Farbung der DNA, Reih¢C) Uberlagerungvon cRetHimmundetektion und DAPFarbung,
Reihe(D) Phasenkontrasgtufnahmen. Mal3stabsbalker20um.
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die Bildung von RelA:cReDimeren ( O6 De a a amh, 2610)fnf Makrophagen
reflektiert wird.

Die induzierte Translokation der MB-Aktivatoren RelA und cRel bestatigt ergdnzend zur
LPSinduzierten Transkription voa20undtnf-a (Abbildung 12 C, Seite53) die erfolgreiche
LPSAktivierung der Makrophage(Conti et al., 1997; Ghosh et al., 199B)je gemeinsame
Lokalisation von TAF4B, RelA und cRel im Nukledger Makrophagemach einer Stunde
LPS Stimulation macht damit eine gemeinsame Transkriptionsregulation der aktivierten,
putativen Zielgen&a20 und tnf-a durch TAF4B in Kooperation mit RelA beziehungsweise

cRel moglich.

5.3.3 Die LPS-Stimulation induziert die Bindung von TAF4B an den Promotor von

tumor necross factoralpha zusammen mitRelA und cRel

Nach proinflammatorischer Stimulation bindEAF4B und NKB-RelA in JurkatZellen an
den Promotor des antiapoptotisnti@ensa20undaktivierendessen TranskriptiofAinbinder
et al., 2002)Unter anderem in Maophagen bindeRelA-Proteinedabeinach Aktivierung
an bekannte NEKB-Bindesequenzen der Promotorregionen vaR0 und tnf-
a (UbersichtsartikelVerstrepen et al., 201QJbersichtsartikelFalvo et al., 2010)Ebenfalls
ist in Makrophagen id Bindung destnf-a-Promotors durch cRel bekanntyahrendeine
Bindung desa20-Promotors durch cRel dagegen nicht dokumenigrtFalvo et al., 2010)
Sowohl die Transkription der putativen TAR#elgenea20 und tnf-a (Abbildung 12C,
Seite 53) als auch die nukledre Anreicherung von TAF4B, RelA und oMel nach
einstundiger LPSstimulation in Makrophagen induzierAlgbildung 13, Seite56). Um die
mogliche Bindung von TAF4B, RelA und cRel an die Promotoren &2 und tnf-a in
primaren Makrophagen zu uberprifen, wurden Chromatmunprazipitationen (ChIPs)
durchgefuhrt. Daa20 und tnf-anach einer Stunde LPStimulation in Makrophagen
transkribiert wurden Abbildung 12, Seite 53), wurde das ChHProtokoll an eine Stunde
LPSstimulierten Makrophagen durchgeftihrt.eDverwendeten Primer gegen die Promotoren
desa20-oder tnf-a-Gens amplifizierten jeweils Abschnitte, welche bekannt&BBinde
sequenzen umfassen. Da TAF4B sowie RelA und cRel Transkriptionsfaktoren darstellen,
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welche an der Initiation der Transkriptioetbiligt sind, sollte keiner der drei Faktoram der

3 WTR desa20-Gens lokalisiert sein. i® 3 TR desa20-Gens wurde aus diesem Grund als
Negativiontrolle verwendet, um zu belegen, dass DRagmente nicht unspezifisch durch
das ChlPProtokoll prazipitiert warden und dadurch falsgbositive Detektionen in der
folgenden gRTPCR entstandenParalél zu spezifischen Antikorpern gegen TAF4B, RelA
und cRel wurden statt eines spezifischen Antikorpers als Negatitrolle der
Immunprazipitation Kanirteen 1gGs eingesetzt. So sollte gezeigt werden, inwieweit Proteine
unspezifisch durch das Chotokoll gebunden werden und HintergruDétektionen in den
gRT-PCRs aufgezeigt werden. Die Auswertungen der durchgefuhrten ChlPs duréhaisT
sind inAbbildung 16 dargestelltDer a20-Promotor isin unstimulierterMakrophagen durch

B TAF4B [ RelA [ cRel [ IgG

a2(0-Promotor inf-Promotor a20-3°'UTR
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Abbildung 16. TAF4B bindet nach LPSAktivierung der primdren Makrophagen an den
Promotor von tnf-a. Auswertung der durchgefihrtg@hlP-Versuche durch gRPCR. Verwendet
wurde ChlIPMaterial von Immuroprazipitation RelA, cRel, TAF4B und KaninchelgGs (IR
Kontrolle) an die Promotoreder LPSinduzierten Genea20, tnf-fa u n d  a n-untlanstatier8 6
Region desa20-Gens. Die verwendeten Makrophagen wurden ruhend verwendet (unstim.) oder nach
einer Stunde LPStimulation (+LPSLh). Fir die Auswertung delurchgefiihrten gR'PCRs wurde

DCt der Amplifikation der spezifischen Immunoprazipitation im Bezug zu Eingangsmaterial (1:10
verdiinnt) berechnetDie Diagrammdaterund die jeweiligen Standartabweichungemirden aus
mindestens drei unabhangigen Versuchen berechnet.

keinen der drei Transkriptionsfaktoren gebunden. Nactier LPS-Aktivierung der

Makrophagen konnte eine eindeutige Bindung d28Promotorsdurch RelA und cRel,

jedoch nicht durch TAF4B detektiert werden. In unstimulierten Makrophagen zeigtef-der

a-Promotor wie zu erwéen ebenfalls keine Bindung durch TAF4B, RelA witel. Nach

Stimulation der Makrophagen zeigte sich jedoch eine eindeutige Bindung von TAF4B an den
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Promotor vontnf-a, sowie ebenfallsdurch RelA und cRelDas a203 6 UTR zei gt e
demgegentiber keinerlei Anriierung der drei Transkriptionsfaktoren in-stimulierten und
stimulierten Makrophagen.

Die ChIP Experimente zeigen damit erstmailse LPS-induzierte Bindungrzon TAF4B an

den Promotor voinf-a in primaren MakrophageVeiter belegt & LPSinduzierte Bindung

von RelA und cRel die bekannte Bindung von RelA und cRel antnfea Promotorin
primaren Makrophagen(Verstrepen et al., 2010; Falvo et al., 201Aydem konntehier
erstmals gezeigt werden, dass cRel in primaren MakrophageenalRromotor dea20-Gens
bindet. Die LPSinduzierte Bindung von TAF4Ban tnf-a in Interaktion mit NFkB
Untereinheitenzeigt damit, dass TAF4B wahrscheinlich an der proinflammatorischen
Reaktion von Makrophagen beteiligt ist. Dies steht in Ubereinstimmung mit vorangegangenen
Arbeiten, welche auf eine Funktion von TAF4B in der Regulagwainflammatorischer
Stimuli hindeuter(Yamit-hezi et al., 2000; Rashevskynkel et al., 2001)

5.4 Die proinflammatorische Interferon g-Vorstimulierung von
Makrophagen inhibiert die LPS-induzierte Anreicherung von TAF4B

im Zellkern

Abhangig von der Art und Schwere der EntziindungsreakgagrniereM -Lymphozytenam
Entzindungsort das Cytokin IENIFNg wird durch Makrophagen erkannt, waier zueine
Signalkaskadeind proinflammatorische Vorstimulierungfiihrt. DieselFNg-Vorstimulation
fuhrt in Makrophagen nach LPA&ktivierung unter anderem zu einer Modulierung und
Verstarkung der Transkription verschiedenekBFfZielgene wietnf-a . Wodurch dedFNg-
Stimulusdie Transkription vorinf-a moduliert, ist jedoch nicht vollstandig gekl@@ollart et

al., 1986; Lee and Suian, 2001; Hayes and Zoon, 1993)

TAF4B wird nach LPS&Aktivierung der maturen Makrophagen im Nukleus angereichert
(Abbildung 13, Seite56). Mdglicherweise kbnnte es als Koaktivator die ¢fF-ermittelte
Verstarkung der Transkription LRBduzierter Gene regulieren. Aus diesem Grund ware es
moglich, dass TAF4Bnach einer IFgBehandlung und folgendeLPS-Aktivierung der
Makrophagen verstarkt in den Nukleus transloziert. Um dies naher zu beleuchten, wurden

sieben Tage alte Makrophagen fiur weitere drei Tage mig Wexstimuliert und folgend far
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eine Stunde mit BS aktiviert. Als Kontrollen wurden zehn Tage alte Zellen unstimuliert
verwendet oder fur eine Stunde mit LPS stimuliert. Das Zellplasma wurde dann in
Cytoplasma und Nukleoplasma fraktioniert, auf einen Wedéoh aufgetragen und eine
Immundetektion gege TAF4B durchgefuhrt(Abbildung 17). Um die Aktivierung der
Makrophagen durch LPS oder IBNPS zu kontrollieren, wuradezudemimmundetektionen
gegen RelA durchgefuhrt Als Kontrollen fur eine funktionierende Fraktionierung des
Zellplasmas wurde zudem -Tubulin als Cytoplasmaarker und Lamin als Nukleoplasma
Marker eingestzt In unstimulierten Makrophagen konnte kein nukleares TAF4B
nachgewiesen werdeibenso wurde RelA ausschlief3lich im Cytoplasma der unstimulierten
Makrophagen detektiert. Nach LPStimulation scheint der Hauptanteil des TAFRBbteins

unstim. +LPS +IFNY/LPS
| 1 1 |
kDa Cy Nu ,, Cy Nu ,, Cy Nu
100=— n— ™ — «TAF4B

70=— g T a» e ey RclA

55— o - - k4 o Tubulin

70— - — s Lamin

Abbildung 17. Die IFNgVorstimulierung von reifen Makrophagen verhindert die LPS-
induzierte TAF4B-Translokation in den Nukleus. WesternBlot mit Antikdrperdetektion von
TAF4B, RelA, aTubulin und Lamin (angegeben rechts neben Blot). Das Cytoplasma (Cy) und
Nukleoplasma (Nu) wurde fraktioniert aus zehn Tge alten Makrophagerwelche unstimuliert
vorlagen (unstim.), fiir eine Stunde mit LPS stimuliert wurden (+LPS) oder fir 72 Stunden mit
Interferorg vorstimuliert und anschliel3end fur eine Stunde mit LPS aktiviert wurden ¢#IPS).

Die aTubulin-Detektion wirde als Cytoplasmilarker, die LamirDetektion als Nukleoplasma
Marker verwendet.

weiterhin im Cytoplasma zu lokalisieren. Jeddthrte die Stimulationzu eing geringen
TAF4B-Anreicherung im Nukleoplasm#&lach Vorstimulierung der Makrophagen mit I§N
wurde TAF4B trotz der nachfolgenden LPSimulationausschlie3lich im Cytoplasma der
Zellen detektiert, im Nukleoplasméag TAF4B nach IFNg-Vorstimulation und LPS
Stimulation nicht vor. Demgegeniber bediegsowohl die LPS-Stimulation als aucldie
kombiniate IFNgLPS-Stimulationeinestarke Anreicherung von RelA im Nukleoplasma der
Makrophagen. Die nukleédre Translokation von RelA in beiden Behandlungen der

Makrophagen zeigtdass die verschiedenen Stimulatigassatze jeweils zu der erwarteten
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Aktivierung der Makrophagen fuhme Zudem belegen die Immundetektionen gegen
aTubulin und Lamindass die Cytoplasrdukleoplasméa-raktionierungen der Makrophagen
funktioniert haben.

Die  Ergebnise der CytoplasmaNukleoplasmeFraktionierung wurden  durch
Immunofluoreszen#arbungen zurLokalisation von TAF4B in Makrophagewerifiziert
(Abbildung 18). Die Makrophagen wurderhierflr gleich denin der Fraktionierog

verwendeten Makrophagen stimuliert. Zusatzlich wurden Makrophagen ausschlie3lich mit

unstim. +LPS - +IFNy +IFNY/LPS

anti TAF4B

Uberlagerung

Phasenkontrast

Abbildung 18. Die IFNg-Vorstimulierung der reifen Makrophagen inhibiert die LPS-induzierte

Anreicherung von TAF4B im Zellkern von Makrophagen und bedingt teilweise eine Exklusion
von TAF4B aus dem Zellkern.Nachweis der TAF4R okalisation in zehn Tage alten Makrophag
welche unstimuliert waren (unstim.), eine Stemdit LPS stimuliert wurden (+LPS 1h) sowie fur
Stunden mit Interferan (+ IFNg bder mit Interferog (72 Stunden) und anschlieRend fiir eine Stu
mit LPS (+IFNYLPS) stimuliert wurden. (A) Immunofluoreszenz gegen TAF4@) DAPI-Féarbung
der DNA, (C) Uberlagerung der anfiAF4B-Immunofluoreszenz und DAPFFarbung, (D)

Phasenkontrastaufnahme der Zellen. Die Pfeile zeigen beispielhaft auf Zellen, in welchen

nicht im Nukleus detektiert wurde. Mal3stabsbalken:= 20pum.
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IFNg stimuliert, um den inhibitorischekffekt auf die nukleare TAF4Bnreicherung nach
LPS Stimulation weiter zu Uberprifen. blen zehn Tage alten unstimulierten Makrophagen
lag TAF4B hauptsachlich im Cytoplasma und gering im Nukleus vor. Die einstindige LPS
Stimulation der Makrophagen induzierte vergleichbar ZzB&induziertenLokalisation in
sieben Tagen alten Makrophagen (sigklgbildung 13, Seite56) die Anreicherung von
TAF4B im Nukleus. Die dreitagige Stimulatiocausschlielichmit IFNg fuhrte zu einer
Lokalisationvon TAF4B im Cytoplasmaund Nukleoplasmavergleichbar zu unstimulierten
Makrophagen. Zudem sem TAF4B in wenigen der IFNbehandelten Makrophagen
vollkommen aus dem Nukleus ausgeschloszen sein In den IFNy vorstimulieten
Makrophagen, welche folgend mit LPS stimuliert wurden, zeigte sich eine Inhibition der
Anreicherung von TAF4B im Nukleus. Auch hier lagen einige Zellen vor, in welchen kein
TAF4B im Nukleus detektiert wurde.

Die Immunofluoreszenz zeigt, dass TAF4Bclaun zehn Tage alten Makrophagen ohne
Stimulation in geringer Menge im Zellkern vorliegt. Dies steht jedoch im Gegensatz zu den
Ergebnissen der CytoplasraukleoplasmaFraktionierung, in welcher kein TAF4B im
Nukleoplasma von unstimulierten Makrophagechgewiesen wurdeAbbildung 17, Seite

62). Demgegenibezeigen die Immunfluoreszdféarbungen, ldereinstimmend miden
Ergebnissen der Cytoplasrhkleoplasméa-raktionierung dass TAF4B nach LRS
Stimulation im Nukleus angereichert wirbenfalls Ubereinstimmenaiit der Cytoplasma
NukleoplasmeFraktionierungzeigen Immunfluoreszengarbungendass die LP#hduzierte

Anreicherung von TAF4B durckine IFNg-Vorstimulierunginhibiert wird.

5.5 Die Stimulation durch die antiinflammatorischen Cytokine Interleukin
4, 10 und 13 bedingteine spezifische Lokalisation von T&4B in
Makrophagen

Gegentubeder Situation in proinflammatorischen Mdakrophagenkdnnen die Interleukine
IL-4, 1L-10 und IL-13 durch Sequestrierung der kRB-Untereinheit RelA aus dem Nukleus
zu einer Inhibition proinflammatorischer Mechanismeand zur Ausbildung von M2-
Makrophagen fuhren. Die induzierte ReBequestrierung inhibierzum Beispiel die
Expression proinflammatorischer Gene wiea undil6. In Makrophagen des MRhandyps
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werden stattdessen anflammatorische Gene aktivie(QbersichtsartikelSica et al., 2008;
Ubersichtsartikel: Martinez et al., 2009) Eine induzierte Anderung hin zu einem
antiinflammatorischen TranskriptionsfakiBepertoire im Zellkern von MRIakrophagen
konnte ebenfallden Koaktivator TAF4B beeinflussen. Dies wére ein Hinweis auf eine
generelle immunregulatorische Rolle von TAF4B in primaren Makrophagelthe Uber
eineproinflammatorische Funktiom LPSaktivierten Makrophagehinaugehenwirde Um

zu bestimmen, obkine antiinflammatrosiche Stimulati@nen Einfluss auf die Funktion von
TAF4B habenkénnten wurden sieben Tage alte Makrophagen fur weitere 72 Stunden mit
den Cytokinen IL-4 und IL-13 oder mit IL:4, IL-10 und IL-:13 stimuliert Die mdglichen
Effekte der Cytokinsmulation auf die Lokalisation von TAF4B wurden in den behandelten
Makrophagen durchmmunofluoreszenz gegen TAF4B detektiehbpildung 19, ReiheA).

Als Kontrolle einer adaquaten Cytok8timulation der Makrophagen wurde zusatzlich die
Lokalisation von RelA Uberprift, welches in M2akrophagen hauptsachlich im Cytoplasma

vorliegen solltgMantovani et al., 2004)

Interleukin 4 + 13

o

anti RelA Uberlagerung Phasenkontrast

Abbildung 19. Antiinfl ammatorische Stimulation maturer Makrophagen mit Interleukin 4 und

13 bedingt eine spezifische Lokalisation von TAF4Brimare Makrophagen wurden fir 38unden

mit jeweils 20ng/ml Interleukin stimuliert, folgend wurdenmunofluoreszenz gegen TAF4®) und
RelA (B) durchgefuhrt. Die DNA wurde zudem mit DAPI gegengefarbt. Zusatzlich ist die
Uberlagerung der jeweiligen Immdetektion und der DAPFarbung gezeigt, sowie Phasenkontrast
Aufnahmen der Makrophagen. Die Pfeile zeigen beispielhaft auf Zellarelchen TAF4B oder RelA
distinkt lokalisiertist. Mal3stabsbalken 20 um.

Wahrend in unstimulierten, zehn Tage alterakkbphagen TAF4B hauptsachlich im
Cytoplasma und gering im Nukleus vorliegiehe dazwAbbildung 18, Seite63), induziert

die Stimulation der Zellen mit H4/IL-13 oder 11-4/IL-10/IL-13 eine distinkte, zellulare
Anordnung von TAF4BRdie Abbildungen zur Immunfluoreszenzdetektion von TAF4B in IL
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4/IL-10/1L-13-stimulierten Zellen sind im\nhang dargestelltAbbildung 24, Seite106). Im
Nukleus der Makrophagen scheint TAF4B nach der Interleukinstimulation in distinkten
Bereichen konzentriert vorzuliegenydhrend das cytoplasmatische TAF4B perinukleéar
angereichert zu sein scheint. Damit spiegelt die TAEdRalisation nicht die deutliche
Sequestrierung von RelA aus dem Nukleus widAbb{ldung 19, ReiheB). Diese
Interleukin-induzierte RelASequestrierungqus dem Nukleus zeigt, dass diakrophagen

auf die Stimuli wie erwartet reagiert hab@eepak et al., 2007; Sica et al., 2Q0Bamit ist
TAF4B mdglicherweise nicht exklusiv an eim@oinflammatorischen, sondeauch an einer

antiinflammatorischemranskriptionsregulation in Makrophagen beteiligt.
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6. Diskussion

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass gewebepezifische Transkriptionsfaktor
TAF4B in Makrophagen, jedoch nicht in Monozyten, exprimiert wird. TAF4B liegt wéahrend
der in vitro-Differenzierung der Makrophagdmauptsachlich im Cytoplasma und zu einem
geringen Teil auch im Nukleus vor. DiproinflammatorischeStimulation der reifen
Markophagen mit LP8ihrt zu einemukle&ren Anreicherung von TAF4B, zusammen mit den
NFkB-Untereinheiten RelA und cReRaralleldaas wurde dieTranskription derputativen
TAF4B-Zielgene a20 und tnf-a in LPSstimulierten Makrophagen aktiviert. Chromatin
Immurprazipitationen konnten die Annahme bestatigieiss TAF4B irden LPSstimulierten
Makrophageran Zielgene bindegndeutig wure eine Bindung von TAF4B aten Promotor

von tnf-a detektiert Eine Vorstimulationder primarenMakrophagen mit IFy fuhrte jedoch

zu einer Inhibition der LPS-induzierten nuklearen Anreicherung von TAF4B. Die
antiinflammatorische Interleukitimulation der Makrophagen fihrte ebenfalls zu einer
distinkten Lokalisation von TAF4B in Makrophagen. Dies hindeutet darauf hin, dass TAF4B
ebenfalls in antiinflammatorische Reaktionen der Makrophagen involviert sein kdnnte.

Damit konnte in dieser Arbeijezeigt werdendass in Makrophageproinflammatorische
Stimuli zu einer Aktivierung undPromotortindung durch TAF4B fiihren kdnnen. Dartber
hinaus fihren weitere Stimuli zu jeweils distinkten Mustern der Lokalisation von TAF4B, was
auf eine komplexe Regation des Transkriptionsfaktorglurch verschiedene Signalwege

hindeutet.

6.1 Die Expression von taf4B, der taf4B-Splicevariante und taf4 in

primaren Monozyten und Makrophagen

Da keine Datenin Bezug auf die Expression basaler Transkriptionsfaktoredanozyten
und Makrophagen publiziert sindwurde die Transkription und Proteirpressionvon
taf4Beineg moglichen taf4B-Splicevariante (Wu et al., 2005)und taf4 wahrend der
Differenzierung von Makrophagefiberprift In Monozyten und wahrend de meisten
Abschnitte debetrachteteMakrophagerDifferenzierungwurdedastaf4B-Trankript relativ
konstantdetektiert(siehe Abbildung 8 A, Seite46). Mit Einsetzen der Adharenz, in eine
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Stunde alten Makrophagen, ldgstaf4B-Transkipt deutlichverstarktvor. Einhergehend mit

der verstarkteriaf4B-Transkriptmenge in den eine Stunde kultivierten Makrophagen wurde
ebenfalls das TAF4®rotein nachgewiesen (sieh&bbildung 8B, Seite 46). Die
vergleichsweisaiedrige mMRNAMenge in Monozyten ist vermutlich nicht der Grufid eine
fehlende Detektion des TAF4Broteins in MonozytenDie taf4B-Menge war in PBMCs
vergleichbar niedrigdennochwurde dasTAF4B-Proteinin PBMCsdeutlich detektiert. 2s
deutet darauf hin, dagBe Translation detaf4AB-mRNA in Monozyteninhibiert seinkbnnte

und erstmit beginnender Differenzierung in Makrophagen aktiweard. Damit deckensich

die hier erhaltenebatenmit vorangegangenen Ergebnissarelche zeigendassdie taf4B-
MRNA in verschiedenen Zelltypen vorliegt, das TAFRRtein jedoch nur in wenigen
Zelltypen exprimiert wird(Wu et al., 2005) Eine posttranskriptionelle Regulation der
TAF4B-Expression konet Gber die untranslatierten Regionerr tef4B-mRNA gesteuert
werden(Wu et al., 2005)jedoch sind hierzu keine eindeutigen Daten bekannt.

Trotz der deutlich absinkendeaf4B-Menge in der weiteren Entwicklung der Makrophagen
bleibt das TAF4BProtein deutlich exprimiert. Moglicherweise liegt TAF4B nach der
Expression in eine Stunde alten Maghagen sehr stabil vor. Anzunehmen ist zudem, dass
die in eine Stunde alten Makrophageniiarite Translationvon TAF4B aktiv bleibtwodurch
vorliegendes TAF4B kontinuierlich durathie geringe taf4B-mRNA-Menge erneuert wird.
TAF4B wird nicht im murinenKnochenmark exprimiert, dem StammzRkservoir der
Leukozyten (siehébbildung 4, Seitel7, Silkov et al., 2002)Sollte dies die Situation in der
Zelllinie humane Monozyten widerspiegeln, wirde TAF4B wie hier gezeigt in der
Entwicklung zu Makrophagen erst relativ spat im Stadium der einsetzenden Differenzierung
zu Makrophagen exprimiert, vergleichbar zu der Situation-loy®phozyten(Silkov et al.,
2002)

Die erhohte Menge ddaf4B-Transkriptes und einsetzende TAFERpression in ein&tunde
alten Makrophagetasserzudemvermuten, dasdie einsetzende Adharenz der Makrophagen
die Expression des TAF4Broteins induziertAdharenz stellt einen starken Stimsil fur
Monozyten dar. Die Zellmorphologie verandert sich, die Transkription und Expression
zahlreicher Gene wird beeinflugdflao et al., 1986; Diatchenko et al., 2005; Valledor et al.,
2006) Einige Daten ausanderen Arbeiten unterstitzen diese Hypothes8o sind
maoglicherweisePKA- und P#3- sowie MAP-KinaseSignalwegein Granulosazellen des
murinen Ovardn die Aktivierung dertaf4B-Transkriptioninvolviert (Ongeri et al., 2007)

Diese Signalwege werdegbenfalls durch Adirenz in Makrophagen aktivie(Berton and
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Lowell, 1999; Kao and Liu, 2002Es ware aus diesem Grund mdoglidass diegezeigte
taf4B-Transkription in Makrophagen durch Einsetzen der Adharenz und Aktivierung von
KinaseSignalwegen verstarkt wirdledoch ist es nicht auszuschlielen, déssiponente

des verwendeten ZellkultMediums die beginnende TAF4Bxpression aktivierefKreutz

et al., 1992)Hierfur ware es hilfreichfrisch elutierte Monozyten fir eine Stundeif einem
Roller in einem 50nl-Falcongefal® zu kultivieren. Die Zelld@nntendurch diestandige
Bewegung nicht oder kaum an der drehenden Plastikwandung adhéarent werden (personliche
Kommunikation, Prof. Dr. Marina Kreutz, Universitdinikum Regensburg). Sollte TAF4B

in dieser Zellkultur nicht exprimiert werdeware dies ein deutlicherihlveis darauf dass
TAF4B initial Adharenzinduziert translatiert wird.

Gegenuber dem deutlichen Anstieg ddenge der taf4AB-mRNA in eine Stunde alten
Makrophagen, laglie Mengedes Transkrips einer mdglichentaf4B-Splicevariante relativ
konstant wahrend der MonozytdfakrophagerEntwicklung vor (sieheAbbildung 8 A,
Seite 46). Die verklrzte TAF4BSplicevariante besitzt das Epitop des hier verwendeten
Antikorpers(Dikstein et al., 1996)insofern exprimiert, sollte die Splicevariante damit durch
den hier verwendeten Antikdrper detektiert werden. Die Immundetektion gegen TAF4B ergab
eine zusatzliche Bande im Proteinextrakt der &nmde und 24 Stunden alten Makrophagen
wasaufdie Expression der TAF4Bplicevariante hindeuten kdnntEs zeigt sich, dass die
maogliche TAF4BRVariante nicht vergleichbar zu TAF4B stabil in Makrophagen votliegt
sondern in 24&tunden alten Makrophag schwécher detektiert wirddas Gterminale
Proteinende deTAF4B-Variante wére verkirzt und konnte der Grund flredimstabiltat

und die Degradation ddrAF4B-V ariante mit fortschreitendé&ntwicklung der Makrophagen
sein (siehe Abbildung 8 B, Seite 46). Da bis jetzt keineeindeutigenErgebnissezur
tatsachliche und stabile Proteinexpression des verkirzteaf4B-Alternativtranskriptes
vorliegen dieseverklrzteTAF4B-Varianteabermit der Transkription von TAF4&ielgenen
interferieren koénnte(Wu et al., 2005) ware es sinnvoll die eindeutige Expression der
Splicevariante in zukiunftigen Arbeiten zu belegen.

Das Transkript vomaf4 lagim Vergleich zu PBMCs in Monozyten deutlich verstarkt vor und
wurde dannrelativ konstant in den differenzierenden Makrophagachgwiesen Ob mit
einer erhdohten Menge déaf4-mRNA auchdas TAF4Protein in Monozyten starker im
Vergleich zu den ubrigenelltypender PBMGPopulation exprimiert wirdist unklar da das
TAF4-Protein nicht durch einen WesteBtot nachgewiesen werden konnteas TAF4

Protein wurdeauchin Proteinextrakt von Heldellen nicht detektiert, obwohl TAF4 hier
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exprimiert wird (Vassallo and Tanese, 2003)/arum TAF4 selbst nach Abanderung des
Protokolls nicht durch einen WesteBfiot detektiert werden konnt&ann nicht gesagt
werden Demgegenuber zeigte die Imnfluoreszenz eine Expression und nukleare
Lokalisation von TAF4 in adharenten Makrophagen (si@bbildung 9, Seite48). TAF4
wurde in wenigen Makrophagen ab drei Tagen Kultivierung teilweise schwach oder nicht
durch die Immunfluoreszenz detektiert. Die Zahl der TAEgativen Makrophagen nahm mit
fortschreiender Kulturdauer bis zu sieben Tagen augenscheinlich nichDies. deutet
weniger auf eine progressive Abnahme der TAfghgemit zunehmender Differenzierung

in der gesamteMakrophagerPopulationhin; vielmehr kénnte es sein, dass TAF4 spezifisch
in einigen Subpopulationerder kultivierten Makrophagen ab etwa drei Tagen nicht mehr
exprimiert wird.Die dutrierte, humaneMonozyternPopulationbesteh ausSubpopulationen
welche in bestimmtemorphologischen und funktionellen Charakteristiaiieren kénne
(Ubersichtsartikel:Auffray et al., 2009) Dies istwahrscheinlichauch ein Grund fiireine
Heterogenitatvon Makrophagensowohl in vitro als auchin vivo (Yasaka et al., 1981,
Andreesen etla 1986) Moglicherweise wird TAF4 demnach in bestimmten Makrophagen

Subpopulationen nicht mehr exprimiert.

6.2 Die partielle Kolokalisation von TAF4B mit TAF4 und aktiver RNA-
Pol Il deutet auf eine mogliche Rollevon TAF4B in der Differenzierung

von Makrophagen hin

Der Ubergang von schwimmenden Monozyten zu adharenten Makroplsagién eine
transkriptionell aktive Phase in der Differenzierutiar (Liu et al., 2008; Valledor et al.,
2006) TAF4B wurde wahrend dieser Phasgprimiert (sieheAbbildung 8, Seite46) und
lokalisierie im Nukleus der eine Stunde alten Makrophagen (shditdldung 9, Seite48).
Die nukledre Lokalisation konntdarauf hindeutendass TAF4Bzu diesem Zeitpunkter
Differenzierungn die Transkription involviert istNukleares TAF4B ist mdglicherweise auch
in der weteren Differenzierung der Makrophagen notwendig, da auclklein weiteren
Entwicklung der MakrophagehAF4B kontinuierlich im Nukleusietektiert wurdeTAF4B

wurdedurchStimulation mit bakteriellehipopolysacchariderm Nukleusvon Makrophagen
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angereichdr (siehe Abbildung 13, Seite56). Deswegenwurde geprift ob eine mdgliche
bakterielle Kontamination der Zellkultur fldie nukleare Lokalisation von TAF4B
verantwortlich sein konntéie cytoplasmatische Lokalisation von RelA in eine Stunde alten
und reifen Makrophagen deutgedoch auf einen ruhenden Zustand der Zellen hin. Die
Annahme dass die kultivierten Makrophagercht aufgrund eineiKontaminationaktiviert
vorlagen wurde weiter durch die fehlendeil6-Transkription in reifen unstimulierten
Makrophagen belegDies deutet darauf himlass TAF4Bn unstimulierten Makrophagesm
der Transkription differenzierungslevante Gene oder Haushaltsgemeteiligt ist. Diese
Annahmekonntedurch die Kolokalisation von TAF4B und aktiver RNZol Il in eine Stunde
alten Makrophagen gestitzterden (siehe Abbildung 10, Seite 50). Damit deutet die
partielle Kolokalisation von TAF4B und der aktiven RNP®I Il darauf hin dass TAF4B an
der aktiven Transkriptioin dieser frihen Phase der Makrophafgfierenzierung beeiligt
ist.

Eine Kolokalisation des nuklearen TAF4B und TAF4 zeigte sich inmderunofluoreszenz
nur partiell. Des kénnte darauf hindeutendass TAF4BMoleklle in Makrophagen nur
teilweise nukleare TAF4B:TAR#eterodimererausbilden Dies stande in Ubeinstimmung
mit vorangegangenen Arbeiten, welche zejgtass TAF4B als Heterodimer in Interaktion
mit TAF4 im TFIID-Komplex vorliegen kaniiLiu et al.,2008) Der gegen die aktive RNA
Polll verwendete Antikorper erkennt spezifisch dserin5Phosphorylierung deCTD.
Inaktive oder aktive RNAolIl, welche nicht in der TranskriptionsnitiationsPhase
vorliegen stellen demnach kein Epitop desrwendeten Antikdrpers dgPhatnani and
Grealeaf, 2006; Egloff and Murphy, 2008Yudem enthalte@FIID-Komplexe zu einem
Teil TAF4-Homodimee undzu einemandererleil TAF4B:TAF4-HeterodimerdgDikstein et
al., 1996) Es ist aus diesem Grungicht UberraschendlassTAF4B und aktive RNAPol Il
nicht vollstandig kolokalisieren

In verschiedean Arbeiten wurde die Promotaniung verschiedener Gemirch TAF4B
gezeigt welche in Makrophagen ebenfaltetwendig in derZelldifferenzierungsind (siehe
Tabelle 8). Die Transkriptionsregulation durchAF4B wird vermutlich aber nicht alleinig
durch die Bindeaffinitat der DNABindedoméane bestimmt. Die Prasenz von TAF4 und die
Bindung verschiedener Aktivatoren an mogliche TAFRABIgene scheint zudem die TAF4B
Funktion zu reguliererfAinbinder etal., 2002; Mengus et al., 2005)us diesem Grund
konnen die inTabelle 8 gezeigten Gene nur als Hinweis auf mogliche TAZ&gene in

Makrophagengesehen werderin Monozyten und eine Stunde alten Makrophagen wurde
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maoglicherweise eine TAF4Bplicevaiante detektieriApbildung 8 B, Seite46;, Wu et al,
2005) Es kann damit nichausgeschlossen werden, das®ine Stunde alten Makrophagen

durch die Kelmmunofluoreszenzfarbungen gegen aktive RNA Pol Il und TAF4B teilweise

Tabelle 8. Aus anderen Zelltypen bekannte TAF4B-Zielgene welche eine Funktionin der
Makrophagen-Differenzierung besitzen.

Zielgen Funktion in Makrophagen

c-jun’ Untereinheitdes heterodimeren Transkriptionsfaktors-ARst involviert
in Differenzierung von Monozyte#elllinie (Behre et al., 1999)Durch
LPS-aktiviertes eJun ist notwendig flinf-a-Expression in Makrophage
(Hambleton et al., 1996; Liu et al., 2000)

follistatin® Sezerniertes Glykoprotein mit Funktion in Differenzierung und
Immunreaktion durch Inhibition von Activin und anderer
Wachstumsfaktore(De Kretser et al., 2012)

integrin alpha6 Transmembramptein, das die Adharenz von Makrophagen al

(itga6/cd49)®  extrazelluldre Matrix vermittelt. Stark hochreguliert in Makrophagen
wahrscheinlich involviert in die Makrophag®ifferenzierung(Shaw et
al., 1990; Ammon edl., 2000; Shi and Simon, 2006)

' (Geles et al., 2006; W. Liu et al., 2008(Geles et al., 2006) (Kalogeropoulou et al., 2010)

die mogliche TAF4B-Variante detektiert wird Abbildung 10, Seite 50). Aufgrund des
Fehlens der @erminal gelegenen TFIHnteraktionslomane kodnnte durch die TAF4B
Splicevariante eine TAF4Bedingte Transkription des Gens blwmsk werden \Wu et al.,

2005) Die mogliche Splicevariante konnte also eine wichtige Rolle ier d
Transkriptionsregulation von Monozyten und jungen Makrophagen Ubernehmen. Da die
zusatzliche Bande in sieben Tage alten Makrophagen nicht mehr detektiert wurde, sollte hier
die Moglichkeit der Transkriptionsregulation durch die TAF4BSplicevariante
augzuschlieBen seinSollte die TAF4BVariante eine Rolle in den differenzierenden
Makrophagen spielerkdnnten sich verschiedene Modi der TAFRBgulation durch die
TAF4B-Variante ergebenDie TAF4B-Variante konnte mit TAF4B um die Bindungvon
Zielgenenkonkurrieren Mdglicherweise wirkt ¢ TAF4B-Splicevariantgedochaktivierend

auf TAF4B. In Caenorhabditis elegansnhibieren OMA-Proteine die transkriptionelle

Funktion von TAF4durch Sequestrierunges Transkriptionsfaktorsn das Cytoplasma
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(GuvenOzkan et al., 2008Homologe Mechanismekdnntenin Saugetiererexistierenund
TAF4 oder TAF4B inhibieren Die TAFA4B-Splicevariante konntedurch Bindung der
inhibitorischenProteinfiktorenTAF4B substituieren und dadurch die Inhibition VOAF4B
blockieren

Das ubiquitare TAF4 wurde in eine Stunde und SB4nden alten Makrophagen
populationsweit detektierAb drei bis sieben Tagen Kultivierung war TAfetlochin einer
geringen Anzahl der Makrophagen deutlich reduziert oder nicht detekti¢disine
Abbildung 9, Seite 48). Die Anzahl TAF4negative Makrophagen nahm mit
voranschreitenderKultivierung augenscheinlich nictzu. Dies fiht zu der Annahmedass
TAF4 gpezifisch in distinkten MakrophagerSubpopulatioan ab einer gewissen
Differenzierungnicht weiter exprimiertwird. TAF4 ist notwendig fur die Integritat des
TFIID-Komplexes, kann aber in Abwesenheit vermutlich durch TAF4B substituiert werden
(Cler et al., 2009)Da alle Makrophagen in Kultur kontinuierlich TAF4B exprimierten (siehe
Abbildung 9, Seite48), integrieren in den TARfegativen Makrophagen moéglicherweise
TAFAB: TAF4B-Dimere in den TFIID-Komplex. Versuche zeigen, dass embryonische
Fibroblastenzellen trotz einer Depletion von TAF4 vital bleiben, jedoch eine globale
Anderung der Transkription bedingt wird. Diese Versuche fiihren weiter zu der Annahme
das ein spezifisches Gleichgéstt zwischen nuklearen TAF4 und TAF4B notwendig ist fur
eine regulierte TranskriptioMengus et al., 2005fusanmen mit diesematenkdnntedie
Immunofiuoreszenz darauf hileuten, dass TAF4 in bestimmten Makrophagen
Subpopulatioan durch TAF4B im TFIIDKomplex substituiertvird und so ein distinktes
Transkriptom induziert wirdEin kontrollierter Stopp der TAFEXxpression und die verstarkte
Integration von TAF4B idenTFIID konntemit voranschreitendeReifung deMakrophagen
einen Mechanismuszur weiteren Differenzierung in distinkte Makrophag&mnaypen
darstellen

Ein knodk downvon taf4B mit anschlieBendem ChIP und einer gRCRAuswertung der
Transkription konnte putative TAF4Bielgene aufzeigen welche fur die weitere
Differenzierung von Monozyten oder Makrophagestwendig sind Mit sieben Tage alten
Makrophagen durchgefuhrteknock dowrExperimente erbrachten jedoch keine
reproduzierbaren Effekt€Ergebnisse nicht gezeigtDies ist wahrscheinlichdurch das
verwendete Zellkultummtokoll bedingt welches von den Herstellergabe des
TransfektionsKits abweicht (siehe Herstell&rr ot ok ol | L ON-Aulnan A A MA X
Macrophage Nuc | e 0-1068c PQ). rDie Komt IHerstelldr A/&rgeschlagene
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Kultivierung der Makrophagen in MSFhaltigen Medium bedingt jedoch eine
antiinflammatorische Bferenzierung von MakrophagegiVerreck et al., 2006; Fleetwood et
al.,, 2012; Sica et al., 2008Die Ergebnisse aus Versuchenmit solch kultvierten
Makrophagenwéren aufgrund der unterschiedlichen Differenzierung der Makrophagen

maoglicherweise nicht vergleichbar mit den hier erhaltenen Ergebnissen.

6.2.1 TAF4B scheint PolycombProteine in Makrophagen nicht durch eine nukleolare

Sequestrerung zu regulieren

PolycombKomplexe reprimierenu.a. durch posttranslationalelodifikation der Hstore H3
und H2A die Transkription von ZielgenefUbersichtsartikelMorey and Helin, 2010)Die
nukleolare Sequestrieng der PolycomiProteine durchTAFs in D. melanogasteischeint
diese Genrepression aufzuheb@umifgrund dernukleolare Sequestrierung der Polycomb
Proteine wird durch die TAParaloge vermutlich die Transkription von postmeiotischen
Genen mit Relevanz fir die Differenzierung der Spermien aktiy@nen et al., 2005)
Zudem ist @s ubiquitare TAF4n Embryonen voiD. melanogastefTeil des PRC1 (Saurin et
al.,, 2001) was darauf hindeutetdass einelnteraktion zwischen TAFs und Polycomb
Untereinheiten nicht ausscblichtestispezifisch istDa TAF4in Metazoerkonserviert ist
(Ubersichtsartikel:Freiman, 2009)wére es moglich, dass dielnteraktion mit Polycomb
Proteinenebensoin differenzierenden Zellervon S&ugetiereneinen genregulatorischen
Mechanismus astellt Um die® Thesezu prifen wurde hier die mogliche nukleolare
Lokalisation von TAF4B in Makrophagen durch ftamunofluoreszenz gegen TAF4B und
nukleoléares Fibrillarin  nachgewiesen Unabhéngig vom Differenzierungsstadium der
Makrophagen lag AF4B jedochnichtangereicheran den Fibrillarirpositiven Bereichemim
Nukleolusvor, sondern hiedeutlichgeringerals im tbrigen NukleugsieheAbbildung 11,
Seite 51). Sollte TAF4B vergleichbar zu Annahmen v@hen et al. (2005)ndirekt die
Transkription durch die Sequestrierung von PolycdPniiteinen regulieren, dann wien die
TAF4B-gebundenen Faktoren vermutlich nicht in den Nukleolus sequestriert.

In eine Stundesowie sieben Tage alten Makrophagen wurde zudem die Lokalisation der
PolycombBProteine EZH2 und Ringl1A Uberprift. Keines der Polycdtniiteine wurde ilen
primaren Makrophagen an den Fibrillapositiven Nukleoli detektiert, sondern im Nukleus

und im CytoplasmgDembeck, Bachelorbeit, 2011pies deutetwveiter darauf hin, dass der
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Mechanismus einer nukleolareRolycombSequestrierung durch TAF4B in priméaren
Makrophagen nicht vorliegtEbenfalls verbleibt ein grof3er Anteil des TAFR#Boteins,
unabhéngigvon derStimulation, im CytoplasméeDie Inhibition der repressiven Polycomb
Effekte auf die Transkription konatin Saugetierzellen auch durch eih&F4B-abhangige
PolycombSequestrierung dasCytoplasnaermdglicht werdenDa verschiedenBolycomb
Proteine auch in weiteren Zelltypen cytoplasmatis&alisieren(Witte et al., 2004; Su et al.,
2005; Dembeck, 2011)kdnnte eine cytoplasmatische PolyceBdnquestrierung auch in
weiterenSaugderzelltypen einen Mechanismus deenregulation darstellen

Die tTAFs sind teilweise geringkonserviert im Vergleickzu humanen Homologe{Chen et
al., 2005; Hiller et al., 2004Pennoch besitzt der konservierteT€rminus von Nht Histon
FalteDoméanen welche sowohl vergleichbar zuDrosophilaTAF4 als auchzu humanem
TAF4 und TAF4Bzu seinscheinen. Dieser Bereich scheint notwendig fur verschiedene
Proteininteraktionen von TAF4EBu seinund kdnnte auch fur die Interaktion mit Polycomb
Proteinen eine Rolle spiel€Hiller et al., 2004; Shao et al., 2005; Gux@rkan et al., 2008)
Neben tTAFs interagiert auch das ubiquitdre TAk£mbryonen vorD. melanogastemit
PRC1(Saurin et al., 2001Yusammen mit den konservierten HFD irT€rminus der TAF4
Homologe deutet dies darauf hin, dass die Interaktion zwischen TAFs und Polyeomb
Komplexen nicht exklusiv im dstisvon D. melanogasteistattfinden mussEs zeigt sich
vielmehr, dassdie Lokalisation dePolycombProteine zelltypbhangig ist. Im Gegensatz zur
Situation in primaren Makrophagen akkumuliert EZH2 in Hédlen deutlich in der Nahe
des Nukleolus(Dembeck, Bachelorbeit, 2011¥ellen ausDrosophla-Embryonen, Hela
Zellen und primaren Spermatgen treten im Gegensatz zu kultivierten, primaren
Makrophagen in die Mitosebzw. Meiose ein. Madglicherweise is die Chromatin
Regrukturierungwahrendder Zellteilung notwendig fur die Polycombokalisation in oder

andenNukleoli.
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6.3 Regulation von TAF4B nach Aktivierung der Makrophagen mit LPS

und den Cytokinen IFNgoder Interleukinen

Die proinflammatorische Stimulation durch LPS oder Cytokimie IFNg induziert in
Makrophagen die Ausbildung eines NPhandyps welcheru.a. gekennzeichneist durch
distinkte Transkriptionsmuster undie erhOhte ExpressionerschiedenerCytokine und
Rezeporen zur Pathogenieennung(Ubersichtsartikel:Mantovani et al., 2004)Durch T-
Lymphozyten sezernierte-Ng wirkt zudem verstarkend auf dieproinflammatorische
Reaktionund LPSinduzierte Transkription von Makrophagéree and Sullivan, 20Q1Nach
Stimulation durch Ik4, IL-10 und 113 kodnnen Makrophagenhingegen einen
antiinflammatorischerM2-Phanayp ausbilden(Erwig et al., $98) Im Vergleich zu M1-
Makrophagen wird in M2Makrophagenebenfalls ein spezifisches Transkriptom induziert,
durchdie Blockierung demukle&renAnreicherungvon RelA, wahrend der Aktivator STAT6
in den Nukleus translozierfUbersichtsartikel: Biswas and Mantovani, 2010)Die
verschiedenen  Stimulahen der Makrophagen bedingen andt spezifische
Lokalisationsnuster von Transkriptionsfaktoretdm Hinweise auf mdoglichdregulations
mechanismen von TAF4B zu erhaltenvurde die Lokalisation von TAF4B nach
proinflammatorischer oder antiinflammatorischer Stimulation UberpriftEine LPS
Stimulationreifer Makrophagerfuhrte zurerhohte Expression und nuklearéAnreicherung
von TAF4B (sieheAbbildung 13, Seite 56). TAF4B schien zudem in LRStimulierten
Makrophagen in distinkterdrokalisation im Nukleus vorZiegen.Ein deutlicher Anteil von
TAF4B bleibt aber trotz anhaltender LfS8mulation nach finf Stunden im Cytoplasma
zurtick. Dies scheint vergleichbar zu Ergebnissen aus Zellen des adaptiven Immunsystems.
Hier liegt TAF4B im unstimulierten Zustand sowohl im Cylegma als auch im Kern vor und
wird nach einem LPStimulus im Nukleus angereicheRashevskyFinkel et al., 2001)
Weitestgehend sind synergistische Effekte dergtlihd LPSStimulation auf Makrophagen
aufgezeigt (Schroder et al., 2004)FNgkann jedoch auch eine modulierendirkung auf
LPSinduzierte Effekte besitzerfCollart et al., 1986; Hayes et al., 1993)ie pro-
inflammatorische IFNg-Vorstimulierung inhibierte hier in den Makrophagedie LPS
induzierte Zunahmeder nukleden TAF4BMenge (siehe Abschnitt 5.4, Seite 61). IFNg
schien zudem in einer geringen Anzahl der Makrophagen eine Exklusion von TAS4Bra
Nukleus zu bedingenTrotz Inhibition der LPS-induzierten Anreicherungim Nukleus

IFNg vorstimulierte Makrophagenlag TAF4B geringin den meisterdiesa Makrophagen
76



Diskussion

im Nukleus vor was eineegulative Funktion von TAF4B in der Tramgkion hier nicht
vollstandig ausschlieBtWahrend dagmmunofluoreszenzprotokoleine geringe Menge an
TAF4B im Nukleus IFNrbehandelter Makrophagen aufzeigte, warch die Nukleoplasma
CytoplasmaFraktionierung kein  TAF4B im Nukleoplasma gleichwertig behandelter
Makrophagen zu detektiereDies kbnnte damit zusammenhangemss die nukleare TAF4B
Menge unterhalldler Nachweisgenze des verwendeten Western Brodtokolls lag.Um die
Interleukinbedingte Differenzierung in einen antiinflammatorischen -Ri&ndyp
aufzwzeigen wurde die cytoplasmatische ReBequestrierung in Interleukimehandelten
Makrophagen tberpruft und bestétigt (sidtidbildung 19 B, Seite65; Sica et al., 2008Es
zeige sich, das TAF4B nicht gleichsam zu RelA aus dem Nukleus B&-Makrophagen
sequestriert wird (siehe Abbildung 19A, Seite 65). In den Interleukinstimulierten
Makrophagenscheint TAF4Bin einem distinkten Bereich des Zellkerns lokalisierhit
scharfer Abtrennung an dérenzegion ds Zellkerns Die spezifische Lokalisation von
TAF4B in LPS oder Interleukinstimulierten Makrophagekonnte darauf hindeutemlass
TAF4B Stimulus-abhangigan transkriptionell aktiveDNA-Bereiche lokalisiert wirdsiehe
Schneider and Grsshedl, 2007)

Esist wenig bekannt Uber die Regulation dekalisationbasaler Transkriptionsfaktoren wie
TAF4B. Eine nukleare Anreicherung von TAF4B durch passive Diffusion sollte
unwahrscheinlich sein. Die Diffusion von Proteinen mit einer GréReld®kDa konnte nur
vereinzelt aufgezeigt werden undki@rt zudem nicht die Stimulesbhangige Translokation
von TAF4B in oder aus dem Nukle(M/ang and Brattain, 2007)C-terminalenthalt TAF4B
nachder Aminosaure 552in putativesNLS (nukledrs LokalisationsSignal)sowieein NES
(nukledres ExpotBignal RashevskyFinkel et al., 2001) Durch NLSMapper fttp://nls
mapper.iab.keio.ac.jp/c@pin/NLS _Mapper_form.cgi wurden im C-terminalen TAF4B-
Abschnittebenfalls mehrere zweiteilige Kdokalisatiorssequenzemit niedriger nukleérer
LokalisationsAktivitdt vorhergesagtim Gegensatz dazu wundén der Proteinsquenz von
TAF4 mehrere einteilige NLS sowie zweiteilige Kerkalisatiorssequenzermit starker
LokalisationsAktivitdt vorhergesagt.Die Ergebnisse idses Vergleichs der nukleédren
LokalisationsSignale stimmen tberein mit der Beobachtung einmusschlie3licmukleare
Lokalisationvon TAF4 im Gegensatzu TAF4B (sieheAbbildung 9, Seite48). Dies deutet
darauf hin das TAF4B eire schwache NLSmit geringer Affinitat zu Importira besitzt
(Hodel et al., 2001)Ob die Lokalisation von TAF4RBusschlieRlictdurch die NLS und den

klassischen Importia/b-Mechanimusvermittelt wird, bleibt jedoch unklar (Rashevsky
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Finkel et al., 2001)Mdglicherweise ist die Stimuldsedingte Anreicherung von TAF4B im
Nukleus nicht alleinig abhéngig von einschwachen NLSEs ware auch mdglich, dass
TAF4B an Proteine wie induzierte Aktivatoren bindet, welche Stiraumdsziert in den

Nukl eus transl ozieren. Sim derk Nukleus enittrangpsrtie® A h u

werden. JedochindetTAF4B unabhangig von RelA an PromotBegionenAinbinder et al.,
2002)undzeigtkeine zu RelAoder cRelvergleichbare Oszillation zwischen Cytoplasma und
Nukleoplasma(siehe Abschnit6.3.2 Seite55). Zudem liegt TAF4B nicht zusammen mit
RelA im Nukleus IFNJLPS-stimulierter Makrophagen vor, lokalisiert aber im Gegensatz zu
RelA im Nukleus Interleukirstimulierter MakrophagenDies deute darauf hin, dasslie
Aktivitat von TAF4B relativ unabhéngig zNFKkB reguliert wird. Es wareebensomoglich,
dass TAF4B durch die-@rminale HFD in den Nukleus vermittelt wirderschiedene TAFs
bilden cytoplasmésche Dimere durch konservierteHFDs und transloziererals Komplex in

den Nukleu§ Ko mei | i and OO0Shea, 2 AUBhOTAF4 sral TAFdR) | o u
interagieren durch HFDs mit TAF12 und integrieren in den THnplex (Gazit et al.,
2009; Nakamura and Seydoux, 200Bjese Interaktion mit TAF12 scheint zumindegir
TAF4 notwendigum indenZellkern zu translozierennd kénnte auch fir TAF4B eine Rolle
spielen (GuvenOzkan et al., 2008)In C. elegans konkurrieren OMA und 2 nach
Phosphorylierung durch MBR mit TAF12 um die Bindung der TAFAFD, was zu einer
cytoplasmatischen Sequestrierung von TAF4 und globalen Stilllegung der Transkription fuhrt
(GuvenOzkan et al., 2008kEin zu C. eleganshomologer Mechanismuscheintin humanen
Zellenzu existierenebenso wie die Kinase DYRK2jn MBK-2-Homolog(GuvenOzkan et

al., 2008) DYRK2 phosphoryliertverschiedend ranskriptionsfaktoremund reguliertzudem
maoglicherweise TAF4Gwack et al., 2006; Brunkhorst et al., B00raira et al., 2012)
Kinasen wie DYRK2 koénnten Stimulusabhangig nukleare oder cytoplasmatische
Bindepartner von TAF4B regulieremnd dadurch die nukledre Anreicherung von TAF4B

induzieren.
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6.3.1 Regulation derBindung von TAF4B an Promotordemente

Sowohl TAF4B als auch TAF4 interagieren mit TAF12 und binden durch Elemergtaiikn
konserviertenC-terminalen Proteinbereich an Promotor&hao et al., 2005; Gazit et al.,
2009) Versuche mit synthetischen Promeg&equenzen zeigen, dass TAF4B und TAF4
vermutlich um die Bindung einer distinkten Promotorregion konkurrieren kofuneret al.,
2008) Dabei ist die intrinsische Affinitait des TAF4Bder TAF4Proteins flr
Promotorequenzelementevermutlich gering und nicht alleinig erantwortlich fur die
Promotorlindung (Shao et al., 2005; Gazit et al., 2009)elmehrwird angenommen, dass
durch TAF4B eine Konformationsdnderung des THABteinkomplexes induziert wirdnd
dies verantwortlich ist flr eine Promotorspezifitat des HdidlD-Komplexes(Shao et al.,
2005; Liu et al., 2008bAuch ein bestimmte¥erhéaltnis der nukledren Menge von TAF4B zu
TAF4 ist vermutlich notwendig fur die Regulation von TAF4B, daTi@nskriptionsaktivitat
von TAF4B auch durch die Kompetition mit nuklearen TAfeguliert zu werderscheint
(Mengus et al., 2005)In Ubereinstimmungmit diesen Datensteht die hier gezeigte
Anreicherung von TAF4B im Nukleus LAS8duzierter Makrophagerund die damit
einhergehende Induktion detnf-a-Bindung (siehe Abbildung 16, Seite 60). Die
Anreicherung und gleichzeitigBromotobindung von TAF4B deutet darauf hin, dass die
Erhohung der nuklearen TAF4B Mengeden primaren Makrophagezinen Mechanismus
zur aktivierten Genregulation durch TAF4B darstellt.

Stimulus-abhangig kénnte die Transkriptionsaktivitat von TAF4B duroltgpanslationelle
Modifikationen des TAF4BProteinsbeeinflusst werdenCytoplasmatisches und nukleéres
TAF4B wird im Gegensatz zu TAF4 und der moglichen TAF&Ricevariante nach
Aktivierung des AdenykZyklasegekoppelten Rezeptordurch Proteinkinase A (PKA)
phosphoryliert.Jedoch hatie Phosphorylierundkeinen Einfluss auf die Translokation von
TAF4B in den Nikleus (Wu et al., 2005)konnte aber eine Rolle ider Integration von
TAF4B in den Transkriptionskomplex spielen. VerschiedbasaleTranskriptionsf&toren
(u.a. TAF4) werden Zeliklus-abhangig oder Stimuldsduziert phosphoryliert, was
teilweise notwendig ist fur die Protelroteirinteraktion(Biggs et al., 1998; Pijnappel et al.,
2009) Auch in Makrophagen bedingt der LISEmulus die Aktivierung der PKANd MAP-
KinaseSignalvege, was zur Phosphorylierung von TAF4B fliihren kog8teeet and Hume,
1996) Die Phosphorylierung von TAF4Bach einer LPSstimulation Wu et al., 2005)
wurde in dieser Arbeit nicht bestéatigsiehe Abbildung 12, Seite 53). Eine Protein
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phosphorylierunggon TAF4Bin LPS-aktivierten Makrophagekann jedochicht vollstandig
augieschlossen werderes kann ebenso moglichsein dass de phosphorjierte TAF4B
Frakion zu gering war fur die Detektiaturch das hier verwendete Western Btodtokoll

Sollte es moglich sein die Regulation der TAFARvitat aufzuklaren, so konnte
eingegrenzt werdemlurch welchen Mechanismus IgNie LPSinduzierte Translokation von
TAF4B inhibiert. Anhand der Transkription vanf-a wurdeaufgezeigt, dass IFichtrein
verstarkend auf LP#duzierte Effekte wirkt, sondern auch eine modulierende Funktion
besitzt(Collart et al., 1986; Hayes et al., 1995je durch IFN verstarkte HistorAcetylase
und Deacetylasé\ktivitat sowie die Transkription IFNyraktivierter Gene durch TBReie
Transkriptonskomplexezeigt dariber hinayslas IFNg einen weitreichenden Effekt auf die
Organisation defranskriptionsmschinerie austbtPaulson et al., 2002; Keslacy et al., 2007,
Garrett et al., 2008)Versuche zeigen zudem durch die Inhibition von Kinasen, dass die
IFNg-Vorstimulierung von Makrophagen zu einer Signaltransduktion desSti&ilus Gber
einen alternativen Sighweg zu fihren scheinfHayes et al., 1995)Dies fuhrt zu der
Annahme, dasd-Ng-bedingte Effektdnteraktionspartner von TAF4Bhibieren welcheflr

die Translokatiornvon TAF4Bin denZellkernder Makrophagebendtigtwerden

Die Interleukinspezifische Lokalisation von TAF4B kdnnte darauf hindeudass TAF4B in
M2-Makrophagen mit induzierten Aktivatoren interagiert und die Transkription reguliert
(Gordon and Martinez, 2010; Woodward et al., 20Z0gem ist TAF4B in einigen Zelltypen
an der Transkription von Genen beteiligielche ebenfalls Interleukimduziert durch M2
Makrophagen exprimiert werdeng{R1, tgfR3 und ctgf; Ubersichtsartikel:Davidson et al.,
2005) (Martinez et al., 2009; Rodero and Khosrotehrani, 20M@)glicherweise interagiert
TAF4B in M2-Makrophagen mit den hier induzierten Transkriptionsfaktoren wie STAT6
oder p50 (Porta et al., 20Q9Ubersichtsartikel Biswas and Mantovani, 2010Durch
Verbindung der Rezeptaermittelten Signaltransduktion zur Transkription wirde TAF4B
damit notwendig fur die Itiierung preund antiinflammatorischer Transkriptionsmuster sein.
Dadurch ware TAF4B essentiell fur die Plastizitdt der Makroph&gg#arenzierung in M1
oder M2Phéanotypen.
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6.3.2 Die spezifischeBindung von TAF4B an tumor necrosis factoalpha zusammen mit
cRel und RelA

TAFs stellen Koaktivatoren dar, welche zwischen Aktivatorenderd promotagebundenen
Prainitiationskomplex vermitteln (Ubersichtsartikel: Thomas and Chiang, 2006)Die
Erkennung von LPS durcden CD14TLR4-Rezeptorkomplexnduziert die Translokation
aktivierter NFkB-Untereinheitenin den Nukleis welcheu.a.denPronotor vontnf-a unda20
binden(Falvo et al., 2010; Verstrepen et al., 201D¢r KoaktivatorTAF4B interagiert u.a.
mit RelA und cRelbindetjedochunabhangig vorktivatorenan Promotoren(Wolstein et
al., 2000; Yamihezi et al., 2000)Die LPS-induzierteAnreicherung von TAF4Bm Nukleus
der reifen Makrophagen(siehe Abbildung 13, Seite56) deckt sichzeitlich mit der stark
erhohten Tanskriptionvon a20 und tnf-a nach LPSStimulation (siehe Abbildung 12 C,
Seite 53). Die durchgefiihrtea ChIP-Experimente zeigen dass die einstiindige LPS
Stimulation de Bindung von TAF4B an deaktivierten Promotor vontnf-a in priméren
Makrophagerbedingt(sieheAbbildung 16, Seite60). Weiter wurde ¢ bekannte Bindung
der NFkB-Untereinheiten RelA und cRah den aktive tnf-a-Promotorhier bestétigt(Falvo
et al.,, 2010)und zudem erstmals die Bindung von cRel an @2&-Promotorin primaren
Makrophageraufgezeigt
Eine Bindung von TAF4B an dea20-Promotor konnte in primaren Makrophagen nicht
aufgezeigt werderVersuche vorheriger Arbeiten bestatigarer dass TAF4B eine lediglich
geringeBindungsffinitdt zum a20-Promotor besitz{Gazit et al., 2009)Zudem wurde i@e
direkte Bindung des Promotors des antiapoptotischen Fa&&iyslurch TAF4B bis jetzt
nicht in primaren Zellen belegt und kdnnte durch den Kreb€terakter der verwendeten
Zellllinien bedingt seir{Ainbinder et al., 2002; Silkov et al., 200uch ist es mdglich, dass
a20 in diesen Zelllinien durch distinkte Transkriptonskomplexe gebunden wird. @
verwendeten urkatund DaudiZelllinien exprimierenden Zelltyp-spezifischen Aktivator
OCA-B/BOB-1, welcher mit TAF4B interagiertAinbinder et al., 2002; Silkov et al., 2002;
Marafioti et al., 2003)Dies kénnte auch darauf hindeuten, dass die Bindung und Regulation
von a20 durch endogenes TAF4B lediglich in distinkten Zelltypen auftditidem wird die
a20-Expression durciTNF-a induziert (Ubersichtsartikel:Vereecke et la 2009) TNF-a
besitzt pleiotrope Funktionen umgt u.a.notwendig in deEmbryogenessowieHomoostase
verschiedener Gewebe wieB. Ovarien (Adashi et al., 1989; Zoltet al., 1990; Balkwill,
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2009; Pfeffer, 2003)Aus diesem Grun#tdénnte die Reduktion voa20in TAF4B-Mutanten
(Freiman et al., 2001; Silkov et al., 2002; ¥omna et al., 2007ginen indirekten Effekt
aufgrundreduzierte TNF-a-Proteinnengendarstellen

Warum Makrophagen im Vergleich zu Monozyteleutlich verstarktdazuin der Lage sind
TNF-a zu bilden konnte die hier gezeigte Bindung vomf-a durch TAF4B erklaren
(MacKenzie et al., 2002Pa das TAF4BProtein in Monozyten nicht exprimiert wird (siehe
Abbildun g 8, Seite46), konnte n MonozytenvorliegendesT AF4 einegeringe Transkription
von tnf-a bedingen In adharentenMakrophagen exprimiertkdnnte TAF4B durch eine
spezifischePromotoaffinitdt und aufgrund derLPS-induzierten Zunahme der nukleéren
TAF4B-Menge antnf-a binden undTAF4 hier ersetzenVorangegangen Arbeiten zeigen
dassTAF4B einen Koaktivatorfir die NFkB-induzierte Transkription darstelfyamit-hezi
and Dikstein, 1998Yamit-hezi et al., 2000)Auch in reifen Makrophagenermdglicht die
Integrationvon TAF4B in den TFIID-Komplex vermutlich die spezifische Interaktiamit
RelA und cRelund induziertso wahrscheinlichdie wesentlich potentertnf-a-Transkription
in Makrophagen

Eine IFNg-Vorstimulierung fuhrt in Makrophagenzur eing verstarkta tnf-a-Expression
aufgrundder Bindung dednf-a-Promotors durch eine inaktive RNRol Il sowie weiterer
Transkriptionsfaktoren (Hayes et al.,, 1995; Falvo et al., 2010Xudem inhibiert
IFNgvermulich die Bindungdestnf-a -Gensdurch Transkriptiongpressoren und induziert
eine erhOhte HisteAcetylierung was zu einem transkriptionell aktiven Chromdtistand
fuhrt (Collart et al., 1986; Garrett et al., 2008)jie Vorstimulation der Makrophagemit
IFNg, vorangehend zu einer LPSimulation fuhrte allerdingshier zu einer Abnahme bis
Depletion der nuklearen TAF4Blenge (Abbildung 18, Seite 63). Dies macht es
wahrscheinlich dasstnf-a in IFNg-behandelten Makrophagen nicht Li8uziert durch
TAF4B gebunden wirdDer IFNg-bedingte TranskriptionskompetenteZustandder tnf-a-
Promotorregionkdnnte erklarenaus welchem Grund TAF4Bh humanen Makrophagen
unnotig fur die Transkriptissektivierung vontnf-a nach einer IFNg-Vorstimulation sein
konnte (Abbildung 20). Dem unstimulierten Zustand d&takrophagenentsprechendjegt
dertnf-a-Locus in einenreprimierten,inaktiven Zustand vor(Collart et al., 1986 Werden
ruhende Makrophagen ohne vorherige ¢gFrorstimulierung mit pathogenen Mustern (LPS)
konfrontiert, so muss vermutlich erst die Repressiortmfes-Genlocus tiberwunden werden.

Nach Uberwindung ds reprimierten Genzustanddginnte TAF4B durch die spezifische
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Interaktion mit Transkriptionsfaktoren an den reprimietigiha-Promotor rekrutiert werden
(Abbildung 20B). Die weitere Aktivierung degnf-a-Genlocus und die Initiation der
Transkription bedingt TAF4B vermutlich durch die Interaktion mit RelA und ¢Rellart et
al., 1986) Diese Annahme wird gestlutzt durch Ergebnisse Kontroubas et al. (2008)
Koutroubas und Kollegen zeigem HelaZellen anhand von synthetischen Enhancer
Konstrukten desfnb-Genpromotors dassRelA trotz Abwesenheit einer aktiven Histon

Acetylierungan NFkB-Enhancersequenzen dé&s3-Promotors binden kann. Dies ermdglicht

A B C
Genregion: Genregion: Genregion:
Nicht aktivierbar Nicht aktivierbar Aktiv
Transkription: Transkription: Transkription:
Inaktiv Beginn der Aktivierung Aktivierung

Nukleus

/? 2(
FHMH“I{QH‘HU n"HHAHHHE o
;':-.:: ::.-.::. I_>

TFIID @ Repressor . Transkriptionsfaktor X
+ TAF4B
IFTIXIDM é\ll(l?:gt)or 0 Transkriptionsfaktor Y

Abbildung 20. Schema der hypthetischen Funktionsweise von TAFB in der
Transkriptionsaktivierung. A) Die tnf-a-Genregion liegt in einem inaktiven, mgpierten Zustand
vor. Weder TAF4B noch TAF4enthaltende TFIIEKomplexe kdnnen mit dentnf-g-Promotor
interagierenB) Ein Stimulus (z.B. LPS) induziert die Anreicherung von TAF4B im Nukleus sowie
die Bindung eines spezifischen Transkriptionsfaktors X artfea-Genregion, welcher den TAF4B
enthaltenden TFIID an denf-a-Promotor rekrutiert. Einhergehend mit der Etablierung eines aktiven
Zustandsund Bindung von RelA ader Genregion wirdlie Transkription vorinf-a initiiert. C) Die
tnf-a-Genregion liegtn einem etablierten, aktiven Zustand ,vgebundenelranskrigionsfaktoren
rekrutieren den TARenthaltenden TFIIINd die Transkption wird initiiert.
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die Aktivierung der Genregion, die Rekrutierung der Transkriptmasghinerie und die
Transkription des Gens. Die Uberwindung einaepressiven Genzustandes und die
Aktivierung der Transkription aufgrund der spezifischen Interaktion von gewebespezifischen
TAF-Paralogen und Transkriptionsfaktoren, stellt vermutlich auch die Funktion der tTAFs in
der Spematogenese voD. melanogastedar(siehe Chen et al., 2008 ach Vorstimulierung

der Makrophagen mit IF\ Jiegt tnf-a in einem transkriptionell kompetenten Zustand vor
(Abbildung 20C). Dieser Zustand wird durch eine zellspezifiséhesammenstellung von
Aktivatoren, Chromatiregulierenden Faktoren und weiteren Transkriptionsfaktoren definiert
(Collart et al., 1986; Fischle et al., 2003; Garrett et al., 20083se IFNg-induzierte
Zusammenstellung vofranskriptionsfaktoreRnntemit dem ubiquitéaren TAF#teragieen

und die Ausfuhrung der Transkription nach einfslgendenLPS-Stimulus bedinggen Das
a20-Gen wird in Makrophagen undweiteren Geweben konstitutiv auf basalem Level
transkribiert Park et al., 2011; Liang et al., 201®)ermutlich liegt damit der a20-Genlocus

in einemtranskriptionellkompetenten Zustand voMoglicherweisewird TAF4B aufgrund

der hier gebundenen TranskriptionsfaktoianMakrophagen nicht an dea20-Promotor
rekrutiert.

Zusammengefasst fuhries zu der Annahmejass die Bindung@inesTAF4B-enthaltenden
TFIID an Zielg@me nicht strikt durch Promotarquenzen festgelegt isWielmehr ist
vermutlich die spezifische, Gegebundene Zusammenstellung transkriptionsregulierender
Faktorenausschlaggebend fir d@indung undAktivitat des TAF4Benthaltenden TFIID
Proteine wie zm Beispiel TAF1 und Chromatiregulierende Faktoren wie Bromodoméanen
Proteine  und PolycomBroteine binden  durch spezifische Doméanen an
Proteinnodifikationen wie z.B. Acetylierungerund regulieren auf diesem Weg die
Transkription (Fischle et al., 2003Ubersichtsartikel:-Yang, 2004) Moglicherweise wird
TAF4B durch die spezifische Interaktion minemder ChromatirregulierenderiFaktoren an
Zielgene rekrutiert.

Unterschiedliche TFIIEKomplexewelche z.B. TAF4B oder TAF4 enthieltekidnnten sich
demnach gegenseitigbhangig von spezifischen Stimuéin Genpromotorersetzen um
durchdie jeweiligenTAFs auf eine distinkt&usammenstellungon Transkriptionsfaktoren
flexibel zu reagierenDiese Hypothesekdnnten durch Ghromatinimmunoprazipitation von
TAF4B und TAF4in IFNgund LPSbehandeltetMakrophagerbelegt werdenAufgrund der
Inhibition der LPSinduzierten TAF4BAnreicherung im Nukleus der Makrophagen, sollte
der Promotor vorinf-a hiernach durch TAF4, jedoch nicdurch TAF4B gebunden sein.
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NFkB-Proteine scheinen in einigen Fallen nicht notwendig fiir eine -ihB&ierte
Transkription vontnf-a in Makrophagerzu sein(UbersichtsartikelFalvo et al., 2010)Ob
RelA nach einer IFiVorstimulation der Makrophagen notwendig ist fir eine {deflingte
Transkriptionsaktivierung votmf-a, trotz einer moglichen IFtlinduzierten Abwesenheit von

TAF4B antnf-a , misste aus diesem Grund geklart werden.
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7. Ausblick

Die in dieser Arbeit gezeigte Abhangigkeit der Lokalisation von TAF4Bdia@indung an

tnf-a kdnnte Anlass geben die Funktion von TAF4B in Makrophagen als EffZkiten des
angeborenen Immunsystems weiter zu beleuclienhier erhaltenen Ergebnisse sollten mit

in vivo-Daten weiter ergénzt werden, durch die immunhistologische Detektion von TAF4B an
Orten der Inflammation. Hierfiir kénnteowohl humane als audlausGewebeshnitte aus
inflammatorischen Gewebe verwendetraen. Eine Detektion von TAF4B im Nukls von
Makrophagen in entzindeh Gewebe wirde die Rolle von TAF4B in Entzindungs
Reaktionen weiter aufklaren.

Die Auswirkungen verschiedener Stimuli auf Signalwege in Makrophagen sind teilweise
genau bekannt. Darubdinaus stehen die regudaischen Faktoren und Promotmmente

der Transkription von immuegulatorischen Genen wifab undtnf-a seit geraumer Zeit im
Focus zahlreicher Arbeiten. Aus diesem Grund konnte die Stinduzierte Transkription

von TAF4B-Zielgenenin Makrophagen ein wertvolles Werkzeug darstellen um aufzuzeigen
von welchen Signalwegen TAF4B reguliert wird und an welche Promotoren TAF4B bindet.
GenomweiteChlIP-Experimente an adaquat stimulierten Makrophagen kénnten Aufschluss
geben ber eine Funktion von TAF4B oder TAF4 in der Transkription von kder M2
Makrophagen. So kénnte TAF4B in einigen Zelltypen an der Transkription weiterer
proinflammatorischer und antiinflammatorischigfR1, tgf33 ctgf) Gene beteiligt sein.

Wahrend derEntwicklung von Monozyten zu reifen Makrophagen veréandert sich die
Zusammenstellung der Transkriptionsfaktoreter Zellen. Massenpektrometngysen
kénnten maogliche Interaktionagner von TAF4B in Transkriptionskomplexen aufzeigen und
weiter klaren wodweh TAF4B an Promotoren rekrutiert werden kdnnte.

Zudem sollte prinzipiell die Expression und transkriptionelle Funktion der mdoglichen
TAF4B-Splicevariante tberprift werden. Immunprazipitationen gegen TAF4B und TBP mit
einer anschlieRenden Uberpriifung dedzipitierten Proteinkomplexes mit Hilfe von Massen
spektrometrieanalysen koénnten Aufschluss dartber geben, ob eine verklrzte -TAF4B
Splicevariante exprimiert und in den TFHOomplex integriert wird.

Die TAF-abhéngige Induktion einer spezifischen Polycdmkalisation wiirde einen neuen
Mechanismus der Transkriptionsregulation in Saugetierzellen darstellen. Erste Hinweise auf
eine  zellzyklusabhangige Lokalisation von  PolyceRrbteinen  konnte  die

Immunofluoreszenz gegen Polycotblntereinheiten in zellzyklsynchronisierten Hela
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Zellen ergebenKnehr et al., 1995; Takita et al., 2003)ie Prifung der Kolokalistion
verschiedener TAFs und PolycosRiooteine im Cytoplasma oder Nukleolus kénnte durch
Ko-Immunofluoreszenz durchgefiihrt werden. Ein nachfolgekdeckdown verschiedener
TAFs konnte weiter Aufschluss geben tber die Abhangigkeit der LokafisatioPolycomb
Proteinen von TAFs.Interaktionsexperiment€Ko-Immunprézipitations/ersuche Hefe
Zwei-Hybrid-Versuchg wurden eine direkte oder indirekte Interaktion von spezifischen
Domaéanen der TARund PolycomkProteine weiter verifizieren.

Es kénnte Ubmprift werden, ob eine Phosphorylierung zur Verstarkung oder Inhibition der
Aktivitat von TAF4B flhrt oder vergleichbar zu TBP notwendig fir Proteininteraktionen ist
(Biggs et al., 1998)Da in vivo sowohl TBP als auch verschiedene TAFs phosphoryliert
werden(Biggs et al., 1998; Pijnappel et al., 200@fre durch Zellkultuiersuche nicht zu
unterscheiden ob die Phosphorylierung von TAF4B oeileem Interaktionspartner zur
Proteininteraktion beitragt. Aus diesem Grund sollte ein mdglicher Effekt der TAF4B
Phosphorylierung auf eine Proteininteraktionvitro durch Immunprazipitation¥ersuche
nachgewiesen werden. Das TAFR®Botein oder moglicheBindepartner (TBP, TAF4,
TAF12) kénnen durch Vektedrasierte ExpressiofSystemezellfrei in vitro oder in Bakterien
exprimiert werden. Nach Phosphorylierung eines der exprimierten Interaktionspamtner (
vitro oder durch zellulare Forskol@timulation; Wu et al.,, 2005) kdnnten
Immunprazipitationd/ersuche gegen den putativen Interaktionspartne3&ngetierzelllysat
oder zellfreien Versuchsansatzen durchgefuhrt werden.

Die Fehlregulation vortnf-a oder IL-4, IL-10 und [}13 kann in pathogenen Zustanden
ebenfalls zur Aktivierung von Makrophagen fuhren. Diese Makrophagen sezernieren u.a. IL
10 und WAchstumsfaktoren wie TGBund VEGF, wodurch z.B. die Tumorprogression
unterstitzt wird(Sica et al., 2008; Wynes and Riches, 2003; Balkwill, 2009; Pfeffer, 2003)
Die weitere Aufdeckung der Transkriptionsregulation in Makrophagen kann aus diesem
Grund dazu beitragen, Ursachen und Effekte von fehlregulierten Immunzellen aufzudecken.
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9. Anhang
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Abbildung 21. Alignment der Proteinsequenzervon humanenTAF4B (HGNC Symbol;Acc:11538;
EnsembleProtein ID ENSP00000462980.1nd der humane AF4B-Splicevariante (TAF4B_var
EnsembleProtein ID ENSP00000383314.2)ie ProteinSequenzen sind der ENSEMHlatenbank
entrommen (http://www.ensembl.ory/ Der Sequen¥ergleich wurde mit Clustal Omega erstellt
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/ und dargestellt durch MView
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/mviey/
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Abbildung 22. Alignment der Proteinsequenzervon humanenT AF4B (HGNC Symbol;Acc:11538;
EnsembleTranscript ID ENST00000400468)nd TAF4 (HGNC Symbol;Acc:11537; Ensemble
Protein ID ENSP00000252996.8)ie ProteinSequenzen sind der ENSEMBatenbank enthnommen
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(http://www.ensembl.ory/ Der Sequen¥ergleich wurde mit Clustal Omega erstellt
(http://lwww.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/ und dargestellt durch MView
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/mview/
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“_/ Block-Lsg.

IgG
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Abbildung 23. NegativKontrollen des Immunofl uoreszenzProtokolls. Das Immunofluoreszenz
Protokoll wurde ohne spezifischen, primaren Antikdrper durchgefildm Stelle des primaren
Antikorpers wurdeBlockldsung (Blockisg.) oder unspezifische Kaninchen IgGs vervetrid Reihe

A und B sind Immunofluoreszen#arbungen gezeigt in welchen lediglich der gegen Kaninti@n
gerichtete, Cy3djekoppelte Sekunddntikbrper verwendet wurde. Zusatzlich sind die DAPI
Farbungen und Phasenkontrasifnahmen dr Zellen dargestellt. ReihenC und D,
Immunofluoreszen#arbungen, in welchedie Cy3-gekoppelte, gegen KaninchelgG gerichtete
und zusammen mit Cy@ekoppelten, gegen MalgG gerichte Sekunddkntikérper verwendet
wurden, wie sie auch in KbmmunoflureszenzFarbungen eingesetzt wurden. Mal3stabsbatken
20 um. Unabhangig von der Stimulation der Zellen oder Differenzierung zeigte sich lediglich eine
geringe Hintergrundrarbung in KaninchefgG-Kontrollen.
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Anhang

Interleukin 4 + 13

G

Phasenkontrast

Interleukin 4 +10 + 13

anti RelA

Abbildung 24. Immunofluoreszenz gegen TAF4B und RelA in zehn Tage alten Makrophagen
welche mit Interleukin 4, 10 und 13, fir 72 Stunden stimuliert wurden. Die Zellen wurden mit

IL-4 und IL-13 (Reihe A und B) oder mit ¥4, IL-10 und I-:13 (Reihe C und D) stimuliertn den

den stimulierten Zellen wurden Immundetektionen gegen TAF4B (anti TAF4B) oder RelA (anti RelA)
durchgefiihrt. Die Zellen wurden zudem mit DAPI behandelt. Gezeigt sind zudem die Uberlagerung
der spezifischenimmunofluoreszenz und der jeweiligen DAP&rbung sowie Phasenkontrast
Aufnahmen. Sowohl TAF4B als auch RelA zeigen eine spezifiische Lokalisation (Pfeile) in den
Interleukinbehandelten Zellen. MaRRstabsbalke?O pum.
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Abbildung 25. Schema des Aufbaus des Rotorsystems des Elutriator®er Rotor war in der
Zentrifuge J221 M/E der Beckmann Culture GmbH insalliert
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