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1 Einleitung 

Die Erkrankung an Krebs spielt in unserem Gesundheitssystem eine bedeutende Rolle. 

Dabei muss man sich aber bewusst machen, dass es die eigenständige Erkrankung „Krebs“ 

eigentlich nicht gibt. Dies wird durch die Tatsache deutlich, dass heute davon ausgegangen 

wird, dass die Krebserkrankung durch die Entartung einer einzigen Zelle entsteht. So wird 

die Krankheit von dem Zelltyp, der Lokalisation und den Schäden auf molekularer Ebene 

der betroffenen Zelle maßgeblich beeinflusst. Durch die Fortschritte in der Medizin und 

der Biotechnologie, sowie der Entschlüsselung des menschlichen Genoms sind heute 

bessere Therapien als noch vor einigen Jahren möglich. Als Beispiel ist die 

Subklassifizierung diffus-großzelliger B-Zelllymphome zu nennen. Durch 

Genexpressionsprofile, die mit Hilfe der DNA-Micoarray-Technologie erstellt wurden, 

konnten neue Untergruppen auf molekularer Basis definiert werden, welche 

unterschiedlich gut auf derzeitige Therapien ansprechen (Alizadeh et al., 2000). So kann in 

Zukunft die Therapie durch individuelle Analyse des genetischen Hintergrunds eines 

Tumors besser angepasst werden. 

Das Onkogen c-myc ist einer der stärksten Aktivatoren der Tumorgenese. Seine Rolle in 

der Tumorätiologie genau zu verstehen, würde ein bedeutender Schritt in der Bekämpfung 

des Krebses darstellen. Das Ziel die molekularen Hintergründe der Krebsentstehung besser 

zu durchschauen, möchte ich durch die vorgelegte Dissertation unterstützen. 

1.1 Bedeutung von Onkogenen in der Tumorbiologie 

Die Einhaltung der Homöostase erzwingt bei einem vielzelligen Organismus die genaue 

Regulation von Zellwachstum, Zelldifferentierung und Zelltod. Geht diese Balance 

verloren, resultiert dies in zahlreichen Fehlfunktionen, welche auch die mögliche 

Entstehung eines Tumors beinhalten. Die Zelle selbst hat hierzu viele Kontrollsysteme 

entwickelt, um eine solche Entgleisung der Homöostase zu verhindern. Dies wird unter 

anderem auch dadurch belegt, dass es meist mehrerer „Schäden“ bedarf, bis sich eine Zelle 

der Wachstumskontrolle entzieht und in eine maligne Tumorzelle verwandelt (Lengauer et 

al., 1998). Dieses so genannte Mehrschrittkonzept spielt eine zentrale Rolle für das 

Verständnis der Krebsentstehung. Danach durchläuft eine Zelle eine Reihe von 

Veränderungen in ihrem Vermögen zur Proliferation und Differenzierung. Grundlage 

dieser Veränderungen bildet ein zunehmendes Ungleichgewicht in der Kontrolle von 

wachstumshemmenden- und stimulierenden Signalen innerhalb der Zelle und in der 
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Wechselwirkung mit ihrer Umgebung. Viele der dabei ablaufenden komplexen und 

selektiven Prozesse sind noch nicht verstanden. Die Verfügbarkeit neuer 

molekularbiologischer Techniken führte zu Lokalisation und Isolierung so genannter 

Krebsgene, die in die Initiation und Progression menschlicher Tumoren involviert sind. An 

Hand der Lokalisation ihrer Produkte und ihrer Eigenschaften kann man Onkogene in 

Klassen einteilen: Wachstumsfaktoren (z.B.: c-sis), Rezeptoren für Wachstumsfaktoren, 

GTP-bindende Proteine (z.B.: ras), Proteinkinasen (z.B.: c-abl) und Transkriptionsfaktoren 

(z.B.: c-myc) (Oster et al., 2002). Onkogene sind normale Bestandteile des Genoms von 

Tieren und Menschen können aber durch Mutationen so geschädigt werden, dass sie 

ständig aktiv sind. Damit begünstigen sie eine unregulierte Proliferation der betroffenen 

Zelle und wirken tumorinduzierend. Onkogene spielen somit eine wichtige Rolle in der 

Wachstumskontrolle einer Zelle und bestimmen damit ihr „Schicksal“. 

1.2 Das Onkogen c-myc 

Die meisten Onkogene wurden über spezifische Trägerviren identifiziert. Ihre Bezeichnung 

leitet sich auch meist hiervon ab: Das myc Onkogen wurde erstmals in dem 

Hühnerretrovirus MC29 beschrieben (Roussel et al., 1979; Vennstrom et al., 1982) und 

kodiert für einen Transkriptionsfaktor. Es stellte sich aber bald heraus, dass myc nicht nur 

im Genom von Hühnern vorkommt, sondern im Genom aller Wirbeltiere, einschließlich 

des Menschen und für ein nukleäres Phosphoprotein kodiert. Später wurde festgestellt, 

dass myc in bestimmten Tumoren aktiviert ist und sowohl Ausbruch als auch Verlauf der 

Erkrankung beeinflusst. Obwohl neben myc mittlerweile mehr als 70 Onkogene 

identifiziert sind, ist die detaillierte Funktion ihrer Produkte oft noch unklar. Die 

Untersuchung von Onkogenen wie myc und deren Regulation in der Zelle hilft deshalb ein 

besseres Verständnis für Tumorentstehung zu entwickeln und mögliche Strategien zu 

etablieren, die auf eine therapeutische Beeinflussung von Krebserkrankungen hinzielen. 
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1.2.1 Struktur des MYC-Proteins 

Der Aufbau des MYC-Proteins ist schematisch in Abbildung 1 A wiedergegeben. In dem 

Protein finden sich Motive, welche als „basic-Helix-Loop-Helix“–Domäne und als 

„Leucine-Zipper“ (bHLHZip) bezeichnet werden und charakteristisch sind für 

Transkriptionsfaktoren. Sie dienen der Bindung an die DNA und der Interaktion mit 

anderen Proteinen (Oster et al., 2002). Als ein Durchbruch der Erforschung des 

MYC-Proteins stellte sich die Entdeckung des Dimerisierungspartners MAX heraus 

(Blackwood and Eisenman, 1991). Auch bei MAX handelt es sich um ein bHLHZip-

Protein, das für zahlreiche Funktionen von MYC unentbehrlich ist. So ist seine 

Anwesenheit für Transformation, Apoptose und transkriptionelle Aktivierung essentiell 

(Amati et al., 1992) und für eine normale Entwicklung in der Maus unabdingbar (Shen-Li 

et al., 2000). Das Heterodimer MYC/MAX bindet DNA spezifisch an Stellen mit einer 

bestimmten Basenfolge, 5´-CACGTG, die als „Enhancer Box“ (E-Box) bezeichnet wird 

(Dang et al., 1999; Grandori et al., 2000) (Abbildung 1). Im Aminoende des c-MYC-

Proteins finden sich gehäuft die Aminosäuren Glutamin und Prolin. Dies ist typisch für 

Transaktivierungsdomänen (TAD), wie sie auch in anderen Transkriptionsfaktoren wie SP-

1 und VP-16 vorkommen (Oster et al., 2002). In diesem Bereich finden sich auch die für 

die Transaktivierung von Zielgenen wichtigen Bereiche MYCBoxI (MBI) und MYCBoxII 

(MBII). 
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Abbildung 1  Struktur und Funktionsweise von MYC 
  A) Struktur des MYC-Proteins und seines Partners MAX. In der Abbildung ist ein 

Schema des MYC-Proteins wiedergegeben. Die Ziffern stehen für die Aminosäurenanzahl, 
P symbolisiert eine Phosphorylierungsstelle. Die funktionelle Domänen tragen folgende 
Abkürzungen: I, MYC-Box I; II, MYC-Box II; TAD, Transaktivierungsdomäne; 
BHLHZip, basisches Helix-Loop-Helix-Motiv. B) Funktionsweise von MYC-MAX. Die 
Heterodimere binden an E-Boxen im Promotorbereich von Zielgenen und aktivieren so 
deren Transkription. 

1.2.2 Myc kodiert für einen Transkriptionsfaktor 

Wie oben bereits erwähnt kodiert myc für einen Transkriptionsfaktor. Deshalb wurde in 

zahlreichen Arbeiten versucht Gene zu definieren, die von MYC reguliert werden. Anfangs 

wurde gehofft ein MYC reguliertes Gen zu finden, welches man als das „MYC-Zielgen der 

MYC-abhängigen Transformation“ hätte bezeichnen können. Es wir nun immer deutlicher, 

dass ein solches Gen nicht existiert und MYC seine Aufgaben dadurch erfüllt eine sehr 

große Anzahl von Genen in ihrer Expression zu modulieren (Abbildung 1 B). Bei der 

Suche nach Zielgenen von Myc hat vor allem die DNA–Microarray-Technologie geholfen, 

mit der es möglich wurde, den Einfluss von myc auf tausende Gene in einem einzigen 

Versuch zu untersuchen. Mehrere Publikationen haben hierdurch die Kontrolle von MYC 

über Gene des Zellzyklus, der DNA und Proteinsynthese, des Zellwachstums, der 

Zelladhäsion, der Immortalisierung und der Apoptose gezeigt (Abbildung 1 B) (Schlosser 

et al., 2005; Schlosser et al., 2003; Schuhmacher et al., 2001). 
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1.2.3 MYC und Chromatin-Remodelling 

Der Prozess der Regulation von Genen durch MYC und seine Partnerproteine wurde im 

Detail analysiert und es sind bemerkenswerte Ergebnisse zum Vorschein gekommen. In 

mehreren Studien wurde gezeigt, dass MYC-MAX-Heterodimere Gene durch Veränderung  

der promotornahen Chromatinstruktur regulieren (Amati et al., 2001; McMahon et al., 

2000). In Abbildung 2 ist ein Schema einer solchen Funktionsweise aufgezeigt. So konnte 

von McMahon und Kollegen die Assoziation von MYC mit dem Coaktivator TRRAP 

(transformation/transcription domain-associated protein), einem großen Komplex, der 

Histon-Acetyltransferase-Aktivität besitzt, demonstriert werden (McMahon et al., 1998; 

McMahon et al., 2000). MYC rekrutiert TRRAP an den Cyclin-D2-Promotor und induziert 

so die gezielte Acetylierung von Histon 4 an einzelnen Nukleosomen (Bouchard et al., 

2001). Dadurch wird die Chromatinstruktur verändert und die Zugänglichkeit der 

Promotorregion für Aktivtoren des Gens erhöht (Amati et al., 2001) (Abbildung 2 A). 

Hierbei erfordert die Bindung von TRRAP das Vorhandensein der MYC-Box II (MBII) als 

Bindungselement. Die Korrelation zwischen H4-Acetylierung und Genaktivierung konnte 

für einige andere Gene bestätigt werden (Frank et al., 2001). Dennoch sollte auch erwähnt 

werden, dass für die Gene CAD und TERT diese Form der transkriptionellen Aktivierung 

nicht nachzuweisen war (Eberhardy et al., 2000). Die oben erwähnten Publikationen 

machen den enormen Fortschritt deutlich, der in Bezug auf die Wirkungsweise von MYC 

und seine Verbindungen zum spannenden Thema des Chromatin-Remodellings in den 

letzten Jahren erreicht wurde.  
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Abbildung 2 Genregulation durch MYC 
 Myc reguliert Gene durch Acetylierung und Deacetylierung von Histonseitenketten. 

Durch Bindung von TRRAP rekrutiert MYC Histon-Acetyltransferasen zu den 
promotornahen Nukleosomen und aktiviert hierdurch die Transkription. Die Polymerase 
kann leichter zum Gen vordringen. 

1.3 Einfluss von Myc auf Zellwachstum, Proliferation und 

Apoptose 

Eine der Hauptfunktionen von MYC ist es die Zellzyklus-Progression zu fördern (Eilers, 

1999; Nesbit et al., 1999). Während in ruhenden Zellen die myc-Expression fast nicht 

nachweisbar ist, bewirken eine Serum- oder Mitogenstimulierung einen raschen Anstieg 

der myc-RNA und Proteinlevel von MYC und einen Eintritt der Zellen in die G1-Phase. 

Danach fallen die Level wieder ab, bleiben aber in proliferierenden Zellen auf einem 

nachweisbaren Niveau erhalten (Amati et al., 2001). Wegen dieser äußerst hoch 

kontrollierten Expression und der schnellen Anpassung an das extrazelluläre Milieu wird 

MYC auch als der „intrazelluläre Sensor des extrazellulären Milieus“ bezeichnet. Die 

Funktionen von MYC konnten im Detail in gentechnisch veränderten Tier- bzw. 

Zellmodellen untersucht werden. So zeigten myc -/- Fibroblasten reduzierte Raten der 

Zellproliferation und Defekte in der globalen mRNA- und Proteinsynthese (Mateyak et al., 

1997). Es stellte sich die Frage wie genau MYC das Wachstum einer Zelle beeinflusst. 

Eine wachsende Zelle benötigt eine verstärkte Proteinbiosynthese. Genau an diesem Punkt 

greift MYC ein, indem es die RNA-Polymerase III durch TFIIIB, einen Polymerase 

III-spezifischen generellen Transkriptionsfaktor (GTF) aktiviert. Damit unterstützt MYC 

die Bildung von t-RNA und 5S ribosomaler DNA und somit die Synthese neuer Proteine, 

welche für ein Wachstum der Zelle benötigt werden (Gomez-Roman et al., 2003). 

Wie nimmt MYC Einfluss auf die Zellzyklusprogression? Dieser Frage ist von 

entscheidender Bedeutung will man die onkogene Funktion von MYC in der 

Tumorentwicklung verstehen. Die Hauptfunktion von MYC ist hierbei in der Aktivierung 
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und Reprimierung von Schlüsselgenen des Zellzyklus zu sehen (Abbildung 3). Ein 

bedeutender Schritt im Verständnis wurde hierbei durch die Identifizierung von CyclinE-

Cdk2 als Zielstrukturen von MYC gemacht, welche als essentielle Elemente in der MYC-

induzierten G1–S Progression gelten (Berns et al., 1997; Steiner et al., 1995). Weiterhin 

konnte gezeigt werden, dass cdk4 und Cyclin D2 direkt von MYC reguliert werden 

(Bouchard et al., 1999; Hermeking et al., 2000). Eine Expression von CyclinD2 und Cdk4 

hat zu Folge, dass CDK-Inhibitoren wie KIP1 (p27) nicht mehr in der Lage sind an Cyclin 

E-Cdk 2 Komplexe zu binden (Abbildung 3). Am Abbau des CDK-Inhibtors KIP1 durch 

das Proteasom sind noch weitere Zielgene von MYC, wie CUL-1 und CKS beteiligt (Berns 

et al., 1997). Ohne Anwesenheit von Kip1 kann CyclinE–CDK2 von Cyclin-abhängigen 

Kinasen (CAK) durch Phosphorylierung aktiviert werden. Erhöhte Aktivität von CDK2 

und CDK4 führt zu einer Phosphorylierung des Rb-Proteins und damit zur Freisetzung von 

E2F. 

 

Abbildung 3 Myc steuert die Zellzyklusprogression durch die Aktivierung von Genen. 
Myc reguliert die Transkription der Zellzyklusproteine CyclinE-CDK2. Durch Aktivierung 
der Gene CyclinD2-CDK4 bewirkt MYC den Abbau des Inhibitors KIP1 (P27) des 
CyclinE-CDK2-Komplexes. Die ebenfalls von MYC regulierten Gene Cul1 und CKS 
führen zu einem verstärkten Abbau von KIP1 (P27) durch das Proteasom. 

Eine weitere Eigenschaft von MYC ist die Fähigkeit Apoptose zu stimulieren; eine 

Beobachtung, welche bei einem Onkogen nicht erwartet wurde (Evan et al., 1992; 

Prendergast, 1999). Mittlerweile wird diese Funktion als eine Art Schutzmechanismus vor 

dem starken Potential angesehen, mit welchem MYC Zellen zur Proliferation treibt. Dies 
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wird durch die Tatsache gestützt, dass viele Tumorzellen mit erhöhtem MYC-Level 

Schäden in den Signalwegen der Apoptose haben. So konnte in einer klinischen Studie bei 

einem Drittel von unbehandelten Patienten mit Burkitt-Lymphom Mutationen des 

Tumorsuppressor p53 nachgewiesen werden (Gaidano et al., 1991; Ichikawa et al., 1993; 

Nomdedeu et al., 1997). Schließlich wurde gezeigt, dass MYC die Fähigkeit hat, das 

Wachstum einer Zelle unabhängig vom Zellzyklus zu stimmulieren (Schuhmacher et al., 

1999). 

1.4 C-myc und Tumorentstehung 

Ein Charakteristikum von Tumorzellen ist es unabhängig von Wachstumsfaktoren zu sein. 

Sie proliferieren auch wenn keine Signale aus der Umgebung diesen Vorgang fördern. 

Durch konstitutive Überexpression von c-myc in Rattenfibroblasten konnten diese 

immortalisiert werden (Mougneau et al., 1984). Es konnte auch gezeigt werden, dass für 

eine komplette zelluläre Transformation zusätzliche onkogene Läsionen notwendig sind 

(Fanidi et al., 1992; Land et al., 1983). Da viele Tumoren bei der Entdeckung schon weit 

fortgeschritten sind und auf molekularer Basis multiple onkogene Läsionen haben, ist es 

schwer nachzuvollziehen in welchem Stadium der Tumorprogression eine Aktivierung von 

myc einsetzt. Genau diese Frage wäre wichtig zu beantworten, will man in der Zukunft 

Myc als therapeutisches Ziel in der Krebstherapie einsetzen. 

In Tierversuchen konnte gezeigt werden, dass eine Aktivierung von myc und eine 

Inaktivierung des Tumorsupressors p53 im Sinne einer Tumorenstehung synergistisch 

wirken. Wird in Mäusen, welche kein p53 mehr exprimieren können (p53 -/-) myc 

aktiviert, führt dies zu einer schnelleren Entstehung von Tumoren als wenn die Schäden 

nur jeweils ein Gen (myc oder p53) betreffen würden (Blyth et al., 1995). Um die 

Auswirkungen einer Aktivierung von myc in erwachsenen Mäusen und verschiedenen 

Geweben zu studieren, wurde ein konditionales Expressionssystem (MycERTAM) 

entwickelt. Dabei wurden sehr interessante Beobachtungen zur myc-induzierten 

Tumorentstehung gemacht (Pelengaris et al., 2002). So führte eine myc-Aktivierung in der 

Epidermis zu einer Induktion des Zellzyklus, verhinderte die Differenzierung der Zellen 

und bewirkte eine Entwicklung derselben zu einer prämalignen Läsion (Pelengaris et al., 

1999). Dies ist besonders interessant, da eine myc-Aktivierung in Zellen der gleichen Maus 

in vitro zur Apoptose der Zellen führte. Die Entscheidung zwischen myc-induzierter 

Proliferation und myc-induzierter Apoptose wird also maßgeblich durch den Zellverband 

bzw. das Umfeld einer Zelle bestimmt. Viele der konditionalen Systeme wurden benutzt, 



Einleitung 

- 12 - 

um der Frage nachzugehen, ob eine bestimmte onkogene Läsion für den Erhalt von 

Krebseigenschaften einer Zelle notwendig ist. In anderen Worten: Ist es möglich einen 

Tumor durch Ausschalten eines aktivierten Onkogens zu bekämpfen? Diese Frage würde 

auch in Hinblick auf zukünftige Therapien eine wichtige Rolle spielen. Es sei hier die 

Arbeit von Felsher und Kollegen erwähnt, welche die Regression von myc-induzierten T-

Zell-Lymphomen und AML in einem Tetracyclin-reguliertem System untersucht haben. 

Eine MYC-Deaktivierung führte zu einer Regression der Tumoren in einem sehr hohen 

Anteil der Mäuse (Felsher and Bishop, 1999). Bei den übrigen 10% wurde angenommen, 

dass zusätzliche genetische Läsionen die Abhängigkeit von MYC umgehen und so für eine 

Tumorprogression ohne MYC verantwortlich sind. Eine weitere Studie konnte zeigen, dass 

eine kurzfristige Inaktivierung von myc ausreichend ist für die volle Umkehr eines, durch 

MYC induzierten malignen Osteosarkoms in transgenen Mäusen. Überraschender Weise 

führte eine nochmalige Expression in denselben Zellen nicht zu einer Wiederherstellung 

des malignen Phänotyps sondern zur Apoptose (Jain et al., 2002). Würde diese 

Beobachtung sich in anderen Tumormodellen bestätigen, könnte sich daraus ein viel 

versprechender Ansatz für eine neuartige Krebstherapie bei verminderter Toxizität für den 

Organismus ergeben.  

1.5 Mechanismen der myc-Aktivierung in Tumoren 

Bei der Aktivierung von Proto-Onkogenen spielen strukturelle und funktionelle 

Veränderungen wie Punktmutationen, chromosomale Verschiebungen und 

Genvervielfältigung eine Rolle. So ist das c-myc Gen in Burkitt-Lymphomen von 

Chromosom 8q24 transloziert und kommt in die Nähe des Immunglobulinlokus, wo es 

unter dem Einfluss eines transkriptionell aktiven Gens steht (Dalla-Favera et al., 1982; 

Taub et al., 1982). In analoger Weise kommen Translokationen zwischen dem myc 

tragenden langen Arm des Chromosom 8 und den leichten Ketten des κ- oder λ-Typs 

kodierenden Chromosom 2 resp. 22 vor (Adams et al., 1985; Marcu et al., 1983). Ebenfalls 

ist das n-myc Gen in Neuroblastomen und Medulloblastomen amplifiziert (Herms et al., 

2000; Mathew et al., 2001). Eine Amplifikation von myc findet sich in den vielen 

menschlichen Tumoren wie z.B. im Bronchialkarzinom (Little et al., 1983), 

Mammakarzinom (Berns et al., 1996), Ovarialkarzinom (Wang et al., 1999), 

Zervixkarzinom (Pinion et al., 1991) und Prostatakarzinom (Jenkins et al., 1997). Kürzlich 

wurde auch entdeckt, dass die Deregulation von myc in Tumoren wesentlich häufiger 

vorkommt als man vermutet hatte (El Gedaily et al., 2001; Latil et al., 2000). So lässt sich 
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im Medulloblastom in durchschnittlich 8 % der Fälle eine myc–Amplifikation nachweisen. 

Nach neueren Untersuchungen stellte sich in 42% der Tumoren eine Erhöhung der myc-

mRNA heraus (Gilhuis et al., 2000; Herms et al., 2000). 

In seiner onkogenen Form ist myc konstitutiv exprimiert, wobei die Levels zwischen 

moderat und extrem hoch liegen können und eine Entkopplung von externen Signalen 

aufweisen. Mutationen in myc sind keine zwingende Voraussetzung für die Aktivierung, 

obwohl sie für das aktivierte myc-Allel im Burkitt-Lymphom beschrieben wurden (Albert 

et al., 1994). Interessanter Weise haben im Neuroblastom, in welchem die Amplifikation 

von N-myc ein Anzeichen für eine aggressive Form ist, Untersuchungen gezeigt, dass 

offenbar keine Punkmutationen in der kodierenden Sequenz vorliegen (Hogarty and 

Brodeur, 1999). 

Eine Aktivierung von myc kann auch durch Störung einer der vielen regulativen 

Mechanismen entstehen, die in normalen Zellen die kontrollierte Expression von myc 

gewährleisten (Oster et al., 2002). Zum Beispiel kann eine Aktivierung durch eine 

Stabilisierung der mRNA von myc oder durch eine verstärkte Initiation der Translation auf 

Grund einer Mutation im nicht-translatierten Teil der c-myc-RNA stattfinden. Weiterhin ist 

eine myc-Aktivierung als indirekte Konsequenz einer aktivierten vorgeschalteten 

Signalkaskade möglich (Bowman et al., 2001; Chiariello et al., 2001). 

Neben der Überexpression von myc kann auch eine Proteinstabilisierung für eine 

Aktivierung ursächlich sein. In diesem Fall wird das Protein durch eine Mutation nicht 

mehr in der normalen Weise über den Ubiqitin/26S Proteasomen-Weg abgebaut. Schon 

früh wurde herausgefunden, dass im Myc-Protein Mutationen in der Nähe der Stelle T58 

vorkommen können, welche die Phosphorylierung an dieser Stelle verhindern (Albert et 

al., 1994; Gregory and Hann, 2000). Diese Mutationen wurden besonders häufig in den 

Zellen von Burkitt-Lymphomen gefunden. Mittlerweile konnten mehrere Gruppen zeigen, 

dass eine Mutation an Position T58 zu einer ineffizienten Ubiquitinilierung und somit zu 

einer Stabilisierung des Proteins führt (Niklinski et al., 2000; Sears et al., 2000). 

1.6 Transkriptionelle Regulation von c-myc 

Das Beispiel der Translokation von c-myc, welche für die Entstehung des Burkitt-

Lymphoms ursächlich ist, macht die Bedeutung der Transkription für die Regulation von 

Onkogenen im Allgemeinen und im Besonderen für c-myc deutlich. 
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1.6.1 Das RNA-Polymerase II–Holoenzym 

Die RNA-Polymerase II (Pol II) kann als das Herzstück der Transkription bezeichnet 

werden. Durch Synthese der mRNA reguliert sie die Expression der ca. 30000 bis 40000 

Genen in allen Zellen des menschlichen Köpers. Diese enorme Aufgabe spiegelt sich auch 

in ihrer Struktur wider. Die RNA-Polymerase II besteht aus 12 Untereinheiten mit einem 

Gesamtgewicht von mehr als 0,5 MD (Cramer et al., 2000). Die am besten untersuchte 

Form dieses Enzyms ist die RNA-Polymerase II der Hefe Saccharomyces cerevesiae. Ein 

großer Schritt in der Untersuchung des Transkriptionsvorganges gelang durch die 

Röntgenstrukturanalyse eines Polymerase-Enzyms in einer Auflösung von 2,8 Å (Cramer 

et al., 2000; Cramer et al., 2001). Die beiden großen Untereinheiten RPB1 (ca. 220 kD) 

und RPB2 (ca. 140 kD) beherbergen das katalytische Zentrum in welchem die Bildung der 

mRNA aus Ribonukleotiden stattfindet. Die Hauptstruktur des Enzyms ist zwischen 

verschiedenen Organismen hoch konserviert. So finden sich in den Sequenzen für die 

Untereinheiten zwischen Hefe und Mensch prozentuale Übereinstimmungen bis 73% 

(Cramer et al., 2000). Zehn, der für die menschliche Polymerase kodierenden Gene können 

mit den Gegenstücken in der Hefe ausgetauscht werden (Conaway and Conaway, 1997). 

Auch zwischen den drei eukaryontischen RNA-Polymerasen gibt es Übereinstimmungen. 

So sind in der RNA-Polymerase II 5 Untereinheiten vorhanden, die sich auch in den RNA-

Polymerasen I und III finden (Bushnell et al., 2002). 

1.6.1.1 Die carboxyterminale Domäne der großen Untereinheit (CTD) 

In einem Punkt unterscheidet sich die große Untereinheit (RPB1) der RNA-Polymerase II 

von den anderen eukaryontischen Polymerasen I und III. Sie besitzt eine einzigartige 

c-terminale Wiederholungsdomände (CTD, carboxyterminal domain) bestehend aus einer 

Serie von Heptapeptidwiederholungen mit der Consensus-Sequenz Tyr-Ser-Pro-Thr-Ser-

Pro-Ser (Young, 1991). Dabei scheint die Anzahl der Wiederholungen mit der 

Entwicklungsstufe eines Organismus anzusteigen. So zählt man beispielsweise bei 

Plasmodium 16, bei Saccharomyces 26 oder 27, bei Drosophila ≈ 45 und bei Maus sowie 

Mensch 52 Wiederholungen (Allison et al., 1988; Stiller and Hall, 2002). Die CTD hat eine 

wichtige Rolle für die Funktion des gesamten Enzyms. So führen Deletionen von mehr als 

der Hälfte der Heptapeptidwiederholungen in Hefe oder Mäusen zum Zelltod. 

Gentechnisch veränderte Mäuse mit einer CTD von nur 13 Wiederholungen haben eine 

höhere neonatale Sterblichkeit und sind kleiner als normale Mäuse. Daher scheint die 

Wachstumsregulation bei Mammaliern während der Entwicklungsphase mit einer 
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funktionstüchtigen CTD verknüpft zu sein (Litingtung et al., 1999). In ersten Versuchen 

konnte gezeigt werden, dass eine Deletion der CTD keinen Einfluss auf die basale 

Transkription der Pol II bei Untersuchungen in vitro hat, aber die verstärkte Transkription 

durch manche Enhancer verhindert. Eine wichtige Rolle kommt der CTD bei der korrekten 

Prozessierung des primären Transkripts zu: RNA-5´-end-capping, Spleißprozess und 3´-

Polyadenylierung sind mit der CTD eng verknüpft (Gerber et al., 1995; McCracken et al., 

1997). 

1.6.1.2 Die CTD während des Transkriptionszyklus 

Während des Transkriptionszyklusses durchläuft die CTD der RNA-Polymerase II eine 

festgelegte Abfolge von Veränderungen in ihrem Phosphorylierungszustand (siehe 

Abbildung 4). Vereinfacht gesagt ist eine „freie“ Polymerase II hypophosphoryliert, eine 

transkribierende Pol II dagegen hyperphosphoryliert. Diese einfache Unterteilung wurde in 

den letzten Jahren durch die Verfügbarkeit neuer Antiköper deutlich präzisiert. Bevor sich 

die „freie“ RNA-Polymerase II an die DNA bindet ist die CTD nicht phosphoryliert 

(Cadena and Dahmus, 1987; Chesnut et al., 1992; Payne et al., 1989). In diesem Zustand 

kann sich die Pol II mit Coaktivatoren wie z.B. dem Mediator-Komplex verbinden und das 

Holoenzym bilden. Hierbei kann die Untereinheit Srb10 (CDK8) des Mediator-Komplexes 

die CTD frühzeitig phosphorylieren und so eine Rekrutierung der Pol II zum Promotor 

verhindern (Hengartner et al., 1998; Liao et al., 1995) (Abbildung 4, (A)). In einer 

eleganten Studie konnte die Phosphorylierung von Serin 5, vermutlich durch CDK7, 

während der Initiationsphase gezeigt werden (Abbildung 4, (B)). Durch Veränderungen in 

der CTD ist auch der Vorgang der Transkription mit der RNA-Prozessierung verknüpft. 

Durch die phosphorylierte CTD werden Teile der Prozessierungsmaschinerie rekrutiert 

(Carty and Greenleaf, 2002). Die Phosphorylierung von Serin 5 in der CTD durch CDK7 

stimuliert Enzyme welche für das „5´-Capping“ notwendig sind (Schroeder et al., 2000) 

(Abbildung 4, (C)). Daher könnte die Rekrutierung von Capping-Enzymen eine Art 

Checkpoint darstellen, in dem sichergestellt wird, dass nur mit 5´-Kappe prozessierte 

Transkripte effizient synthetisiert werden. Am Übergang von Initiation zu Elongation wird 

die CTD durch CDK9, einer Untereinheit des positiven Transkription-Elongationsfaktors 

(P-TEF-b), am Serin Position 2 phosphoryliert (Kim et al., 2002). Durch Chromatin-

Immunpräzipitationen wurden die Veränderungen der CTD während der Transkription 

eines Gens „kartographiert“ (Abbildung 4, (D)). Gegen Ende der Transkription stellt die 

CTD eine Verbindung zu den Enzymen des Spleissapparates her (Greenleaf, 1993; 
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Patturajan et al., 1998). Die transkribierte RNA wird am 3´-Ende polyadenyliert, wobei 

auch dieser Prozess durch die phosphorylierte CTD unterstützt bzw. gesteuert wird 

(McCracken et al., 1997) (Abbildung 4, (E)). Nachdem sich die RNA-Polymerase von der 

DNA gelöst hat, wird die CTD durch das Enzym FCP1 dephosphoryliert (Licciardo et al., 

2001; Schroeder et al., 2000). Durch dieses „Recycling“ steht die RNA-Polymerase für 

eine erneute Transkription zu Verfügung (Abbildung 4, (F)). Die zahlreichen Beispiele 

machen deutlich, dass die transkriptionsabhängigen Veränderungen im 

Phosphorylierungszustand der CTD ein bedeutendes Steuerelement für den gesamten 

Prozess der Transkription sind. 

 

Abbildung 4 Die CTD ändert ihren Phosphorylierungszustand während des Transkriptionszyklus 
 (A) An der „freien“ RNA-Polymerase II (pol II complex) ist die carboxyterminale Domäne 

(CTD) nicht phosphoryliert. Sie kann sich in diesem Zustand mit anderen Coaktivatoren der 
Transkription, wie z.B. dem Mediatorkomplex verbinden, um so das Holoenzym zu bilden. 
(B) Präinitiation. Die unphosphorylierte RNA-Polymerase II oder das gesamte Holoenzym 
ordnen sich zusammen mit den generellen Transkriptionsfaktoren (TFIID, TFIIA, TFIIB, 
TFIIE, TFIIF, TFIIH) am Promotorbereich an und bilden so den Präinitiationskomplex. 
Durch CDK7, eine Untereinheit von TFIIH, wird die CTD phosphoryliert (P). (C) 
Initiation. Beginnt die Transkription, werden durch die phosphorylierte CTD die  „Capping-
Enzyme“ rekrutiert, welche die entstehende RNA am 5´-Ende mit einer 7-Methylguanosin-
Kappe versehen. (D) Elongation. Die CTD wird an den Serinen an Position 2 durch die 
Untereinheit CDK9 des positiven Elongationsfaktors (P-TEF-b) phosphoryliert. (E) Ende 
der Transkription und Prozessierung der RNA. Die zum Spleißen der RNA benötigen 
Enzyme werden durch die phosphorylierte CTD rekrutiert. (F) Recycling. Nachdem die 
RNA Pol II sich von der DNA gelöst hat, wird die CTD für eine neue Transkriptionsrunde 
durch den Faktor FCP1 dephosphoryliert. 
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1.6.2 Genexpression und Chromatin-Remodelling 

Im vorherigen Abschnitt wurde über den Einfluss der carboxyterminalen 

Wiederholungsdomäne auf die Transkription berichtet. Nicht nur die Polymerase selbst, 

sondern auch die Gegebenheiten am Transkriptionsort nehmen auf diesen Prozess Einfluss. 

Die Struktur eines Promotors auf nukleosomaler Ebene enthält essentielle regulatorische 

Elemente für die eukaryontische Genexpression. Genaktivierung ist hierbei mit 

Veränderungen der nukleosomalen Struktur, wie z.B. Remodelierung und Acetylierung 

verknüpft (Kingston and Narlikar, 1999; Peterson, 2000; Peterson and Workman, 2000). 

Als einer der ersten Schritte wird die Befreiung der Promotorregion von repressiven 

Einflüssen durch Histone angesehen. Der Transkriptionskomplex kann erst zu einem 

Promotor vordringen, wenn die räumlichen „Voraussetzungen“ durch eine Veränderung 

der Chromatinstruktur geschaffen wurden (Bazett-Jones et al., 1999; Peterson, 2000; 

Peterson and Workman, 2000). 

1.6.3 Regulative Elemente des c-myc-Promotors 

Das hier untersuchte Gen c-myc wird von einem dualen Promotor P1 und P2 transkribiert, 

wobei P1 und P2 160 Basenpaare voneinander entfernt sind (Strobl and Eick, 1992; Strobl 

et al., 1993). Im Promotorbereich von c-myc wurden noch zwei weitere Elemente 

gefunden, die zu Aktivität des Promotors P2 beitragen. Zum einen befindet sich an 

Position -58, relativ zum Transkriptionsstartpunkt, eine E2F-Bindungsstelle, zum anderen 

an Position -40 eine ME1a1-Bindungsstelle (Albert et al., 2001). 

In HL-60 Zellen - einer Promyelozyten-Leukämie-Zelllinie - konnte gezeigt werden, dass 

c-myc fast auschließlich vom P2-Promotor transkribiert wird. Durch Run-On-Experimente 

wurde eine pausierende Pol II unmittelbar unterhalb des P2-Promotors gefunden. Wurden 

die HL-60 Zellen zur Differentierung gebracht, lassen sich alle Polymerase-Komplexe an 

dieser Pausierungsstelle nachweisen. Durch diese Versuche wurde das Pausieren der Pol II 

als Mechanismus für die Herunterregulierung von c-myc belegt (Strobl and Eick, 1992). 

Wird dagegen die Regulation in Burkitt-Lymphom-Zelllinien, mit der bekannten 

c-myc-Translokation untersucht, ergibt sich ein anderes Bild: Hier findet die Expression 

von c-myc durch Transkription vom P1-Promotor statt und es lässt sich keine pausierende 

Pol II mehr unterhalb des P2-Promotors nachweisen. Der Regulationsprozess durch die 

Pausierung wird also durch die Translokation aufgehoben (Strobl et al., 1993).  
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1.7 Konditionale Expression von Polymerase-Mutanten 

Der Einfluss der pausierenden Polymerase und die Bedeutung der CTD wurden bereits im 

Ansatz untersucht. Durch Aufbau eines Zellsystems, in dem eine große Untereinheit der 

murinen RNA-Polymerase II konditional exprimiert wird, konnte die Funktion der CTD 

während der Transkription im chromosomalen Kontext beurteilt werden (Meininghaus et 

al., 2000; Meininghaus and Eick, 1999). Die Einbringung einer Punktmutation, welche 

eine Resistenz gegenüber dem Inhibitor α-Amanitin vermittelt, gibt einem die Möglichkeit 

die Funktion der exogenen  Pol II ohne den Hintergrund der endogenen Pol II zu 

untersuchen. Wird eine α-Amanitin-resistente große Untereinheit der RNA-Polymerase II 

(LS*) mit fast komplett deletierter CTD (LS* ∆5) in B-Zellen exprimiert, kommt man zu 

folgenden Ergebnissen: Die Zellen haben einen globalen Defekt in der Transkription, der 

nahezu alle zellulären Gene betrifft. Weiterhin kann die trunkierte Pol II nicht bis zu 

promotorproximalen Pausierungsstelle transkribieren, wie es für das hsp70A und das c-fos 

Gen gezeigt wurde (Meininghaus et al., 2000). Die Frage welchen Beitrag die CTD für das 

Pausieren leistet konnte in diesem Versuchsaufbau nicht weiter untersucht werden, da die 

Pol II ohne CTD (∆5) nicht mehr an der Pausierungsstelle nachweisbar war (Meininghaus 

et al., 2000). Dies führt zu der Schlussfolgerung, dass die CTD für einen Schritt während 

der Transkription zuständig ist, der vor der Pausierung der RNA-Polymerase II stattfindet. 

Es könnte aber auch die Möglichkeit bestehen, dass eine RNA-Polymerase II mit eine 

verkürzten CTD (LS* ∆5) gar nicht mehr in der Lage ist an DNA zu binden. Diese Theorie 

gilt es im Rahmen meiner Doktorarbeit zu untersuchen. 

1.8 Fragestellung 

In der Einleitung wurde die Bedeutung von Onkogenen für die Entstehung menschlicher 

Tumoren deutlich gemacht. Weiterhin wurde beschrieben, dass das Onkogen c-myc an der 

Tumorgenese beteiligt ist. Auf die Transkription als wichtiger Steuermechanismus von 

c-myc und die Bedeutung der RNA-Polymerase II wurde hierbei hingewiesen. Deshalb ist 

es wichtig die Transkription als einen besonderen Regulationsprozess des Onkogens c-myc 

genauer zu untersuchen. 

Bei der Regulation des Onkogens c-myc habe ich folgende Fragestellung untersucht: 

Ist eine RNA-Polymerase II mit einer auf 5 Heptapeptidwiederholungen verkürzten 

CTD (∆5) noch in der Lage im Promotorbereich des c-myc-Gens zu binden? 
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2 Material und Methoden 

2.1 Materialien 

2.1.1 Chemikalien 

Alle weiteren Substanzen wurden von Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen in der 

höchsten erhältlichen Reinheitsstufe bezogen. 

Magermilchpulver für die Molekularbiologie 
Tris(hydoxymethyl)aminomethan 

Merck KGaA, Darmstadt 

Acrylamid Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe 
α - Amanitin 
Fixed, Killed Staphlococcus aureus Protein A-positive 
cells 
Complete® EDTA-free; Proteasen-Inhibitoren-
Cocktail (Tabletten) 
Glycerin 
dNTPs 

Roche Molecular Biochemicals, Mannheim 
Roche Molecular Biochemicals, Mannheim 
 
Roche Molecular Biochemicals, Mannheim 
 
Roche Molecular Biochemicals, Mannheim 
Roche Molecular Biochemicals, Mannheim 

Prestained SDS-Page Standards, High Range  
Prestained SDS-Page Standards, Low Range  

Bio-Rad Laboratories GmbH, München 
Bio-Rad Laboratories GmbH, München 

rProtein A Sepharose Fast Flow 
 
Protein G Sepharose 
 
Sephadex–G50, DNA grade 

Amersham Pharmacia Biotech Europe GmbH, 
Freiburg 
Amersham Pharmacia Biotech Europe GmbH, 
Freiburg 
Amersham Pharmacia Biotech Europe 
GmbH,Freiburg 

Agarose ultra pure  
RMPI 1640 Medium 
DNA Größenstandards 
L-Glutamine 200mM (100x) 
Penicillin/Streptomycin 10.000 U/ml 
Neomycin (G418) 

Gibco BRL Life Technologies, Eggenstein 
Gibco BRL Life Technologies, Eggenstein 
Gibco BRL Life Technologies, Eggenstein 
Gibco BRL Life Technologies, Eggenstein 
Gibco BRL Life Technologies, Eggenstein 
Gibco BRL Life Technologies, Eggenstein 

Hygromycin B Merck KGaA, Darmstadt 
Ethidium-Bromid Promega GmbH, Mannheim 
Fötales Kälberserum bioser "dynacyte", Buenos Aires, Argentinien 

2.1.2 Geräte 

Megafuge 2.0 
Biofuge 13 

Heraeus Sepatech GmbH, Osterode 
Heraeus Sepatech GmbH, Osterode 

Hybridisierungsofen MWG Biotech, Erbersberg 
2K15 Kühlzentrifuge Sigma Laborzentrifugen GmbH, Taufkirchen 
Eppendorf Thermomixer 5436 Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg  
Zentrifuge Sorval RC5C und Rotoren GS3, HS4 und 
SS34 

DuPont GmbH, Bad Homburg 

PCR-Gerät Thermo-Hybaid GmbH 
-80°C-Schrank UF80-450S Colora Messtechnik GmbH, Lorch  
Backofen Heraeus Sepatech GmbH, Osterode  
Benchtop Radioisotop Counter QC-4000 Bioscan Inc., Washington, D.C., USA 
Eismaschine  Ziegra GmbH, Isernhagen  
Expositionskassetten mit Verstärkerfolie Lanex fast 
screen 

Eastman Kodak Company, Rochester, New York, 
USA  

Flow-Hood-Werkbank Bio-Flow Technik, Meckenheim  
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Fuchs-Rosenthal-Zählkammer GLW Gesellschaft für Laborbedarf mbH, Würzburg  
Gelelektrophoresekammer Mini Sub DNA Cell und 
Wide Mini Sub DNA Cell 

Bio-Rad Laboratories GmbH, München  

Heiz- und Schüttelblock Thermomixer 5436 Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg  
Lichtmikroskop Axiovert 135 Carl Zeiss Jena GmbH, Göttingen  
Milli-Q Reinstwasser-Aufbereitungssystem Millipore GmbH, Eschborn  
pH-Meter Multi-Calimatic 763 Millipore GmbH, Eschborn  
Slot-Blot-Apparatur SRC 072/0 Minifold II Schleicher & Schuell GmbH, Dassel  
Stromgerät Power Pac 300 Bio-Rad Labortories GmbH, München  
Ultraschallgerät Branson Sonifier 250 Heinemann, Schwäbisch Gmünd  
Vortexer Vortex Genie 2 Bender & Hobein GmbH, Ismaning  
Western-Blot-Apparatur TE22 Mighty Small Transfer 
Unit 

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg 

2.1.3 Radioaktive Isotope 

Die radioaktiv markierten Chemikalien wurden vor Ablauf der ersten Halbwertszeit 

verwendet. 
[α-32P]dCTP (3000Ci/mmol, 10mCi/ml)  Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg 
[γ-32P]dATP (3000Ci/mmol, 10mCi/ml) Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg 

2.1.4 Enzyme 

DNAse I, RNAse frei (10 U/µl) Roche Molecular Biochemicals, Mannheim 
Klenow–Polymerase Roche Molecular Biochemicals, Mannheim 
RNAse A (50 U/ml) Roche Molecular Biochemicals, Mannheim 
Proteinase K; from Tritirachium album in solution Roche Molecular Biochemicals, Mannheim 
T4-Polynukleotid-Kinase Roche Molecular Biochemicals, Mannheim 
Red – Taq DNA Polymerase Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim  

Die Enzyme wurden mit den mitgelieferten Puffern nach den Angaben des Herstellers 

verwendet. 

2.1.5 Antikörper 

α-HA; (3F10), monoklonal Ratte, 
Isotyp: IgG1 

Roche Molecular Biochemicals, Mannheim 

Anti – HA;12CA5, Maus- IgG Roche Molecular Biochemicals, Mannheim 
α-E2F-1 (KH 95), monoklonal Maus, 
Isotyp: Maus IgG2α 

Santa Cruz, Santa Cruz, Kalifornien, USA 

Anti Ratte IgG, HRP cuppled Santa Cruz, Santa Cruz, Kalifornien, USA 
Anti Maus IgG. HRP cuppled Santa Cruz, Santa Cruz, Kalifornien, USA 
AffiniPure Rabbit Anti-Rat IgG(H + L) Jackson ImmunoResearch Laboratoires, Bar Harbor, 

Maine, USA 
Monoclonal Antibody against RNA Polymerase II; 
Clone H5, Mouse IgM 

Covance, Prinecton, New Jersey, USA 

Monoclonal Antibody against RNA Polymerase II; 
Clone 8WG16, Mouse IgG2a/k 

Babco, Richmond, Kalifornien, USA 

2.1.6 Puffer und Lösungen 

DNA - Ladepuffer (10x) 30% (w/v) Glycerol 
0,25% (w/v) Bromphenolblau 
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Elektrophoresepuffer (SDS-PAGE) 25 mM Tris 
192mM Glycin 
0,1% (w/v) SDS, 

Laemmli-Probenpuffer (2x) 100 mM Tris/HCl pH 6,8 
200 mM Dithiothreitol (DTT) 
20% (w/v) Glycerin 
4% (w/v) SDS 
0,02% (w/v) Bromphenolblau 

PBS 137 mM Natriumchlorid 
2,7 mM Kaliumchlorid 
4,3 mM Na2HPO4 · 6H2O 
1,4 mM KH2PO4 

Western-Strip-Puffer 100 mM ß-Mercaptoethanol, 
2% SDS, 
62,5 mM Tris/HCl, pH 6,7 

TAE-Puffer 
(DNA-Gelelektrophorese) 

40 mM Tris/Essigsäure pH 7,8 
10 mM Natriumacetat 
1 mM Na-EDTA 

TE-Puffer 10 mM Tris/HCl pH 8,0 
1 mM Na-EDTA 

SSC 20X pH7.0 3 M NaCl 
0,3 M Na-Citrat 

Schindler Zellextrakt Puffer 0,5% NP-40 
50 mM Tris/Cl pH 8,0 
10%Glycerol 
0,1 mM EDTA pH 8,0 
150 mM - 300mM NaCl 
100 µM Na3VO4 
1 mM DTT 
100 µM PMSF 
25 mM NaF 
5mM Na-Pyrophosphat 

RIPA-Puffer 150 mM NaCl 
1% NP40 
0,5% Sodiumdeoxycholate 
0,1% SDS 
50 mM Tris pH 8,0 
Direkt vor Gebrauch: 1 mM PMSF 
   Complete® EDTA-free 

Church-Puffer  0,4 M Na2HPO4 
0,1 M Na2H2PO4 
1 mM EDTA 
7% SDS pH 7,0 

Zell-Lyse-Puffer 5 mM PIPES pH 8,0 
85 mM KCl 
0,1% NP40 
direkt vor Gebrauch: Complete® EDTA-free 
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Kern-Lyse-Puffer 50 mM Tis-Cl pH 8,1 
10 mM EDTA 
1% SDS 
direkt vor Gebrauch: Complete® EDTA-free 

IP-Verdünnungs-Puffer 0,01% SDS 
1,1% Triton X 100 
1,2 mM EDTA 
16,7 mM Tris-Cl, pH 8,1 
167 mM NaCl 
direkt vor Gebrauch: Complete® EDTA-free 

1X Dialyse-Puffer 2 mM EDTA 
50 mM Tris-Cl, pH 8,0 
0,2% Sarkosyl (nicht bei monoklonalen Antikörpern) 

IP Wash buffer 100 mM Tris-Cl pH 9,0 (pH 8.0 bei monoklonalen 
Antikörpern) 
500 mM LiCl 
1% NP40 
1% Desoxycholsäure 

Elutions-Puffer 50 mM NaHCO3 
1% SDS 

5X PK Puffer 50 mM Tris-Cl pH 7,5 
25 mM EDTA 
1,25% SDS 

Transferpuffer für SDS-PAGE 25 mM Tris 
20 mM Glycin 
20% (w/v) Methanol 

2.1.7 Kits und Verbrauchsmaterialien 

Alle nicht genannten Bedarfsartikel wurden von K&K Laborbedarf bezogen. 
Generelle Laborartikel GLW GmbH, Frickenhausen 
Blottingpapier, Sorte GB 003, Format 100x100 mm  Schleicher & Schuell,Dassel 
High Prime 
LightCycler–FastStart DNA Master SYBR GreenI 
LightCycler capillaries 

Roche Molecular Biochemicals, Mannheim 
Roche Molecular Biochemicals, Mannheim 
Roche Molecular Biochemicals, Mannheim 

BioRad Protein Assay Kit  Bio-Rad Laboratories GmbH, München 
Pipettenspitzen gestopft Art 1000 
Pipettenspitzen gestopft Art 200 
Pipettenspitzen gestopft Art 20 
Pipettenspitzen gestopft Art 10 

Molecular Bio-Products, inc. San Diego, California 
Molecular Bio-Products, inc. San Diego, California 
Molecular Bio-Products, inc. San Diego, California 
Molecular Bio-Products, inc. San Diego, California 

Gel Extraction Kit, Quiaquick 
PCR Purification Kit  

Qiagen GmbH, Hilden 
Qiagen GmbH, Hilden 

Parafilm  Dynatech, Denkendorf 
Röntgenfilm X–Omat AR Kodak,Stuttgart  
Glass beads (212-300 microns) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 
Frameseal Slide Chambers 25, Kammer 25 µl 
Frameseal Slide Chambers 65, Kammer für 65 µl 

BIOzym Diagnostik GmbH, Oldendorf 
BIOzym Diagnostik GmbH, Oldendorf 

Gewebekulturflaschen  Greiner Bio-One, Frickenhausen 
Hybond–ECL; nitrocellulose membrane 
NAP 5 Sephadex G-25 Säulen 
ECL Kit 

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg 
Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg 
Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg 

Einfrierampullen Cryotubes 1,5 ml Nunc GmbH, Wiesbaden 
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Mikroreaktionsgefäße 1,5 ml, 2 ml Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg 
Sterilfilter 0,22 Micrometer; 0,45  
Immobilon-P PVDF-Membran 

Millipore GmbH, Eschborn 
Millipore GmbH, Eschborn 

2.1.8 Oligonukleotide 

Alle Sequenzen sind in Standardrichtung 5´-3´ aufgelistet. Alle Oligonukleotide wurden 

von Metabion GmbH, Martinsried angefertigt. 

2.1.8.1 Primer des c-myc-Promotors 

Die Zahlen in Klammer beziehen sich auf die „Gazin“-Sequenz von c-myc (Gazin et al., 

1984). 
Dirkmyc1 (1801-1824) 5´-TCT ACA CTA ACA TCC CAC GCT CTG-3´ 

Dirkmyc2 (2001-2024) 5´-GCG CTG AGT TAA TTC ATG CGG CTC-3´ 

Dirkmyc3 (2311-2334) 5´-GGT CTG GAC GGC TGA GGA CCC CCG-3´ 

Dirkmyc4 (2493-2515) 5´-CTC TCG CTG GAA TTA CTA CAG CG-3´ 

Dirkmyc5 (2600-2577) 5´-GGA TCT CCC TTC CCA GGA GCG CCG-3´ 

Dirkmyc6 (2800-2823) 5´-CAG AGA AGC GGG TCC TGG CAG CGG-3´ 

Luxmyc1 (2170)  5´-CTG AGT CTC CTC CCC ACC TT-3´ 

Luxmyc2 (2501)  5´-TCT GCC TCT CGC TGG AAT TA-3´ 

Luxmyc3 (2298)  5´-TTT ATA ATG CGA GGG TCT GGA-3´ 

Luxmyc4 (2702)  5´-GCT GCT ATG GGC AAA GTT TC-3´ 

2.1.8.2 Primer des id3-Promotors (HS15005) 

ID3 (#8) (109295-109318) 5´-GAG CCT GCC TGG AAG GCA CGC CTC-3´ 

ID3 (#10) (109745-109768) 5´- GCC AGT GAG TCT GGA GGT CAG ACG-3´ 

Produktlänge: 467 bp 

2.1.8.3 Primer des rfc4-Promotors (AC009863) 

RFC4 (#12) (17928-17952)  5´-GGA GCT AAG GCC TAT TCC ACA GGA C-3´ 

RFC4 (#13) (18515-18538) 5´-CAC CGG AAG TGA CGC GTT ACG TGC-3´ 

Produktlänge: 612 bp 

2.1.8.4 Primer des Insulin-Gens 

c-DNA #: BC005255; genomische DNA #: AC006408 

Luxinsulin 1   5´-GCT GGT AGA GGG AGC AGA TG-3´ 

Luxinsulin 2   5´-CCC TGA CTG TGT CCT CCZ GT-3´ 

Länge des Produktes: 201 bp 
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2.2 Methoden 

2.2.1 Zellkultur 

2.2.1.1 Zelllinien 

Ausgangszelllinie: Raji 

Eine menschliche EBV-positive Burkitt-Lymphom Zelllinie (endemisches Burkitt-

Lymphom), welche eine t(8;14) Translokation enthält (Pulvertaft, 1964). 

Raji LS* mock stabil transfiziert mit Leervektor mock 

Raji LS* wt stabil transfiziert mit einem Vektor, der die große Untereinheit der 

RNA-Polymerase II (RPB1) mit der normalen Länge der carboxy-

terminalen Wiederholungsdomäne konditional exprimiert. 

Raji LS* ∆5  stabil transfiziert mit einem Vektor, der die große Untereinheit der 

RNA-Polymerase II (RPB1) mit einer verkürzten CTD konditional 

exprimiert. Die CTD besitzt nur 5 Wiederholungen und die letzten 

17 Aminosäuren der wt CTD. 

2.2.1.2 Kultivierung von Raji-Zellen 

Raji-Zellen wurden in Suspensionskultur gehalten. Die Kultur erfolgte in 

Zellkulturmedium bei 37°C und 5% CO2-Partialdruck in einem wasserdampfgesättigten 

Inkubator. Die Zellen wurden alle 2-4 Tage im Verhältnis 1:3 mit frischem 

Zellkulturmedium versorgt. 

Bei einigen Experimenten wurden folgende Zusätze verwendet: 

α-Amanitin: Stock: 1 mg α-Amanitin/ml H20; steril-filtriert. Endkonzentration: 2 µg/ml 

Tetracyclin: Endkonzentration: 0,1 µg/ml 

2.2.1.3 Bestimmung der Lebendzellzahl 

Die Bestimmung der Viabilität einer Zellkultur erfolgte durch Auszählen der Zellen in 

einer Fuchs-Rosenthal-Zählkammer. Hierzu wurde ein Aliquot der Kultur mit dem 

gleichen Volumen einer 0,5 % (w/v in PBS) Trypanblau-Lösung versetzt. Tote Zellen 

nehmen den Farbstoff durch ihre poröse Plasmamembran auf und lassen sich im 

Lichtmikroskop von den ungefärbten, lebenden Zellen unterscheiden. 
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2.2.1.4 Aufbewahrung von Zellen 

Die Lagerung von Zellen erfolgte in Gegenwart von DMSO in flüssigem Stickstoff. Hierzu 

wurden die Zellen abzentrifugiert (1200 U/min, 7 min, RT) und in kaltem Einfriermedium 

resuspendiert. 1,5 ml Aliquots mit einer Zellzahl von ca. 1x107 Zellen wurden in Einfrier-

Ampullen überführt, schrittweise auf -80°C abgekühlt und danach in flüssigem Stickstoff 

gelagert. Um eingelagerte Zellen wieder in Kultur zu nehmen, wurden die Ampullen bei 

37°C im Wasserbad aufgetaut, die Zellen einmal in vorgewärmtem Zellkulturmedium 

gewaschen und dann in einer Dichte von 1x106 Zellen/ml in Zellkulturmedium mit 10% 

fötalem Kälberserum aufgenommen. 

Einfriermedium: 90% FKS; 10% DMSO 

2.2.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 

Die „Standard“-PCR wurde mit der RedTaq-DNA-Polymerase und dem beigefügten 10x 

PCR-Reaktionspuffer  in 100 µl, 50 µl und 20 µl Reaktionen durchgeführt (Mullis et al., 

1986). Für einen 100 µl Ansatz wurden 10 µl 10x PCR-Puffer, je 40 pMol eines Plus-

Strang Primers und eines Minus-Strang Primers, je 0,1 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP 

und 5 µl des Enzyms eingesetzt. In einem DNA–Thermo–Cycler wurden zwischen 10 und 

37 Zyklen gefahren. Das Programm beinhaltete 3 min Denaturierung bei 95°C, 30 sek 

Annealing und 1 min Synthesephase bei 72°C. Den letzten Zyklus schloss eine 

Synthesephase (10 min) bei 72°C ab, um eine hohe Kompletierungsrate zu erreichen. 

Sollte das Produkt während der Amplifikation radioaktiv markiert werden, wurden in einen 

Reaktionsansatz (30 µl) 0,1 µl [α32P]-dCTP gegeben. Durch die Zugabe des radioaktiven 

Nukleotids konnte die Sensitivität des PCR gesteigert werden und bei Durchführung einer 

quantitativen PCR eine geringere Zyklenzahl gefahren werden. Die radioaktiv markierten 

Produkte wurden auf einem Polyacrylamidgel (6%) elektrophoretisch aufgetrennt, 

getrocknet und anschließend durch Autoradiographie visualisiert. 

2.2.3 Fällung von Nukleinsäuren 

Um DNA anzureichern wurde eine Ethanol-Fällung durchgeführt. Die Probe wurde mit 

dem zweieinhalbfachen Volumen Ethanol (100%) versetzt  und NaAcetat in einer finalen 

Konzentration von 300 mM hinzugefügt. War der Nukleinsäuregehalt der Probe sehr 

gering wurde noch 1µl Glykogen (10 µg/µl) als Trägersubstanz dazugegeben. Die Fällung 
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wurde über mindestens 2 Stunden bei –20°C durchgeführt. Abschließend wurde die DNA 

bei 15000 U/min für 10 min bei 4°C abzentrifugiert und in TE-Puffer aufgenommen. 

2.2.4 Phenolextraktion 

Die Phenolextraktion hat den Zweck Proteine aus Nukleinsäurelösungen zu entfernen. 

Phenol ist ein sehr guter Wasserstoffbrückenbildner und kann gleichzeitig hydrophobe 

Wechselwirkungen mit Aminosäure-Seitenketten ausbilden. Daher werden durch Phenol 

Protein-Nukleinsäure-Komplexe in die freien Komponenten zerlegt. Die Proteine werden 

denaturiert und reichern sich in der Phenolphase an. Es wurde ein Gemisch aus 25 Teilen 

Phenol, 24 Teilen Chloroform und 1 Teil Isoamylalkohol verwendet. Während Chlorform 

Proteine denaturiert und die Phasentrennung erleichtert, verhindert Isoamylalkohol das 

Schäumen und das Ausbilden einer starken Interphase. Zu der zu reinigenden Probe wurde 

das gleiche Volumen an Phenol, Chloroform, Isoamylalkohol (25:24:1) hinzugefügt und 

anschließend für 30 sek geschüttelt. Das Gemisch wurde für 2 min bei 13000 U/min 

zentrifugiert und die wässrige Phase abgenommen. Dieser Schritt wurde mit einem 

Gemisch aus Chloroform und Isoamylalkohol (24:1) wiederholt. Anschließend wurde eine 

Ethanolfällung durchgeführt. 

2.2.5 Dephosphorylierung von DNA-Größenstandards 

10 µl einer 50 bp (3,4 µg) Leiter wurde 1 h bei 37°C mit 1 µl alkalische Phosphatase aus 

Kälberdarm in einer Pufferlösung inkubiert. Danach wurden die Proteine mit 1 µl 

Proteinase K (15,6 µg/µl) zusammen mit 1% SDS verdaut und anschließend über Nacht in 

Ethanol gefällt. 

2.2.6 Radioaktive Markierung von DNA–Fragmenten 

2.2.6.1 Markierung nach der „random primed labeling“-Methode 

Für die radioaktive Markierung  von DNA wurde die „random–primed“–Methode von 

Feinberg und Vogelstein (Feinberg and Vogelstein, 1983; Feinberg and Vogelstein, 1984) 

angewendet. Es wurde hierbei das „High Prime Kit“ von Roche verwendet. 2 – 500 ng 

DNA wurden mit dem Kit und 50 µCi [α32P]-dCTP (3000 Ci/mMol) nach den Angaben 

des Herstellers markiert. Die nicht inkorporierten, radioaktiven Nukleotide wurden mit 

einer NAP™-25 Säule abgetrennt. Die eingebaute Radioaktivität wurde in einem Benchtop 

Radioisotop-Zähler gemessen und die Probe vor der Hybridisierung hitzedenaturiert. 
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2.2.6.2 Markierung mit der Klenow-Polymerase 

Das Klenow-Enzym, „large fragment“ der DNA-Polymerase I, das durch Subtilisin-

Behandlung der singulären Kette der DNA-Polymerase I erhalten werden kann, besitzt nur 

die 5´→3´-Polymerase- und die 3´→5´-Exonuklease-Aktivität, während die 5´→3´-

Exonuklease-Aktivität des ursprünglichen Enzyms nicht mehr vorhanden ist. 

Unterschiedliche Mengen DNA wurden durch Zugabe eines Primers und nach Angaben 

des Herstellers für 30 min bei 37°C markiert. Die nicht inkorporierten, radioaktiven 

Nukleotide wurden in einer Chromatographie an Sephadex abgetrennt. Die eingebaute 

Radioaktivität wurde in einem Benchtop Radioisotop-Zähler gemessen und die Probe vor 

der Hybridisierung hitzedenaturiert. 

2.2.6.3 Radioaktive Endmarkierung von DNA-Größenstandards 

Die radioaktive Markierung erfolgte mit Hilfe von [γ-32P]-dATP. Dabei wird in einer durch 

das Enzym T4-Polynukleotid-Kinase katalysierten Reaktion die γ-Phosphatgruppe des 

ATP auf die 5´-terminale Hydroxylgruppe der DNA übertragen. 5 µl des Größenstandards 

wurden mit 5 µl [γ−32P]-dATP, 1,5 µl 10x Puffer und 1 µl T4-Polynukleotid-Kinase bei 

37°C für 30 min inkubiert. Die überschüssigen Nukleotide wurden mit einer 

Chromatographie an Sephadex G50 abgetrennt. 

2.2.7 SDS–Polyacrylamid-Gelelektrophorese (Western–Blot) 

Für die Präparation von Proteinextrakten wurden ca. 1 x 107 Zellen aus einer Kultur 

entnommen, bei 1200 U/min abzentrifugiert und in PBS gewaschen. Das Pellet wurde in 1 

ml PBS resuspendiert und in ein 1,5 ml Mikroreaktionsgefäß überführt. Nach 6 min 

Zentrifugation bei 4°C wurde der Überstand abgenommen und das Pellet in 100 µl 

Schindler Lyse–Puffer gelöst. Die unlöslichen Zellbestandteile wurden abzentrifugiert und 

der Überstand bei – 80°C gelagert.  

Zur Bestimmung der Proteinmenge der Lysate wurde der Biorad–Protein–Assay nach den 

Angaben des Herstellers verwendet. Der Nachweis beruht auf der Beobachtung von 

Bradford (Reid et al., 1970), dass sich das Absorptionsmaximum einer sauren 

Coomassie-Brilliant-Blue-Lösung nach Ausbildung von Proteinkomplexen von 495 nm 

nach 595 nm verschiebt. Zur Quantifizierung wurde eine Eichkurve mit BSA von 1 µg/µl 

bis 16 µg/µl erstellt. Die diskontinuierliche Polyacrylamid-Gelelektrophorese mit SDS als 

anionisches Detergenz wurde nach (Cleveland et al., 1977) durchgeführt. 10 µg – 40 µg 
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Proteinlösung wurde mit SDS–Ladepuffer gemischt und 5 min bei 95°C hitzedenaturiert 

und anschließend zusammen mit gefärbten Proteinstandards auf einem Polyacrylamid–Gel 

für ca. 1,5 h bei 150 V aufgetrennt. Das Sammelgel hatte einen Acrylamidanteil von 5%, 

das Trenngel von 6% - 13%. Nach dem Lauf wurden die Gele für den Western-Blot 

verwendet. 

Die durch SDS–Page aufgetrennten Proteine wurden durch elektrophoretischen Transfer 

auf eine Nitrozellulosemembran geblottet (Towbin et al., 1979). Der Transfer erfolgte 1 h 

bei 500 mA oder über Nacht bei 100 mA im Kühlraum, um ein zu starkes Erwärmen des 

Transferpuffers zu verhindern. Nach dem Blotten wurden die Proteinblots mit 

Block-Puffer abgesättigt. Dieses „Blocken“ dient dazu, überschüssige 

Proteinbindungsstellen der Membran zu saturieren und eine unspezifische Bindung der 

Nachweisreagenzien zu verhindern. 

Es folgte eine Inkubation mit dem Primärantikörper (in PBS Tween 0,1%; 0,1 g BSA) für 

45 min bei Raumtemperatur unter stetem Schütteln. Zur Visualisierung der Proteine wird 

ein Zweit-Antikörper verwendet, der gegen konstante Teile des Erst-Antikörpers gerichtet 

ist und an welchen eine Meerettichperoxidase (HRP) gekoppelt ist. Die Membran wurde 

mit diesem Antikörper in Milchpulver für mindestens 30 min inkubiert. Der Nachweis der 

Antikörperkomplexe beruht auf einer lokalen Chemolumineszenzreaktion durch die 

Peroxidase; die Chemolumineszenz des Luminols wird durch die Phenole verstärkt 

(Thorpe et al., 1985) und kann durch kurzzeitige Exposition auf einem Röntgenfilm 

sichtbar gemacht werden. Für die Reaktion wurde ein ECL-Kit nach den Angaben des 

Herstellers verwendet. 

2.2.8 Immunpräzipitation 

2.2.8.1 Lyse 

Die Zellen wurden mit PBS gewaschen und das Pellet mit kaltem RIPA-Puffer lysiert. 

Hierbei wurde 1 ml RIPA-Puffer pro 1x107 Zellen verwendet und die Lyse für 30 min auf 

Eis durchgeführt. Anschließend wurde für 15 min bei 15300 U/min zentrifugiert und der 

Überstand in ein neues Gefäß übertragen. 

2.2.8.2 Preclearing 

Um unspezifische Bindungen der Antikörper während der Präzipitation zu verringern, 

wurden die Lysate mit Staph.-A Zellen oder mit Protein A bzw. Protein G Sepharose für 
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15 min auf Eis inkubiert. Anschließend wurde zentrifugiert und der Überstand, wenn 

notwendig, in einem Mikroreaktionsgefäß mit RIPA-Puffer auf 500 µl aufgefüllt. 

2.2.8.3 Immunpräzipitation 

Für eine Immunpräzipitation wurden pro Antikörper 5 x 106 Zellen eingesetzt. Die 

Immunpräzipitation wurde mit unterschiedlichen Antikörpern mindestens für eine Stunde 

auf Eis oder über Nacht im Kühlraum durchgeführt. Die Antigen-Antikörper-Komplexe 

wurden durch Inkubation mit Staph.-A-Zellen oder Protein-A bzw. Protein-G–Sepharose 

für mindestens 45 min präzipitiert. Nun wurden die Präzipitate dreimal mit RIPA-Puffer 

gewaschen; das Pellet wurde in 50 µl Läemmli-Puffer gelöst und konnte so für eine SDS-

Polyacrylamid-Elektrophorese verwendet werden. Hierzu wurden die Proben für 10 min 

auf 85 °C erhitzt und anschließend 25 µl pro Spur (entspricht 2,5 x 106 Zellen) im Western-

Blot aufgetragen. 

2.2.9 Chromatin–Immunpräzipitation (nach Farnham-Lab) 

Für weitergehende Informationen siehe auch: http://mcardle.oncology.wisc.edu/farnham 

2.2.9.1 Herstellung von Staph.-A-Zellen 

Benutzt wurden lyophilisierte Protein-A-positive Staphylococcus aureus Zellen (Cowan I 

Stamm) der Firma Roche (Staph A cells, Roche, Katalognummer: 100061), die hitzegetötet 

und in Formalin fixiert wurden (Weinmann and Farnham, 2002). 1 g dieser Zellen wurde 

in 10 ml 1x Dialyse-Puffer resuspendiert und anschließend bei 10000 U/min für 5 min bei 

4 °C zweimal zentrifugiert und gewaschen. Hiernach wurden die Zellen in 3 ml 1x PBS, 3 

% SDS und 10 % BME resuspendiert. Dieses Gemisch wurde für 30 min gekocht und 

anschließend 5 min bei 10000 U/min zentrifugiert. Die Zellen wurden zweimal in 1x 

Dialyse-Puffer gewaschen und in 4 ml desselben resuspendiert. Nachdem die Zellen in 100 

µl Aliquots aufgeteilt wurden, konnten sie in flüssigem Stickstoff blitzgefroren und 

gelagert werden. 

Für ein Experiment wurden für 5x107 Zellen eine 100 µl Fraktion aufgetaut. Um den 

Anteil unspezifischer Bindungen zu verringern, wurde jedes Aliquot mit 10 µl salmon 

sperm DNA (10 mg/ml) und 10 µl BSA (10 mg/ml) inkubiert. Diese Inkubation wurde bei 

4 °C für mindestens 3 h oder über Nacht auf einer rotierenden Plattform durchgeführt. 

Direkt vor Gebrauch wurden die Staph.A-Zellen zweimal mit 1x Dialyse-Puffer 

gewaschen. 
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2.2.9.2 Crosslink mit Formaldehyd 

Raji-Zellen wurden vor dem Crosslink bei 1200 rpm zentrifugiert und das Pellet in 10 ml 

PBS resuspendiert, um das Medium zu entfernen. 270 µl Formaldehyd (37%) wurden 

hinzugegeben, um eine finale Konzentration von 1 % zu erreichen. Die Falcons wurden 10 

min bei Raumtemperatur gerollt und der Crosslink durch Zugabe von Glycin (125 mM 

final) für 5 min gestoppt. Die Zellen wurden zweimal mit kaltem PBS gewaschen. 

2.2.9.3 Kernpräperation 

Das Pellet wurde in Zell-Lyse-Puffer resuspendiert und für 10 min auf Eis inkubiert. Um 

ein Freisetzten der Kerne aus den Zellen zu erleichtern, wurde 10x ein Douncer benutzt. 

Anschließend wurde die Kerne für 5 min bei 4 °C und 4500 U/min pelletiert. Die Kerne 

wurden in Kern-Lyse-Puffer für 10 min auf Eis lysiert. 

2.2.9.4 Sonifizierung 

Das Chromatin wurde mit Hilfe ein Sonicators auf eine durchschnittliche Länge von 1 kb 

zerkleinert. Der Schritt des Sonifizierens ist ziemlich kompliziert. Durch ein Kühlen der 

Proben auf einem Eis-Ethanol-Gemisch wurde versucht, ein Erwärmen der Proben zu 

verhindern. Die Dauer der Sonifizierung muss für jeden Zelltyp individuell bestimmt 

werden. Auch ist die Effizienz der Sonifizierung stark von der Chromatinkonzentration 

abhängig. Trotz zahlreicher Versuche war es nicht möglich das Chromatin auf die optimale 

Länge von durchschnittlich 500-700 bp zu zerkleinern. Um die Effizienz zu steigern wurde 

den Proben eine Spatelspitze Glaskügelchen (glass beads, Sigma-Aldrich-Chemie GmbH) 

zugegeben. Danach wurden die Proben für 10 min bei 5000 U/min und 4°C zentrifugiert 

und der Überstand in ein neues Reaktionsgefäß überführt. 

2.2.9.5 Immunpräzipitation (IP) 

Pro IP wurde das Chromatin aus 2x107 Zellen eingesetzt. Es wurde immer eine Kontrolle 

ohne Antikörper eingeschlossen. Vor der IP wurden die Proben mit IP-dilution-buffer auf 

ein Volumen von 500 µl aufgefüllt. Um unspezifische Bindungen zu reduzieren, wurde ein 

„Preclearing“ mit geblockten Staph-A-Zellen für 15 min bei 4 °C in Rotation durchgeführt 

(siehe oben). Anschließend wurde 1 µg Antikörper zur Antigenerkennung eingesetzt. Die 

Proben wurden für mindestens 3 Stunden oder über Nacht bei 4 °C unter ständigem 

Rotieren inkubiert. Bei monoklonalen Antikörpern wurde ein Sekundär-Antikörper für ein 

Stunde hinzugegeben, um die Bindung an die Staph-A-Zellen zu verbessern. Die Antigen-
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Antikörper-Komplexe wurden durch Zugabe von geblockten Staph-A-Zellen bzw. Protein-

A(oder G)-Sepharose für 15 min (Staph-A-Zellen) oder mindestens 3 Stunden (Protein-

A(oder G)-Sepharose) bei 4 °C inkubiert. Nach Zentrifugation wurde 20% des Überstands 

der Probe ohne Antikörper als „input-chromatin“ aufgehoben. Alle Proben wurden 

anschließend mit verschiedenen Puffern gewaschen: 2x mit Dialyse-Puffer, 4x mit 

IP-Puffer. Bei jedem Waschschritt wurde das Pellet zuerst in 700 µl Puffer gelöst und dann 

weitere 700 µl dazupipettiert und daraufhin bei 14000 U/min für 3 min zentrifugiert. 

Dieser Waschschritt ist sehr gründlich durchzuführen, da die Proben später mit der PCR-

Technologie untersucht werden, und so schon geringe Verunreinigungen zu einem falschen 

Signal führen können. 

2.2.9.6 Elution der Proteine und Reversion der Crosslinks 

Nach dem letzten Waschschritt wurden die Protein-DNA-Komplexe von den Staph-A-

Zellen bzw. der Protein-A(oder G)-Sepharose durch Zugabe von 150 µl IP-Elutionspuffer 

abgelöst. Die Proben wurden mit dem Puffer für 15 min in einem Vortexer geschüttelt, 

anschließend bei 14000 U/min für 3 min zentrifugiert und der Überstand in ein neues 

Reaktionsgefäß überführt. Dieser Schritt wurde wiederholt und beide Elutionen wurden 

vereint. Bei der Elution ist es entscheidend, dass wirklich sämtliche, gebundenen Protein-

DNA-Komplexe abgelöst werden. Nach der zweiten Elution wurden die Proben nochmals 

zentrifugiert, um jegliche Reste von Staph-A-Zellen zu entfernen. Die in den Proben 

enthaltene RNA, wurde durch 1 µl RNase A (10 µg/µl) verdaut. Die Crosslinks wurden 

nach Zugabe von NaCl (5 M) bis zu einer finalen Konzentration von 300 mM durch 

Inkubation in einem Wasserbad bei 67 °C für mindestens 5 Stunden rückgängig gemacht. 

Hiernach wurde die DNA in einer Ethanol-Fällung über Nacht bei -20°C präzipitiert. 

2.2.9.7 Verdau der Proteine und Fällung der DNA 

Die Pellets wurden in 100 µl TE gelöst und 25 µl des 5x PK-Puffers sowie 1,5 µl 

Proteinase K zu gegeben. Wenn die „Input“-Probe sich nicht löste, wurde das Volumen an 

TE erhöht. Anschließend wurden die Proteine durch Inkubation in einem Wasserbad bei 45 

°C für 2 h verdaut. Zu den Proben wurden nun 175 µl TE-Puffer gegeben und eine 

Reinigung durch Phenolextraktion (siehe oben) durchgeführt. Die Prozedur wurde für die 

„Input“-Probe, wenn nötig, wiederholt. Nach Zugabe von 30 µl NaCl (5M) und 5 µg 

Glykogen wurde eine Ethanol-Fällung bei -20°C über Nacht durchgeführt. Die Pellets 

wurden in 30 µl TE gelöst. Die Input-Probe wurde ebenfalls in 30 µl gelöst und 
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anschließend nochmals 100-fach verdünnt. Für eine PCR wurden jeweils 3 µl eingesetzt. 

Da für das Input-Chromatin nur 20% des gesamten Ausgangsmaterials verwahrt wurden, 

entspricht das Input-Signal einer PCR-Reaktion 0,2% des „wahren“ Ausgangsmaterials. 
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3 Ergebnisse 

3.1 Etablierung einer Chromatin-Immunpräzipitation 

Um die Frage zu beantworten, ob die RNA-Polymerase II mit einer verkürzten 

carboxyterminalen Wiederholungsdomäne (CTD) noch in der Lage ist an DNA im 

Promotorbereich eines Gens zu binden, bedarf es der Etablierung einer Chromatin–

Immunpräzipitation. Durch diese Technik gelingt es Bindungsstellen eines Proteins im 

Genom mit einer hohen Genauigkeit vorherzusagen (Boyd and Farnham, 1999; Orlando, 

2000; Weinmann and Farnham, 2002; Weinmann et al., 2002; Wells and Farnham, 2002).  

3.1.1 Übersicht über die Technik der Chromatin-IP 

Die Genregulation ist ein komplexer Prozess bei dem es auf die akkurate zeitliche und 

örtliche Regulation eines jeden Genes ankommt. Häufig sind die verantwortlichen 

Faktoren in Multiproteinkomplexen lokalisiert und der einzelne Faktor übt seine Funktion 

in zeitlich koordinierter Reihenfolge aus (Agalioti et al., 2000). Zu verstehen, wie alle 

diese einzelnen Teilnehmer im chromosomalen Kontext organisiert sind und wie ihre 

Aufgaben in vivo reguliert werden, ist eine herausfordernde Aufgabe (Breiling et al., 2001; 

Orlando, 2000). 

Eine der nützlichsten Techniken zur Beantwortung dieser Fragestellung stellt die 

Chromatin-Immunpräzipitation dar (Abbildung 5). Sie ermöglicht in lebenden Zellen durch 

reversible Fixierung (Crosslink) von Proteinen und DNA und darauf folgender 

Immunpräzipitation die Bindungsstellen von Proteinen an DNA nachzuweisen. So lässt 

sich die in vivo Bindungsstelle eines beliebigen Proteins direkt demonstrieren. Auch 

können Proteine, welche nicht selbst an die DNA binden, aber durch die Anwesenheit 

eines anderen Proteins in die Nähe gebracht werden, mit dieser Technik untersucht werden 

(Orlando, 2000). Antikörper die gegen das untersuchte Protein gerichtet sind, erlauben eine 

Immunoselektion aller genomischen Bindungsstellen. Abschließend kann die 

Formaldehydfixierung (Crosslink) vollständig rückgängig gemacht werden und die DNA 

mit Hilfe der PCR-Technik analysiert werden (Abbildung 5). 
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Abbildung 5 Schemazeichnung einer Chromatin–Immunpräzipitation. 
 Durch Inkubation von lebenden Zellen mit Formaldehyd werden Proteine an die DNA 

fixiert (Crosslink). Nach Zerkleinerung der DNA durch Sonifizierung können die Proteine 
durch Immunpräzipitation angereichert werden. Die Bindungen zwischen Proteinen und 
DNA werden durch Erhitzen rückgängig gemacht und die Proteine anschließend verdaut. 
Die ursprünglich mit dem Protein in Kontakt gestandenen DNA-Fragmente können nun mit 
der PCR-Technologie amplifiziert werden. War das untersuchte Protein an einen Abschnitt 
gebunden, zeigt sich in der PCR eine Anreicherung dieses Fragments in Bezug auf das 
Produkt eines unspezifischen Antikörpers. 

3.1.2 Die Chemie des Crosslinks 

Formaldehyd produziert in vivo auf effiziente Weise Verknüpfungen zwischen Proteinen 

und Nukleinsäuren, sowie zwischen Proteinen und Proteinen. Formaldehyd selbst ist eine 

sehr reaktive, dipolare Substanz, in welcher das Kohlenstoffatom als nukleophiles Zentrum 

agiert. Amino- und Iminogruppen von Aminosäuren (hauptsächlich Lsyin, Arginin und 

Histidin) und DNA (hauptsächlich Adenine und Cytosine) reagieren mit Formaldehyd 
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unter Bildung einer Schiffschen Base. Dieses Zwischenprodukt kann selbst wieder mit 

einer zweiten Aminogruppe reagieren und kondensieren, um den finalen DNA-Protein-

Komplex zu ergeben (McGhee and von Hippel, 1975a; McGhee and von Hippel, 1975b). 

Diese Reaktionen finden in vivo innerhalb von Minuten nach Zugabe von Formaldehyd zu 

lebenden Zellen statt. Wie schon erwähnt, besteht der besondere Vorteil von Formaldehyd-

Crosslinks in ihrer vollständigen Umkehrbarkeit. Dies wird durch Protonierung der Imino-

Gruppen bei niedrigem pH in wässriger Lösung erreicht. 

Für die Identifizierung und Charakterisierung von in vivo Bindungsstellen eines 

bestimmten Proteins nach Immunpräzipitation von gecrosslinktem Chromatin wird die 

DNA gereinigt und mit konventionellen Methoden wie z.B. PCR analysiert. Diese Analyse 

erfordert die Entfernung aller Proteine aus der präzipitierten Probe. Daher wird die Probe 

mit Proteinase K und milder Hitze behandelt, um alle Proteine zu entfernen. Anschließend  

wird die DNA mit Standardmethoden aufgereinigt (Abbildung 5). 

3.1.3 Technische Herausforderungen der Chromatin-IP 

3.1.3.1 Dauer des Crosslinks und Einfluss auf das Antikörper-Epitop 

Bei der Dauer der Behandlung hat sich herausgestellt, dass ein Zeitraum von 10 min gutes 

Mittelmaß darstellt (Weinmann and Farnham, 2002; Wells and Farnham, 2002). In diesem 

Zeitrahmen werden einerseits die Proteine effizient mit der DNA verknüpft und 

andererseits wird eine Maskierung von Epitopen durch ein zu starkes Ausmaß an 

Verbindungen verhindert. Bei der Behandlung der Zellen mit Formaldehyd besteht die 

Möglichkeit, Epitope des Antigens durch Denaturierung zu verlieren. Formaldehyd hat 

eine leicht denaturierende Wirkung auf Proteine und es ist bekannt, dass es mit der 

Sekundär- und Tertiärstruktur von Proteinen interferiert (Orlando, 2000). 

3.1.3.2 Die Elution der Proteine funktioniert vollständig 

Wie unter „Material und Methoden“ beschrieben werden die Protein-DNA-Komplexe von 

der Protein A-bzw. G–Sepharose durch Waschen in einem Puffer abgelöst. Dieser Schritt 

wurde kontrolliert indem die Staph-A-Zellen bzw. Protein-A(oder G)-Sepharose noch mal 

in 20 µl IP-Elutionspuffer inkubiert wurden. Dazu wurde dann 10 µl 2x SDS-Ladepuffer 

geben und die Probe auf eine SDS-Page aufgetragen. Falls sich noch eine bedeutende 

Menge an Proteinen auf den Staph-A-Zellen befand, würde diese auf dem 

Polyacrylamidgel in einer Comassie-Blau-Färbung sichtbar sein. Auch wurde auf der 

geblotteten Nitrozellulosemembran nach Proteinen mit einem α-HA Antikörper (3F10) 



Ergebnisse 

- 36 - 

gesucht. Das mit Commassie-Blau gefärbte Gel zeigte keinen Hinweis für eine größere 

Menge Protein in den untersuchten Probe (Daten nicht gezeigt). Auf den Western-Blot 

wurden als Positivkontrollen die Lysate von Raji LS* mock, Raji LS* wt und Raji LS* ∆5 

Zellen aufgetragen, in denen die LS induziert wurde (Abb. 6 Spur 1-3). Hier ist das Signal 

der großen Untereinheit in seiner normalen Form (Spur 2) und in der Form mit trunkierter 

CTD zu sehen (Spur 3). Dagegen zeigen die Proben nach der Elution von den Staph-A-

Zellen kein Signal (Spur 4-6). Es bleibt also festzuhalten, dass die Elution der Protein-

DNA-Komplexe von den Staph-A-Zellen vollständig funktioniert. 
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Abbildung 6 Kontrolle der Elution auf Vollständigkeit nach Chromatin-IP. 
 Nachdem die Proteine von den Staph.-A-Zellen eluiert wurden, wurden nochmals 20 µl 

IP-Elution-Puffer zu den Proben gegeben. Nach 15 min Inkubation unter stetem Schütteln 
wurde 10 µl 2x SDS-Ladepuffer dazugegeben. Nach Zentrifugation wurden die Überstände 
auf eine SDS-Page aufgetragen (Spuren 4-6). Auf den Spuren 1–3 wurden Lysate der 
Zelllinien Raji LS* mock, Raji LS* wt und Raji LS* ∆5, in denen die LS induziert wurde 
als Kontrolle aufgetragen. 
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3.1.4 Konditionale Expression von CTD-Mutanten 

Für die Versuche wurden Raji-Zelllinien verwendet, in welchen sich die RNA-Polymerase 

konditional exprimieren lässt (Meininghaus et al., 2000). Bei Raji handelt es sich um eine 

Burkitt-Lymphom-Zelllinie mit einer c-myc Translokation. Hierbei ist das c-myc Gen auf 

Chromosom 8q24 durch eine chromosomale Translokation mit dem Immunglobulingen µ 

der schweren Kette auf Chromosom 14q32 fusioniert. Die Translokation hat eine 

transkriptionelle Aktivierung der Promotoren P1 und P2 zur Folge; die Promotoren des 

nicht translozierten c-myc Gens sind nicht aktiv (Albert et al., 1994; Hamlyn and Rabbitts, 

1983; Magrath, 1990). In diese Zellen wurde ein Vektor mit einem 8,1 kb großen 

HindIII-EcoRI Fragment des c-myc-Gens kloniert, der den Replikationsursprung des 

Epstein-Barr-Virus (EBV-oriP) enthält (Abb. 7) (Albert et al., 1997). Für EBV-oriP 

enthaltende Plasmide ist keine Integration in das Genom von humanen EBV-positiven 

Zellen beschrieben; vielmehr liegen sie als Episom vor und werden mit der genomischen 

DNA repliziert (Yates et al., 1984). Das episomale c-myc-Gen wird in diesen Zellen nicht 

exprimiert, kann jedoch durch Histondeacetylase-Inhibitoren induziert werden. 

 

Abbildung 7 Schematische Darstellung des c-myc-Vektors. 
 Der Vektor enthält das 8,1 kb große HindIII–EcoRI–Fragment des c-myc Gens. Verwendete 

Abkürzungen: AMP, Ampicillin–Resistenzgen; EBV–ori-P ein Replikationsstartpunkt des 
Epstein-Barr-Virus (EBV) für die episomale Vervielfältigung des Plasmids; HYG, 
Hygromycin-Resistenzgen. 
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In diese Zelllinie, KH375 genannt, wurde ein zweites Konstrukt eingefügt, das die große 

Untereinheit der RNA Polymerase II (LS*wt) konditional exprimiert (Abb. 8) 

(Meininghaus et al., 2000). Die Konditionalität der Expression wird durch diesen Vektor 

gewährleistet, indem die große Untereinheit (RPB1) unter die Kontrolle eines durch 

Tetrazyklin-(Tc)-Entzug induzierbaren Promotors gestellt wurde. Dieses „Tc-Off“ 

genannte System basiert auf der Tc-abhängigen Bindung des Tc-Repressors aus E.coli an 

seine Operatorsequenz (tetO7). Durch Fusion des Tc-Repressors an die 

Transaktivierungsdomäne des VP16-Proteins wurde ein Transaktivator (TcTA) generiert, 

der in der Abwesenheit von Tc an seine Operatorsequenz bindet und in der Umgebung 

befindliche Promotoren aktiviert (Gossen and Bujard, 1992). Zur Unterscheidung der 

vektoriellen Polymerase von der endogenen Polymerase wurde ein Hämagglutinin-„tag“ an 

das Protein fusioniert. Die große Untereinheit trägt weiterhin eine Punktmutation, welche 

eine Resistenz gegen das Gift des Knollenblätterpilzes, α−Amanitin, dem potentesten 

Inhibitor des Enzyms vermittelt (Abb. 8). Diese Mutation besteht aus einem 

Aminosäureaustausch an Position 793 (Asparagin  Asparaginsäure) (Bartolomei and 

Corden, 1995). 

Kürzlich konnte durch Röntgenstrukturanalyse die Position des zyklischen Peptids α-

Amanitin im Verbund mit der Polymerase gezeigt werden (Bushnell et al., 2002). Hierbei 

zeigte sich, dass die Bindung von α-Amanitin an die RNA-Polymerase II zwar die Passage 

von Nukleotiden zum aktiven Zentrum und die RNA-Synthese gestattet, aber die 

Translokation von DNA und RNA verhindert. Diese Konformationsänderung ist 

notwendig, um am aktiven Zentrum Platz für die nächstfolgende Synthese zu schaffen. Die 

Inhibition der Translokation wird durch Interaktion von α-Amanitin mit der „bridge helix“ 

verursacht, deren Bewegung für die Translokation unerlässlich ist (Bushnell et al., 2002). 

Die endogene RNA-Polymerase wird durch die Inhibition beschleunigt abgebaut (Nguyen 

et al., 1996). Eine zweite Eigenschaft von α-Amanitin ist generell mRNAs zu stabilisieren 

(Meininghaus et al., 2000). Die komplette Hemmung der RNA-Polymerase durch α-

Amanitin wird in der Zellkultur mit Raji-Zellen nach einer Zeit von 14-24 h erreicht. Dies 

wird auf die schlechte Membrangängigkeit des zyklischen α-Amanitin zurückgeführt. 
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Abbildung 8 Schematische Darstellung des Polymerase–Expressionsvektors. 
 Die murine α–Amanitin resistente Untereinheit RPB1 der RNA–Polymerase II sowie die 

CTD–Deletionsmutante wurden in den Vektor LS*mock kloniert (LS* wt, LS* ∆5). Blaue 
Bereiche sind in der Evolution hoch konserviert. Die α-Amanitin-Resistenz vermittelnde 
Punktmutation ist mit einem Stern markiert. Die Bezeichnung ist LS*wt für die 
Wildtypvariante der CTD und LS*∆5 für die Variante mit nur fünf Heptapeptiden. Weitere 
Abkürzungen: NEO, Neomycin (G418)–Resistenzgen; AMP Ampicillin–Resistenzgen; 
CTD, Carboxy-terminale Domäne; EBV–ori-P ein Replikationsstartpunkt des Epstein–
Barr–Virus (EBV) für die episomale Vervielfältigung des Plasmids; TcTA, Tetracyclin 
(Tc)–abhängiger Transaktivator, der an die tet07-Sequenz im responsiven Element (TRE) 
bindet und den EBV-Minimal-Promotor LMP2A aktiviert; (Meininghaus et al., 2000). 

3.1.5 Expression der RNA-Polymerase II-Mutanten 

Bevor eine Immunpräzipitation der RNA-Polymerase II durchgeführt werden konnte, 

wurde getestet, ob die verwendeten Zellen die vektorielle Polymerase nach Auswaschen 

von Tetracyclin exprimieren. Hierzu wurde ein Western-Blot mit Lysaten der Zelllinien 

Raji LS* mock, Raji LS* wt und Raji LS* ∆5, wie unter „Material und Methoden“ 
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beschrieben, angefertigt. 24 h vorher wurde Tetracyclin aus dem Medium ausgewaschen 

und nach dem Transfer die RNA-Polymerase II mit einem α-HA Antikörper nachgewiesen 

(Abb. 9). Wie in der Abbildung 9 zu erkennen ist, wird die große Untereinheit der RNA-

Polymerase II nur nach Auswaschen von Tetracyclin aus dem Medium exprimiert (Spur 4 

und 6). Dagegen ist, sowohl bei Anwesenheit von Tetracyclin im Medium als auch bei den 

Lysaten von Raji LS* mock, kein spezifisches Signal zu erkennen (Spur 1, 2, 3, 5). Dies 

war zu erwarten, da es sich bei der Zelllinie Raji LS* mock um den Leervektor handelt. Es 

ist weiterhin deutlich zu erkennen, dass die LS mit der trunkierten CTD auf Grund ihrer 

niedrigeren Größe in der Elektrophorese schneller läuft (Spur 4 und 6) (Meininghaus and 

Eick, 1999). 

m
oc

k
+ 

te
t

m
oc

k
- te

t

m
oc

k
- te

t
wt

+ 
te

t
wt

- t
et

∆5
 +

 te
t

∆5
 -

te
t

Raji LS*

1 2 3 4 5 6

Pol II wt

Pol II ∆5

 

Abbildung 9 Nachweis der tetracyclin-abhängigen Expression der rekombinanten 
RNA-Polymerase II. 
Lysate der Zelllinien Raji LS* mock, Raji LS* wt und Raji LS* ∆5 wurden angefertigt und 
die Proteine von 5,4 x 104 Zellen pro Spur in einer SDS-Polyacrylamidelektrophorese 
aufgetragen. Bei den mit „- tet“ gekennzeichneten Spuren wurde 24 h vor der Lyse 
Tetracyclin aus dem Medium ausgewaschen, während bei den als „+ tet“ bezeichneten 
Säulen weiterhin Tetracyclin im Medium war. Der Nachweis der RPB1 erfolgte mit einem 
HA spezifischen Antikörper (α HA 3F10). 
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3.2 Immunpräzipitation der rekombinaten RNA-Polymerase II 

Nachdem nun gesichert war, dass in den Zellen die rekombinante LS konditional 

exprimierbar ist, wurde eine Immunpräzipitation (IP) der RNA-Polymerase durchgeführt. 

Bei der Etablierung einer Chromatin-IP ist der Durchführung einer IP des gesuchten 

Proteins größte Bedeutung beizumessen. Nur wenn eine IP funktioniert, hat auch die 

Chromatin-IP eine Chance auf Erfolg. Dies ist damit zu begründen, dass bei der 

Chromatin-IP das Epitop des Erstantikörpers durch den Prozess des Crosslinkens mit 

Formaldehyd verändert bzw. maskiert werden kann. Eine erfolgreiche IP kann die 

zufrieden stellende Durchführung einer Chromatin-IP nicht garantieren; dagegen ist eine 

Chromatin-IP nach nicht funktionierender IP als aussichtslos zu bewerten. Ziel des 

Versuches ist es, die RNA-Polymerase aus Lysaten der Zelllinien Raji LS* mock, Raji LS* 

wt und Raji LS* ∆5 zu präzipitierten, wobei Raji LS* mock als Negativkontrolle dient, da 

in diese Zellen keine LS kloniert wurde. Zum Nachweis der LS kommt wieder der α-HA 

Antikörper 3F10 zu Anwendung, welcher schon in Abbildung 9 ein starkes Signal 

produzierte. Nach der IP, wie in Material und Methoden beschrieben, werden die 

Präzipitate auf einem Western-Blot detektiert. Die IP dient hierbei als Test, um die 

Präzipitationsfähigkeit der LS zu demonstrieren; auch kann die Bindung der Protein 

A-bzw. Protein G–Sepharose an die Antigen-Antikörper-Komplexe beurteilt werden. 

Aus dem Medium wurde 48 h vor Beginn des Experiments Tetracyclin ausgewaschen und 

24 h vor Beginn α-Amanitin (final: 2 µg/ml) zugegeben. Das α-Amanitin wird vor allem 

für den späteren Versuch einer Chromatin-IP benötigt. Es konnte nämlich gezeigt werden, 

dass durch α-Amanitin nicht nur die Funktion der RNA-Polymerase gehemmt, sondern 

auch deren Abbau beschleunigt wird (Meininghaus et al., 2000; Meininghaus and Eick, 

1999; Nguyen et al., 1996). Die rekombinante, α-Amanitin resistente RNA-Polymerase II 

hat durch diesen Abbauprozess der endogenen Pol II einen „Standortvorteil“, da sie nun 

nicht mehr um Bindungsstellen an den Promotorbereichen mit der endogenen RNA-

Polymerase konkurrieren muss. So erhöht sich durch Zugabe von α-Amanitin die 

Wahrscheinlichkeit, in einer Chromatin-IP eine rekombinante Pol II nachzuweisen. 
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Abbildung 10  Immunpräzipitation der RNA-Polymerase II LS* wt und LS* ∆5. 
 Raji LS* mock, Raji LS* wt und Raji LS* ∆5 Zellen wurden 48 h ohne Tetracyclin 

kultiviert. Nach 24 h Induktion der Pol II wurde α-Amanitin (2 µg/ml) ins Medium gegeben 
und die Zellen wurden für weitere 24 h kultiviert. Anschließend wurden Lysate hergestellt 
und die Pol II mit einem α-HA Antikörper (3F10) präzipitiert. Zur Kontrolle wurden 
ebenfalls IPs mit einem Isotyp-Antikörper durchgeführt. In Spur 1 ist eine Positivkontrolle 
mit LS* wt aus normalen Lysaten zu sehen. Die Proben wurden mit Hilfe der SDS-PAGE 
aufgetrennt und auf eine Nitrocellulosemembran transferiert. Der Nachweis erfolgte mit 
dem α-HA Antikörper (3F10). 

Wie in Abbildung 10 zu erkennen ist, ist eine Immunpräzipitation der rekombinanten 

RNA-Polymerase möglich (Spur 2 und 4). Zum Vergleich und als Positivkontrolle wurde 

auch ein Lysat ohne IP auf das Gel aufgetragen (Spur 1). Es lässt sich leicht die Größe der 

Positivkontrolle mit der IP aus Raji LS* wt–Zellen (Spur 4) vergleichen und somit deren 

Spezifität bestätigen. Die IP aus Raji LS* ∆5 Zellen zeigt wiederum das Signal der 

trunkierten großen Untereinheit (Abbildung 10 Spur 4, siehe auch Abbildung 9).Wie zu 

erwarten zeigen die IPs des Leervektors (Spur 6 und 7) kein Signal. Eine zusätzliche 

Kontrolle stellt die Immunpräzipitation mit einem unspezifischen Antikörper dar, der kein 

Signal im Western-Blot zeigen darf, da er nicht gegen das HA-Epitop gerichtet ist und 

somit eine Anreicherung dieses Proteins nicht erlaubt (Spur 3, 5 und 7). Die Qualität der IP 

bzw. Antigenkomplexpräzipitation wurde durch einen zusätzlichen Schritt überprüft: Vor 

dem Blotten wurde das Polyacrylamidgel in einer Comassie-Blue Lösung gefärbt, um die 

schweren Ketten der Antikörper zu visualisieren (Daten nicht gezeigt). Die schweren 

Ketten sind hierbei als Beweis zu deuten, dass die Protein-A-Sepharose erfolgreich an den 

Antikörper gebunden hat. 
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3.3 Das HA-Epitop ist nach dem X-Link zugänglich 

Das Crosslinken von lebenden Zellen mit Formaldehyd und die folgende 

Präzipitation eines DNA-gebundenen Proteins ist ein aufwendiges Verfahren, bei dem es 

vielerlei technische Schwierigkeiten zu beachten gilt. Durch das Crosslinken können 

Strukturen bzw. Epitope von Proteinen verändert oder „maskiert“ werden (Orlando, 2000). 

Dies hat zu Folge, dass der für die IP eingesetzte Antikörper das Epitop schlechter binden 

kann oder, im schlimmsten Fall, gar nicht mehr erkennt. Normalerweise kann bei nicht 

Funktionieren eines Antikörpers der Wahl auf einen anderen ausgewichen werden; dieser 

kann auch gegen ein anderes Epitop des gesuchten Proteins gerichtet sein. Bei dem hier 

eingesetzten Epitop des Hämaglutininproteins handelt es um eine Sequenz aus nur 9 

Aminosäuren (Wilson et al., 1984). Da die rekombinante RNA-Polymerase II in den 

Experimenten von der endogenen Pol II unterschieden werden soll, ist man auf einen α-

HA-Antikörper beschränkt. Es wurden daher einige Experimente unternommen um 

sicherzustellen, dass der α-HA-Antikörper (3F10) sein Epitop nach dem Crosslink noch 

erkennt. 

Zuerst wurde getestet ob die Formaldehyd-Behandlung ein Erkennen des Antikörpers 

verhindert. Hierzu wurden Raji LS* wt Zellen 10 min, 3 min oder überhaupt nicht mit 

Formaldehyd behandelt. Das Protokoll wurde bis einschließlich des 

Sonifizierungsschrittes, wie unter Material und Methoden beschrieben, durchgeführt und 

die Proben für eine Erkennung durch einen α-HA-Antikörper (3F10) auf eine 

Nitrocellulose-Membran geblottet (Abb. 11 A). Als Positivkontrolle wurden 55 µg normal 

hergestellte Lysate aus Raji LS* wt Zellen eingesetzt ( (A), Spur 1, untere Zeile). Es ist zu 

erkennen, dass der α-HA Antikörper sein Epitop noch erkennen kann, die Signalstärke aber 

nach 10 min Crosslinken nachlässt. (Abb. 11 (A) Spur 3). 
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Abbildung 11 Der HA-Tag ist nach dem Crosslinking zugänglich. 
 (A) Raji LS* wt Zellen wurden 0 min, 3 min und 10 min mit Formaldehyd (final: 1%) 

behandelt. Die Proben von 2 x 107 Zellen wurden auf einem Slot-Blot aufgetragen und auf 
eine Nitrocellulosemembran transferiert. Die Detektion erfolgte mit einem α-HA-
Antikörper (3F10). (B) Die Lysate von Raji LS* mock, Raji LS* wt und Raji LS* ∆5 
Zellen (je 40 µg) wurden auf einer SDS-Page aufgetragen (Spur 1-3). Proben der gleichen 
Zelllinien (je 1,5 x 106 Zellen) wurden nach 10 min X-link aufgetrennt und ebenfalls auf 
eine Nitrocellulosemembran transferiert (Spur 4-6). Die Detektion erfolgte mit einem α-
HA-Antikörper (3F10). 

Zur Bestätigung dieser Daten wurde ein Western-Blot mit Proben nach einem X-link 

durchgeführt (Abb. 11 (B)). Als Positivkontrolle wurden je 40 µg von Lysaten der 

Zelllinien Raji LS* mock, Raji LS* wt und Raji LS* ∆5 eingesetzt ( (B) Spur 1-3). Nach 

X-Link, Douncing und Sonifizierung wurden 1,5 x 106 Zellen für den Western-Blot 

eingesetzt. Dies übersteigt die sonst übliche Menge bei weitem, ist aber in Anbetracht der 

zahlreichen Zwischenschritte notwendig. Wie in den Spuren 4-6 in Abbildung 11 (B) zu 
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erkennen ist, entsprechen die Banden den Signalen aus den Spuren 1-3. Damit konnte die 

Verfügbarkeit des α-HA-Epitops nach X-Link gezeigt werden. 

3.4 Chromatin-IP von E2F-1 (“proof of principle”) 

Der nächste Schritt bestand nun in dem Versuch eine komplette Chromatin-

Immunpräzipitation durchzuführen. Ziel des folgenden Experiments war es, die Bindung 

von E2F-1 im Bereich des myc-Promotors zu demonstrieren. Diese Bindung konnte bereits 

von einer Gruppe um Farnham und Eick gezeigt werden (Albert et al., 2001).  

Bei E2F-1 handelt es sich um ein Mitglied einer Familie von Transkriptionsfaktoren. Sie 

bilden Heterodimere mit DP-Proteinen und spielen durch ihre Fähigkeit, die Expression 

ihrer Zielgene wie z.B. Cycline, Cdks und Komponenten der DNA-Synthesemaschine zu 

steuern, eine wichtige Rolle in der Zellzyklusregulation (Dyson, 1998; Slansky and 

Farnham, 1996). Viele der von E2F regulierten Gene sind an der Grenze zwischen G1- und 

S-Phase stark exprimiert (Weinmann et al., 2001; Weinmann et al., 2002). Es wird 

angenommen, dass E2F durch Assoziation mit dem Retinoblastom(Rb)-Gen inaktiviert 

wird (Dyson, 1998). 

Mit diesen Informationen im Hintergrund stellt der Nachweis der Bindung von E2F-1 eine 

hervorragende Möglichkeit dar, die Chromatin-Immunpräzipitation auf ihre Aussagekraft 

hin zu überprüfen („proof of principle“). Die Bindung von E2F-1 wurde in Raji LS* wt 

Zellen überprüft. 2,9 x 108 Zellen wurden für 10 min mit Formaldehyd (final: 1%) 

behandelt. Das Chromatin wurde, wie unter Material und Methoden beschrieben, isoliert. 

Für die IP wurde ein α-E2F-1-Antikörper (Klon: KH95) verwendet (Abb. 12, Spur 3). Zur 

Kontrolle wurde eine IP mit einem unspezifischen Antikörper der gleichen Klasse 

durchgeführt (Spur 2). Nach Reversion der X-Links wurde mit Primern, die den myc-

Promotor flankieren eine PCR-Reaktion durchgeführt. Die PCR-Reaktion wurde mit 

Primern durchgeführt, die unterschiedlich lange Fragmente aus dem myc-Promotor 

amplifizieren (Abb. 12 (A) und (B)). Durch die Präzipitation mit dem α-E2F-1-Antiköper 

ist eine deutliche Anreicherung von spezifischen Sequenzen gelungen (Abb. 12 (A) u. (B), 

Spur 3). Bei der Präzipitation mit dem unspezifischen Antikörper ist ebenfalls ein Produkt 

entstanden; es ist aber von der Intensität her ca. 10-mal schwächer einzustufen (Abb. 12 

(A) u. (B) Spur 3) und aus diesem Grund als Hintergrund-Signal anzusehen. Die PCR-

Reaktion, in der bei der IP kein Antikörper verwendet wurde, zeigt wie zu erwarten kein 

Signal (Spur 4). In der „Input“-Spur wurden 0,2% des Ausgangsmaterials aufgetragen. 

Durch dieses Vorgehen lässt sich einerseits die PCR-Reaktion kontrollieren, andererseits 
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kann man über die Intensität des Signals und den Vergleich mit dem Signal in Spur 3 eine 

Aussage darüber tätigen, wie der Crosslink und die Immunpräzipitation funktioniert haben. 

Dieser Versuch bestätigt die Ergebnisse von Albert et al. (2001) über die Bindung von 

E2F-1 im Promotor des c-myc Gens. 
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Abbildung 12 Chromatin-Immunpräzipitation von E2F-1 im Promotorbereich von c-myc. 
Raji LS* wt Zellen wurden mit Formaldehyd behandelt. Nach der Sonifizierung wurde eine 
Immunpräzipitation (IP) mit einem Antikörper gegen E2F-1 durchgeführt (Spur 3). Als 
Kontrolle wurde eine IP mit einem unspezifischen Antikörper der gleichen Klasse 
durchgeführt (Spur 2). Nach Reversion der Crosslinks wurde eine PCR mit Primern für den 
myc-Promotorbereich durchgeführt. In Abschnitt (A) wurde ein Primerpaar (dirkmyc3 und 
dirkmyc5), dessen Produkt 405 bp lang ist; in Abschnitt (B) ein Primerpaar (luxmyc3 und 
luxmyc4) dessen Produkt 290 bp groß ist, verwendet. An den Seiten sind jeweils die 
Basenlängen des Größenstandards aufgetragen. In der „Input“-Spur (1) wurden 0,2% des 
Ausgangsmaterials für die PCR-Reaktion eingesetzt. In Spur 4 wurde bei der IP kein 
Antikörper eingesetzt. Abkürzungen: bp, Basenpaare; PCR, Polymerase-Ketten-Reaktion. 

Nach der erfolgreichen Durchführung einer Chromatin-IP soll nun untersucht werden, ob 

in Zellen, welche die große Untereinheit der RNA-Polymerase (RPB1) mit einer 
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verkürzten CTD exprimieren (Raji LS* ∆5), die Pol II am Promotor nachweisbar ist. Dies 

würde die Schlussfolgerung nach sich ziehen, dass ein Vorhandensein der CTD für die 

Bindung der RNA-Polymerase II an DNA nicht notwendig ist. Bei den bisherigen 

Untersuchungen zu diesem Thema wurde vor allem die transkriptionelle Funktion von Raji 

LS* ∆5-Zellen untersucht (Meininghaus et al., 2000; Meininghaus and Eick, 1999). 

3.5 Raji LS* ∆5 bindet am c-myc-Promotor 

Von Meininghaus et al. (2000) wurde ein System in humanen B-Zellen entwickelt, in 

welchem die große Untereinheit der RNA-Polymerase II konditional exprimiert wird. So 

konnte der Effekt von CTD-Deletionen auf die Initiation der Transkription und das 

Promotor-proximale Pausieren untersucht werden. Raji LS* wt Zellen wachsen in 

Langzeitkulturen in Gegenwart von α-Amanitin normal, was bedeutet, dass die endogene 

LS durch die rekombinante LS ersetzt werden kann. Dagegen konnten Raji-Zellen mit 

einer auf 5 Heptapeptidwiederholungen verkürzte CTD in Langzeitkulturen nicht 

überleben. Es wurde weiterhin untersucht, auf welche Art und Weise eine Deletion der 

CTD die globale Genexpression beeinträchtigt. Die Transkriptionsrate der drei Zelllinien 

(wt, ∆31 und ∆5) wurde in „run-on“-Experimenten verglichen. Während in Raji LS* wt-

Zellen die Transkription von ca. 500 Genen normal funktionierte, zeigte die ∆5-Variante 

einen globalen Transkriptionsdefekt in vivo (Meininghaus et al., 2000). Diese Tatsache war 

auch deswegen interessant, da in vorherigen Studien gezeigt werden konnte, dass eine 

CTD-lose Pol II in der Lage ist, transient transfizierte Konstrukte zu transkribieren. Der 

Unterschied zwischen transfizierten Genen und chromosomalen Templates liegt in der 

Ausbildung einer definierten Chromatinstruktur. Eine Erklärung könnte die gezielte 

Rekrutierung von chromatin-modifizierenden Enzymen durch die CTD sein. Diese könnten 

dann den Zugang des Transkriptionskomplexes zu Promotoren erleichtern. So konnte für 

den Elongatorkomplex eine Histionacetyltransferase-Aktiviät gezeigt werden (Otero et al., 

1999). Ebenfalls könnte das Entfernen von Faktoren, die eine produktive Transkription 

inhibieren, wie z.B. NELF und DSIF eine Rolle spielen (Wada et al., 1998a; Wada et al., 

1998b; Yamaguchi et al., 1998). In weiteren „run-on“-Experimenten konnte keine LS* ∆5 

an der proximalen Pausierungsstelle der Gene hsp70A und c-fos nachgewiesen werden. Der 

transkriptionelle Defekt der CTD-losen RNA-Polymerase II muss also in der Phase der 

Initiation oder in der ganz frühen Elongation liegen (Meininghaus et al., 2000). 

Um diesen Defekt genauer zu charakterisieren, wurde versucht, in einer Chromatin-IP die 

RNA-Polymerase II ohne CTD (Raji LS* ∆5) an einem Promotor nachzuweisen. Die 
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verwendeten Zelllinien tragen neben dem Polymerase-Konstrukt auch noch einen Vektor 

auf dem sich das c-myc Gen befindet (siehe Material und Methoden 3.1.4). Dieser Vektor 

liegt in einer Kopienzahl von ca. 10 Episomen pro Zelle vor (Heidinger, 2000). Daher 

bietet es sich an, das myc-Gen als Ort zu wählen, an dem die Polymerase nachgewiesen 

werden soll. Durch die 10 Kopien wird die Wahrscheinlichkeit erhöht, eine RNA-

Polymerase II im Promotorbereich zu crosslinken. Wie oben gezeigt, war der gut 

charakterisierte myc-Promotor auch für den „proof of principle“ von Vorteil, da er eine 

nachgewiesene E2F-1 Bindungsstelle besitzt. 

Für den Nachweis der Polymerase am myc-Promotor wurde in Raji LS * wt und Raji LS* 

∆5-Zellen die Expression des Vektors durch Auswaschen von Tetracyclin induziert. Nach 

24h wurde α-Amanitin hinzu gegeben. Nach weiteren 24h wurden die Zellen mit 

Formaldehyd gecrosslinkt und nach der Sonifizierung eine IP mit den jeweiligen 

Antikörpern durchgeführt. Für den Nachweis der Polymerase wurde wieder der α-HA-

Antikörper verwendet, welcher nur das rekombinante Protein erkennt. Durch die Zugabe 

von α-Amanitin wird in dem Versuch die Wahrscheinlichkeit erhöht die vektorielle 

Polymerase nachzuweisen, da α-Amanitin eine rasche Degradation des nicht resistenten 

Enzyms verursacht. (Meininghaus and Eick, 1999; Nguyen et al., 1996). Die Ergebnisse 

der PCR-Reaktionen für den myc-Promotor sind in Abbildung 13 zu sehen. In den Spuren 

4 und 5 zeigt sich die Bindung der RNA-Polymerase mit einer normalen CTD. Dieses 

Ergebnis dient als Positivkontrolle für die eigentliche Fragestellung. In den Spuren 8 und 9 

zeigt sich die Bindung der RNA-Polymerase mit einer trunkierten CTD. Es sind jeweils die 

PCR-Reaktionen aus zwei verschiedenen Immunpräzipitationen gezeigt. Zur Kontrolle 

wurden IPs mit unspezifischen Antikörpern durchgeführt, welche die Anreicherung durch 

den α-HA-Antikörper verdeutlichen (Spur 6, 7, 10 und 11). Auch wenn in Spur 10 ein 

Produkt entstanden ist, kann, da es sich zumal um eine deutlich geringere Menge handelt, 

von einer Bindung im myc-Promotor ausgegangen werden. Zur Positivkontrolle wurde in 

den Spuren 1 und 2 unterschiedliche Mengen des Ausgangschromatins für die PCR 

eingesetzt. In Spur 3 wurde kein Antikörper für die IP benutzt. Es wurde ebenfalls eine IP 

mit einem α-E2F-1 Antikörper durchführt (Spur12). Es zeigt sich hier ein deutliches 

Signal, das die Bindung von E2F-1 wie oben beschrieben bestätigt. 
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Abbildung 13 Die RNA-Polymerase II mit trunkierter CTD bindet im Promotorbereich von c-myc. 
 Raji LS* wt und Raji LS* ∆5 Zellen wurden mit Formaldehyd behandelt. 

Immunpräzipitationen mit einem α-HA-Antikörper (Spur 4, 5, 8, 9) und einem α-E2F-1-
Antikörper (Spur 12) wurden durchgeführt. In der PCR wurden Primer des myc-Promotors 
(dirkmyc3 und dirkyc4) verwendet, die ein Produkt von 205 bp amplifizieren. In den mit 
„Isotyp“ bezeichneten Spuren (6, 7, 10, 11) wurde ein unspezifischer Antikörper benutzt. In 
Spur 3 wurde kein Antikörper für die IP verwendet. 

Das mit dem E2F-1-Antikörper erreichte Produkt ist stärker als das Signal der mit 

α-HA-Antikörper durchgeführten Reaktionen. Dieser Unterschied war in allen 

durchgeführten Chromatin-IPs zu sehen. Hierbei spielt neben der Reaktivität der 

unterschiedlichen Antikörper sicher auch die Komplexität des präzipitierten Proteins eine 

Rolle. So handelt es sich bei der RNA-Polymerase II um einen Multiproteinkomplex von 

ca. 500 kd. E2F-1 dagegen hat im Komplex mit dem DP-Protein nur eine Größe von ca. 

100kd. Deswegen könnte auch die Komplexität und die Größe des Proteins eine Rolle 

spielen, dass mit E2F-1 durchweg bessere Resultate zu erzielen sind. Dennoch kann durch 

Abb. 13 die Bindung einer RNA-Polymerase II mit nur 5 Wiederholungen von 

Heptapeptiden in der CTD (Raji LS* ∆5) im myc-Promotor demonstriert werden. 
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Abbildung 14 Bindung von Raji LS* ∆5 am myc-Promotor. 
 Das Chromatin aus den Zelllinien Raji LS* mock (Spur 5-8), Raji LS* wt (Spur 1-4) und 

Raji LS* ∆5 (Spur 9-12) wurde für eine Immunpräzipitation eingesetzt. Die IPs wurden in 
allen Zelllinien mit einem α-HA-Antikörper (Spur 3, 7 und 11) bzw. einem 
Kontrollantikörper (Spur 1,5 und 9) durchgeführt. Den Ansätzen für die PCR wurde ein 
radioaktives Nukleotid zugegeben. In den Spuren 2, 6, und 10 wurde kein Antikörper bei 
der IP eingesetzt; in den Spuren 4, 8 und 12 wurde 0,2% des Ausgangs-Chromatins für die 
PCR benutzt. An der linken Seite ist ein Größenstandard aufgetragen. 

Die Ergebnisse dieses Versuches wurden in einem weiteren Versuch bestätigt. Im 

Unterschied zum Ersten wurde jedoch als zusätzliche Kontrolle auch eine Chromatin-IP in 

der Zelllinie mit Leervektor (Raji LS* mock) durchgeführt. Weiterhin wurden die PCR-

Reaktionen mit einem radioaktiven Nukleotidtriphosphat durchgeführt. Dies hat den 

Vorteil eine geringere Zyklenzahl bei der Amplifikation des Produkts benutzen zu können. 

Wie in Abbildung 14 zu erkennen ist, kann die RNA-Polymerase II am Promotor des myc-

Gens in den Zelllinien Raji LS* wt und Raji LS* ∆5 nachgewiesen werden (Spur 11 und 

Spur 3). Wird eine Chromatin-IP mit einem α-HA-Antikörper in der Zelllinie mit 

Leervektor durchgeführt, lässt sich kein Produkt amplifizieren (Spur 7). Die 

Negativkontrollen ohne Antikörper (Spur 2, 6 und 10) bzw. mit einem unspezifischen 

Antikörper (Spur 1, 5 und 9) zeigen kein Signal und verdeutlichen so die Spezifität der 

Präzipitation mit dem α-HA-Antikörper. 
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3.6 Die präzipitierte DNA zeigt keine Anreicherung des 

Insulin-Gens 

Die Aussage der vorangegangenen Experiments wurde durch eine weitere Kontrolle 

bestätigt. In einer Chromatin-IP wird spezifisch DNA des Abschnitts angereichert, an den 

das untersuchte Protein bindet. So wurde die DNA aus dem vorangegangen Versuch in 

einer weiteren PCR-Reaktion eingesetzt. Jedoch wurden diesmal Primer benutzt, die einen 

Abschnitt des Insulin-Gens amplifizieren. Eine wichtige Annahme dabei ist, dass keine 

RNA-Polymerase in B-Zellen zu finden ist, welche das Insulin-Gen transkribiert. Daher 

wird diese PCR als Negativkontrolle für das Experiment gewertet. 
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Abbildung 15 Kein Nachweis der Polymerase im Exonbereich des Insulin-Gens. 
 Das Chromatin aus den Zelllinien Raji LS* mock (Spur 8-11), Raji LS* wt (Spur 4-7) und 

Raji LS* ∆5 (Spur 1-3) wurde für eine Immunpräzipitation eingesetzt. Die IPs wurden in 
allen Zelllinien mit einem α-HA-Antikörper (Spur 3, 7 und 11), bzw. einem 
Kontrollantikörper (Spur 2,6 und 10) durchgeführt. Nach einer Chromatin-
Immunpräzipitation mit dem α-HA-Antikörper wurden die Proben in einer PCR-Reaktion 
eingesetzt. Den Ansätzen für die PCR wurde ein radioaktives Nukleotidtriphosphat 
zugegeben. Die verwendeten Primer amplifizieren ein 201 bp langes Fragment aus dem 
Insulin-Gen. In den Spuren 3, 7 und 11 wurde 0,2% des Ausgangschromatins für die PCR 
eingesetzt. 

Wie in Abbildung 15 zu sehen, ließ sich nur in den Reaktionen mit dem 

Ausgangschromatin als Template ein Produkt erzeugen (Abbildung 15, Spur 3, 7 und 11). 

Dagegen ist in allen anderen Reaktionen kein Produkt entstanden (Spur 1, 2, 4, 5, 6, 8, 9 

und 10). Dies beweist wie spezifisch die Anreicherung von DNA aus dem c-myc-Promotor 

durch die Chromatin-IP gelungen ist (siehe Abbildung 14, Seite 52). 
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Zumindest in Bezug auf das c-myc-Gen lässt sich die Notwendigkeit der c-terminalen 

Domäne der RNA-Polymerase II für die Bindung an die DNA verneinen. Ob diese 

Aussage aber ein prinzipielles Prinzip der Transkription darstellt kann nur durch weitere 

Experimente an anderen Genen und deren Promotoren bekräftigt werden.  



Diskussion 

- 53 - 

4 Diskussion 

Im Ergebnisteil wurden Untersuchungen über die transkriptionelle Regulation des 

Onkogens c-myc vorgestellt. Diese Ergebnisse sollen im Folgenden vertiefend diskutiert, 

sowie Ausblicke über neue Fragestellungen gegeben werden. Ein Hauptteil der Arbeit 

bezieht sich auf die carboxyterminale Wiederholungsdomäne (CTD) der RNA-Polymerase 

II als regulatorisches Element der Gentranskription. Auf die Funktion der CTD im Rahmen 

der Transkription wurde bereits in der Einleitung hingewiesen. Für effektives Capping, 

Splicing und Polyadenylierung wird die carboxyterminale Wiederholungsdomäne in vivo 

benötigt (Hirose and Manley, 2000; Proudfoot et al., 2002). Die Position der CTD nahe des 

RNA-Ausgangs der Polymerase erhärtet die vermutete Funktion der CTD als Plattform für 

Enzyme der RNA-Prozessierung (Cramer et al., 2001). Mehrere Faktoren erkennen die 

CTD über eine konservierte Domäne, die CTD-Interagierungsdomäne (CID). Beispiele für 

Faktoren mit CID sind: SCAF4 (Yuryev et al., 1996), SCAF8 (Patturajan et al., 1998), 

Nrd1 (Steinmetz et al., 2001) und Pcf11. Pcf11 ist eine Untereinheit eines essentiellen 

Hefeenzyms und wird für die 3´-Prozessierung sowie die Termination der Transkription 

benötigt (Barilla et al., 2001). 

4.1 Die initiationskompetente RNA-Polymerase II 

4.1.1 Die CTD als dynamisch agierende β-Spirale 

In jüngster Zeit wurden bedeutende Forschungsergebnisse zur Struktur der CTD 

veröffentlicht (Meinhart and Cramer, 2004). Hierzu wurde eine Röntgenstrukturanalyse 

von einem Pcf11-Kristall in hoher Auflösung angefertigt. Um die Interaktionen zwischen 

der CTD-Interaktionsdomäne (CID) und der CTD zu zeigen, wurde in den Pcf11-Kristall 

ein synthetisch hergestelltes, an Position 2 phosphoryliertes CTD-Peptid eingebaut. Dies 

führte zu dem Modell einer linksorientierten β-Spirale mit 1,8 Wiederholungen der CTD-

Sequenz pro Umdrehung, wobei die Autoren die Möglichkeit einer anderen Struktur nicht 

ausschließen (Meinhart and Cramer, 2004). Dies ergäbe eine Gesamtlänge der CTD von 

ca. 100Å und wäre damit wesentlich kürzer als das bisher für die Hefe propagierte Modell 

von ca. 650Å (Cramer et al., 2001). Eine Phosphorylierung der CTD am Serin Position 5 

würde in dieser Anordnung zu einer Verlängerung der CTD führen. So schlagen die 

Autoren folgendes Modell vor: Die CTD ist als dynamische β-Spirale in den 

Transkriptionszyklus eingebunden. In der kompakten, unphosphorylierten Form befindet 
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sich die CTD während der Initiation. Findet eine Phosphorylierung an Serin 5 statt, öffnet 

sich die Spirale und eine Bindung der Enzyme für die 7-Methylguanosinium-Kappe wird 

ermöglicht (Meinhart and Cramer, 2004). Während der Elongation stabilisiert die 

Phosphorylierung an Serin 2 die β-Spirale und triggert die Bindung von Faktoren mit CID-

Domänen für die 3´-Prozessierung des Transkripts. Durch Phosphatasen wird die 

Phosphorylierung an Serin 2 aufgehoben und somit die Interaktion zwischen CTD und 

Faktoren mit CID-Domänen beendet. Eine komplette Dephosphorylierung der CTD stellt 

den Ausgangszustand wieder her, und die nun wieder initiationskompetente RNA-

Polymerase II kann in einen neuen Transkriptionszyklus eintreten (Meinhart and Cramer, 

2004). 

4.1.2 Rpb4 und Rpb7 als Brücke zwischen CTD und rekrutierten 
Faktoren 

Die schon bekannten Strukturen der RNA-Polymerase II (Cramer et al., 2000; Cramer et 

al., 2001) wurden kürzlich durch Ergebnisse neuer Publikationen erweitert. Die bisher 

kristallographisch untersuchte Polymerase II der Hefe bestand nur aus 10 der 12 

Untereinheiten. Diese „Kernpolymerase“ war zwar katalytisch aktiv, brauchte aber die 

zwei fehlenden Untereinheiten Rpb4 und Rpb7 und die generellen Transkriptionsfaktoren 

(GTFs) für die Initiation von einem Promotor (Cramer, 2004). Nun konnte durch 

unterschiedliche Methoden ein kristallographisches Modell der kompletten RNA 

Polymerase II der Hefe mit allen 12 Untereinheiten vorgelegt werden (siehe Abbildung 16) 

(Armache et al., 2003; Bushnell and Kornberg, 2003). Der Rpb4/7-Komplex ist in diesem 

Model an der Basis der Klammer („clamp“) durch das N-terminale Ende von Rpb7 mit 

dem Kernstück verbunden. Der größte Teil ragt nach außen vor und steht für Bindungen 

mit Proteinen und Nukleinsäuren zu Verfügung (siehe Abb. 16). Eine potentielle 

Bindungsstelle für Nukleinsäuren in Rpb7 liegt in direkter Nähe zu dem vermuteten RNA-

Ausgang (Armache et al., 2003; Cramer, 2004; Orlicky et al., 2001; Todone et al., 2001). 

In direkter Nachbarschaft ist auch die carboxyterminale Wiederholungsdomäne (CTD) mit 

der Polymerase verbunden (siehe Abbildung 16). Deshalb ist es offensichtlich, dass der 

Rpb4/7-Komplex Faktoren zu der austretenden RNA oder der CTD rekrutiert. So konnte 

zum Beispiel gezeigt werden, dass der RNA-bindende Faktor Nrd1 und die CTD-

Phosphatase Fcp1 direkt mit dem Rpb4/7-Komplex interagieren können (Kimura et al., 

2002; Mitsuzawa et al., 2003). 
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Abbildung 16 Modell der RNA-Polymerase II der Hefe 
A) Schematische Anordnung der Untereinheiten. Die Ziffern geben die jeweilige 
Untereinheit an. B) Strukturmodell nach kristallographischen Daten. Die Farben der 
Untereinheiten entsprechen der Darstellung in A. Pink, Magnesium-Ion des aktiven 
Zentrums; die schwarze Linie markiert einen Kreis um das aktive Zentrum mit dem  
minimalen Abstand zwischen TATA-Box und dem Transkriptionsstartpunkt (85Å ≈ 25bp). 
Der blaue Stern markiert eine potentielle RNA-Bindungsstelle in Rpb7 (Abbildung 
entnommen aus (Armache et al., 2003)). 

Aus diesem Grund kann man sich den Rpb4/7-Komplex als eine Art Brücke zwischen der 

Polymerase und der CTD vorstellen, die den genannten Anteilen sowie rekrutierten 

Faktoren Stabilität verleiht. Ist nun keine oder nur noch eine rudimentäre CTD, wie bei den 

durchgeführten Experimenten vorhanden, wird dieses diffizile Netzwerk gestört. Dies 

könnte eine Möglichkeit für die fehlende Transkriptionsfähigkeit der ∆5-Mutante sein. So 

kann sie noch an DNA binden und vielleicht einen kompletten Initiationskomplex 

aufbauen; sobald aber die strukturellen Änderungen für den Schritt der Elongation benötigt 

werden, kommt der Defekt zum Tragen. Proteine, die in dem Bereich der Untereinheiten 

Rpb4/7 an die Polymerase binden möchten, kommen mit den veränderten Strukturen nicht 

zu Recht. Dies könnte die gesamte Polymerase so beeinflussen, dass sie in eine Art 

„Starre“ verfällt.  
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4.2 Fehlende Phosphorylierung als Ursache für den 

Transkriptionsblock 

Die Bedeutung von Transkriptionsfaktoren in der Tumorgenese wurde bereits erwähnt. Es 

können aber auch andere Erkrankungen durch Transkriptionsfaktoren ausgelöst werden. 

Hierbei sind Entwicklungsstörungen und Erkrankungen der Hormonantwort zu nennen 

(Latchman, 1996). Auf die Aktivierung von Genen, die bei der Tumorgenese eine Rolle 

spielen wurde an Hand des myc Onkogens schon im Detail eingegangen. Aber nicht nur 

durch transkriptionelle Aktivierung von Onkogenen, sondern auch durch Mutationen in der 

Transkriptionsmaschinerie selbst können Krankheiten entstehen. So können 

Veränderungen im generellen Transkriptionsfaktor TFIIH zu Erkrankungen führen (Egly, 

2001). Dieses Protein spielt sowohl in der Transkription als auch in der DNA-Reparatur 

eine Rolle (Frit et al., 1999; Svejstrup et al., 1996). Im humanen TFIIH-Komplex können 

Mutationen in der XPD-und XPB-Helikase-Untereinheit zu der Erkrankung Xeroderma 

pigmentosum führen; UV-Sensitivität, Hyperpigmentation der Haut und eine 

Prädisposition für die Entwicklung von Hautkrebs sind charakteristisch (Egly, 2001; Liu et 

al., 2001). Dabei beeinflussen diese Mutationen sowohl die Exzisionsreparatur als auch die 

basale Transkription (Dubaele et al., 2003). Diese Tatsache stellt ein beeindruckendes 

Beispiel für die Bedeutung der Grundlagenforschung für das Verständnis bestimmter 

Krankheiten dar. 

4.2.1 TFIIH und TFIIE - gestörte Kommunikation mit der ∆-5 Mutante 

Der generelle Transkriptionsfaktor TFIIH besteht aus 10 Untereinheiten mit 

unterschiedlichen funktionellen Gruppen. So unterscheidet man Domänen mit Helikase-

Aktivität von einer Domäne mit Kinase-Aktivität (CAK, cdk activating kinase). Die 

Domäne mit Kinase-Aktivität enthält Cdk7 (Chang and Kornberg, 2000; Schultz et al., 

2000). Wie TFIIH räumlich in den Präinitiationskomplex eingebunden ist, kann zurzeit nur 

spekuliert werden, da keine Informationen über die Verbindung mit anderen Faktoren 

bekannt sind. Dennoch weiß man, dass die XPB-Helikase für die Bildung eines offenen 

Komplexes, der Transkriptionsblase essentiell ist und sie die einzige TFIIH Untereinheit 

ist, welche in Crosslinking-Experimenten an die Promotor-DNA gebunden vorliegt (Zurita 

and Merino, 2003). 

Die generellen Transkriptionsfaktoren TFIIE und TFIIH üben ihre Hauptfunktion nach der 

Bildung des Präinitiationskomplexes (PIC) aus (Lee and Young, 2000). TFIIE bindet an 
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die RNA-Polymerase II und es wird angenommen, dass es die Helikase- und 

Kinaseaktivität von TFIIH verstärkt (Bushnell et al., 1996; Ohkuma, 1997). Biochemische 

Analysen legen den Schluss nahe, dass TFIIE mit mehreren anderen GTFs interagiert und 

auch Kontakt zu einsträngiger und doppelsträngiger DNA aufnehmen kann. TFIIE ist 

vermutlich ein Heterodimer (Sayre et al., 1992) und kristallographische Studien lassen 

vermuten, dass es nahe der als „Cleft“ bezeichneten Position an die Polymerase bindet. 

Dies würde auch mit den Ergebnissen in Einklang stehen, welche TFIIE in Crosslinking-

Experimenten direkt an der DNA im Bereich des Präinitiationskomplexes (PIC) vorfanden 

(Leuther et al., 1996). Deshalb könnten zur weiteren Charakterisierung der RNA-

Polymerase ∆5 auch Chromatin-Immunpräzipitationen gegen TFIIE von Nutzen sein, um 

Einblicke in die Beziehungen zwischen den Faktoren TFIIE, TFIIH und der CTD zu 

bekommen. 

4.2.2 CTD-Phosphorylierung durch Cdk7 ist nicht mehr möglich 

Wie schon beschrieben wechselt die CTD während des Transkriptionszyklus ihren 

Phosphorylierungszustand; im allgemeinen ist eine hypophosphorylierte CTD mit der 

Initiation und eine hyperphosphorylierte CTD mit der Elongation verknüpft (Armache et 

al., 2003). In mehreren Studien konnte gezeigt werden, dass Cdk7 als Untereinheit von 

TFIIH die CTD der RNA-Polymerase II phosphoryliert (Adamczewski et al., 1996; 

Rossignol et al., 1997; Roy et al., 1994). Dadurch wird die Effektivität der Transkription in 

vitro und in vivo positiv beeinflusst (Abbildung 17). Nun konnte in den oben gezeigten 

Experimenten eine Bindung der RNA-Polymerase II ohne CTD (RNA Pol II ∆5) an einem 

Promoter demonstriert werden. Diese ist aber nicht mehr in der Lage bis zur proximalen 

Pausierungsstelle zu transkribieren (Meininghaus et al., 2000). Eine Erklärung für diese 

Tatsache könnte die fehlende Phosphorylierung der CTD durch Cdk7 sein. Da dieser 

Kinase nun das Substrat fehlt bleibt der Polymerasekomplex nach der Initiation an der 

DNA hängen (Abbildung 17). Die nur noch in sehr kurzer Form vorhandene CTD müsste 

phosphoryliert werden, um diesen Block zu überwinden. In diesem Zusammenhang wäre 

es interessant die Verteilung von TFIIH und dessen Untereinheit Cdk7 zu untersuchen. 

Lässt sich vielleicht ein Unterschied im Verteilungsmuster von TFIIH zwischen einer 

RNA-Polymerase mit CTD und der Mutante ohne CTD (RNA Pol II ∆5) feststellen? Man 

müsste also eine Chromatin-IP gegen TFII H an den verschiedenen Polymerase-Mutanten 

durchführen. Würde im Ergebnis eine Anwesenheit von TFIIH bei der „normalen“ 
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Polymerase zu erkennen sein, sie aber bei CTD-losen Polymerase fehlen, könnte man eine 

fehlende Phosphorylierung durch Cdk7 als Ursache für die Blockierung postulieren. 
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Abbildung 17 Schemazeichnung des Transkriptionsblockes der RNA-Polymerase ∆5 
A) Die in der Nähe der Untereinheiten Rpb4 und Rpb7 angebrachte CTD wird durch die 
Kinase Cdk7 phosphoryliert. Dies hat eine Konformationsänderung der CTD und ein 
Fortschreiten des Transkriptionsvorganges zur Folge. Durch Cdk9, eine Untereinheit des 
positiven Elongationsfaktors b wird die CTD ebenfalls phosphoryliert. Dies geschieht 
vermutlich beim Übergang von Inititation zu Elongation. B) Durch die fehlende CTD ist 
eine Phosphorylierung durch Cdk7 nicht mehr möglich und die Polymerase wird blockiert. 
Cdk9 kann die fehlende CTD nicht phosphorylieren; der Übertritt in die Elongationsphase 
wird verhindert. 

4.2.3 P-TEFb und Cdk9  

Wie schon in der Einleitung erwähnt, ist die Phosphorylierung der CTD keine exklusive 

Eigenschaft von Cdk7. Kurz nach der Initiation werden von der RNA-Polymerase II kurze 

Transkripte generiert, welche normalerweise schnell wieder abgebaut werden. Dies konnte 

unter anderem für c-myc, c-fos und HSP 70 gezeigt werden (Bentley, 1995; Minvielle-

Sebastia and Keller, 1999). Der positive Elongationsfaktor b (PTEF-b) erlaubt es nun der 
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RNA-Polymerase in einen produktiven Elongationschritt einzutreten und lange Transkripte 

zu generieren (Marshall et al., 1996; Marshall and Price, 1995). In weiteren Studien 

wurden die verschiedenen Untereinheiten von P-TEFb beschrieben; so ist nun bekannt, 

dass P-TEFb in Mammaliern aus 2 Untereinheiten besteht (Cdk9, Cyklin T1, Cyklin T2a, 

Cyklin T2b und Cyklin K) (Price, 2000). In mehreren Studien konnte die Phosphorylierung 

der CTD durch Cdk9 gezeigt werden (Abbildung 17) (Kim et al., 2002). Es wird 

angenommen, dass sich die Phosphorylierung beim Eintritt der Polymerase in den 

Elongationsschritt vollzieht und so die Wirkung von blockierenden Faktoren wie N-TEFs 

überwunden werden kann (Abbildung 17) (Palancade and Bensaude, 2003). 

Zusammenfassend scheint die Wirkung von P-TEFb auf die RNA-Polymerase II über die 

Phosphorylierung der CTD vermittelt zu werden. So besteht durchaus die Möglichkeit, 

dass die fehlende Transkriptionsfähigkeit der RNA-Polymerase II ohne CTD (RNA-Pol II 

∆5) mit der Wirkung von Cdk 9 zusammenhängt. Das bereits an die DNA gebundene 

Enzym „wartet“ auf das positive Signal der Phosphorylierung um die Einflüsse von 

bremsenden Faktoren zu überwinden (Abbildung 17). Trotz der Anwesenheit von P-TEF-b 

kann das Signal ohne eine voll funktionstüchtige CTD aber nicht verstanden werden und 

der Polymerase-Komplex verharrt in der Warteposition. 

Durch diese Überlegungen hoffe ich interessante Anregungen für die Fortführung der 

Arbeit auf dem Gebiet der transkriptionellen Regulation von Proto-Onkogenen gegeben zu 

haben. 
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5 Appendix 

In der Einleitung wurde bereits die Bedeutung von Transkriptionsfaktoren als Auslöser von 

Krankheiten deutlich gemacht (Berns, 1994; Latchman, 1996). So kann ein deregulierter 

Transkriptionsfaktor an der Auslösung von Krebs beteiligt sein (Egly, 2001). Die 

Tumorentstehung ist dabei nicht dem Faktor allein zuzuschreiben. Meist reguliert ein 

Transkriptionsfaktor eine große Anzahl von Zielgenen; damit hat eine Störung seiner 

Funktion oft eine große Auswirkung auf unterschiedliche Signalwege (Alberts, 2002). Aus 

diesem Grund ist es eine wichtige Aufgabe, die von einem Transkriptionsfaktor regulierten 

Gene zu identifizieren. Viele Transkriptionsfaktoren erkennen eine spezifische 

Basensequenz, ihr Bindungsmotiv, in der DNA und üben so ihre Funktion aus. Bei dem 

Transkriptionsfaktor MYC handelt es sich um die Sequenz CACGTG (Fernandez et al., 

2003). Hiermit lässt sich ein ungenaues, aber interessantes Rechenbeispiel durchführen: 

Bei einer Möglichkeit von 4 Basen ist die Wahrscheinlichkeit einer bestimmten 6er-

Sequenz 46, also 4096. Bei einer Basenanzahl von 3 x 109 Basen im menschlichen Genom 

würde dies bedeuten, die gesuchte Sequenz würde ca. 700.000 Mal vorkommen. Diese 

potentiellen 700.000 Bindungsstellen können natürlich nicht alle von einem Myc-Protein 

besetzt sein, da normalerweise nur wenige tausend Myc-Moleküle in einer proliferierenden 

Zelle vorhanden sind. Deshalb stellt sich zum besseren Verständnis der Funktion von 

Transkriptionsfaktoren die Frage, welche der möglichen Bindungsstellen in vivo besetzt 

sind. Zusätzlich lassen sich unbekannte Zielgene finden und so die Funktion des 

Transkriptionsfaktors komplettieren. 

5.1 Chromatin-Immunpräzipitation und Microarrays 

Durch die verwendete Technik der Chromatin-Immunpräzipitation kann man 

Transkriptionsfaktoren an ihren natürlichen Bindungsstellen nachweisen. Die dabei 

angereicherten DNA-Fragmente werden, wie unter Material und Methoden beschrieben, 

mit der PCR-Technologie amplifiziert. Möchte man nun alle potentiellen Bindungsstellen 

von MYC im menschlichen Genom auf eine Bindung hin überprüfen, würde man 

unzählige PCR-Reaktionen durchführen müssen. Weiterhin würde für jede putative 

Bindungsstelle ein Set von Primern synthetisiert werden müssen. Insgesamt wäre diese 

Vorgehensweise mit einem enormen arbeitstechnischen und finanziellen Aufwand 

verbunden. Aus diesem Grund würde eine Technik mit der möglichst viele Bindungsstellen 
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von Transkriptionsfaktoren in einem einzigen Experiment untersucht werden können einen 

enormen Fortschritt bedeuten. 

Ein viel versprechender Ansatz ist hierbei die Kombination der 

Chromatin-Immunpräzipitation mit der Hybridisierung auf DNA-Microarrays (Ren et al., 

2000). Mittlerweile ist die DNA-Microarraytechnologie eine verbreitete Methode in der 

Molekularbiologie und der medizinischen Forschung (Brown and Botstein, 1999; 

Haferlach et al., 2003; Kohlmann et al., 2003; Popescu, 2000; Schoch et al., 2002). Sie 

wird hauptsächlich zur Expressionsanalyse verwendet, indem die RNA verschiedener 

Zelltypen miteinander verglichen wird. So kann man von Zellen ein Expressionsprofil 

erstellen und beispielsweise beim Vergleich gesunder Zellen mit Tumorzellen 

Rückschlüsse auf die Entstehung der Malignität ziehen (Alizadeh et al., 2000; Popescu, 

2000; Schuhmacher et al., 2001). Bei der Kombination der beiden Techniken wird die 

durch Chromatin-IP erhaltene DNA nicht mit der PCR-Technologie untersucht, sondern 

auf einen DNA-Chip hybridisiert. Auf diesem DNA-Chip befinden sich Abschnitte aus den 

Promotorbereichen von Genen, von denen man annimmt, dass der untersuchte 

Transkriptionsfaktor zur Regulation beiträgt. Im optimalen Fall würden sich die 

Promotorbereiche aller Gene auf dem Chip befinden. Würde nun die komplementäre 

Sequenz aus der Chromatin-IP radioaktiv oder durch Floureszenzfarbstoffe markiert 

werden, entstände auf dem Chip an definierter Stelle ein Signal. Natürlich müsste eine, mit 

einem unspezifischen Antikörper durchgeführte Chromatin-IP die Spezifität des Signals 

beweisen. Weiterhin könnten Stichproben mit der konventionellen Technik (Chromatin-IP 

→ PCR) die Ergebnisse verifizieren. 

Es wurde nun in Kooperation mit der Firma MWG der Versuch unternommen diese 

Technik zu entwickeln. Nach unseren Angaben wurde ein DNA-Microarray mit den 

Promotorsequenzen verschiedener Gene bestückt (siehe Abb. 18 und 5.2.2). Ziel war es 

mit Hilfe des Testchips ein Hybridisierungsprotokoll zu entwickeln und die Menge an 

Radioaktivität zu bestimmen, die für spezifische Signale notwendig ist. Die durchgeführten 

Experimente werde ich im Folgenden kurz beschreiben. 

5.2 Der Promotor-Chip von MWG 

5.2.1 Testchip für Hybridisierungen 

Die Testchips wurden von der Firma MWG-Biotech nach unseren Vorgaben hergestellt. In 

Abbildung 18 ist eine Schemazeichnung mit Größenangaben dargestellt. 
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Abbildung 18 Schemazeichnung des Testchips. 
 Die Testchips bestanden aus beschichteten Glasslides auf denen die unter 5.2.2 benannten 

Oligonukleotide mit Hilfe der „pin and ring“–Technologie gespottet wurden. Das Areal mit 
den Oligonukleotiden ist rot markiert; die jeweiligen realen Größen sind angegeben. Um 
die spätere Erkennung zu erleichtern, wurden vier identische Oligonukleotide in Form eines 
Quadrates angeordnet.  

5.2.2 Oligonukleotide auf dem Test-Chip 

Folgende Oligonukleotide wurden auf den Chip gespottet. Hinter dem Namen des Gens 

wird die zugehörige Accession-Nummer angegeben. 

Gen: c-fos; #K00650 
GCTCGAGCCCGAGGGCTGGAGGTTAGGGGATGAAGGTCTGCTTCCACGCT 

Gen: c-myc; #V00568 
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CTCCCCTCCTGCCTCGAGAAGGGCAGGGCTTCTCAGAGGCTTGGCGGGAA 

Gen: RFC-4; #M87339 
ACCTGAGGAACGAGCCGGCGGCGGTGACCTGCACGAGAAGCCAGGCTAAC 

Gen: CDC25C; #M34065 
ATTGGCTGACGCAGCTTAGAGGCGAGCGGGGATAGGTTACTGGGCTGGCG 

Gen: CDK4; #M14505 
CCGGGAGTTGGGCTCTGGGTGGCCTAGGTTGCCATGGCACCGCCTCGGGC 

Gen: Id3; #X69111 
TGCCCCCTGCCAGTCCGCCTTTAGCCCAACACTGGTTCGAGCCACAGCTC 

Gen: beta-actin; #X00351 
GATATCGCCGCGCTCGTCGTCGACAACGGCTCCGGCATGTGCAAGGCCGG 

Gen: GAPDH; #X01677 
GAAGATGCGGCTGACTGTCGAGCCACATCGCTCAGACACCATGGGGAAGG 

Gen: NM23-H1; #X17620 
TGCTGCGAACCACGTGGGTCCCGGGCGCGTTTCGGGTGCTGGCGGCTGCA 

Gen: c-jun; #J04111 
GAGGGTAGGAGAAAGAAGGGCCCGACTGTAGGAGGGCAGCGGAGCATTAC 

5.2.3 Hybridisierungsprotokoll auf einem „Promotor-Chip“von MWG™ 

Um das Areal auf welches die Oligonukleotide gespottet worden sind, wurde ein 

Hybridisierungsrahmen aufgeklebt, welcher nach Verschluss ein Volumen von 65µl 

beinhaltete. Der gesamte Chip befand sich während der Hybridisierung in einer feuchten 

Kammer, um ein Austrocknen der Hybridisierungslösung bei einer Temperatur von 65°C 

zu verhindern. 

Die markierten DNA-Fragmente wurden, wie unter radioaktive Markierung von DNA-

Fragmenten beschrieben, markiert. Da nach der Abtrennung an Sephadex das Volumen der 

Probe zu groß war, wurde die markierte DNA, wie unter Ethanol-Präzipitation 

beschrieben, gefällt. Das Pellet wurde in 10µl TE-Puffer gelöst. 

5.2.3.1 Prähybridisierung 

15µl salmon sperm DNA (9,4 µg/µl) wurden 10 min auf 95°C erhitzt, auf Eis abgekühlt 

und zu 100µl 65°C warmen Church-Puffer (0,5M Natriumphosphat pH 7,1; 7% SDS; 

1mM EDTA) gegeben. Mit 80µl dieser Lösung wurde der Chip 30 min bei 65°C 

prähybridisiert, um unspezifische Bindungsstellen abzusättigen. Anschließend wurde die 

Lösung vorsichtig abpippetiert. 
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5.2.3.2 Hybridisierung 

Die Proben wurden bei 98°C denaturiert, ebenfalls in 100µl Church-Puffer aufgenommen 

und 65µl in den vom Hybridisierungsrahmen umschlossenen Bereich pipettiert. Der 

Rahmen wurde mit dem dazugehörenden Verschluss versiegelt und der Chip über Nacht 

bei 65°C inkubiert. 

5.2.3.3 Waschen 

Der Hybridisierungrahmen wurde mitsamt dem Verschluss entfernt und der Chip jeweils 

für 15 min in Waschlösung 1 (0,1% SDS; 0,2x SSC) und 15 min in Waschlösung 2 (0,2x 

SSC) bei 55°C gewaschen. Um den Chip zu trocknen wurde der Chip bei 2000 U/min für 2 

min in einer Cytospin-Zentrifuge zentrifugiert. Zur Visualisierung erfolgreicher 

Hybridisierungen wurde mit den Chips eine Autoradiographie bei -80°C durchgeführt. 

5.2.4 DNA-Mengen nach High-Prime Markierung  

Zur Bestimmung der für die Hybridisierungen eingesetzten DNA-Menge wurden folgende 

Berechnungen verwendet. Nach der Markierung wurden die nicht inkorporierten 

Nukleotide über eine Säulenchromatographie abgetrennt. Hierbei wurde nach den Angaben 

des Herstellers eine Effizienz von 93% angenommen. 

Folgende Formeln wurden zur Berechnung verwendet: 

Neu synthetisierte DNA-Menge (ng):     µCi dNTP x 13,2 x % Einbau                    
   Spezifische Aktivität des eingesetzten Nukleotids 

Eingebaute Aktivität (dpm):  µCi dNTP x 2,2 x 104 x % Einbau 

Spezifische Aktivität (dpm/µg):  eingebaute Radioaktivität x 103                      
     Eingegebene DNA + neu synthetisierte DNA (ng) 

5.3 Etablierung eines Hybridisierungs-Protokolls 

5.3.1 Hybridisierungen mit PCR-Fragmenten 

Durch Hybridisierungen mit markierten PCR-Produkten wurde ein Protokoll für die 

Testchips entwickelt. Zuerst musste das optimale Volumen für die Hybridisierung 

bestimmt werden. Es zeigte sich, dass ein Volumen von 65µl und Church-Puffer als 

Hybridisierungs-Lösung die besten Ergebnisse brachte. Um ein Vertrocknen der Proben 

während der Hybridisierung zu verhindern, wurden die Glassslides in einer 



Appendix 

- 65 - 

Plexiglaskammer zusammen mit feuchten Tüchern inkubiert. Nachdem beim Waschen der 

Glasslides bei 50°C noch einige unspezifische Signale zu sehen waren, wurde die 

Waschtemperatur auf 55°C erhöht. 

Für die ersten Hybridisierungen wurden PCR-Fragmente aus dem c-myc-Gen und dem id3-

Gen hergestellt, welche komplementäre Sequenzen zu den Oligonukleotiden des Chips 

enthalten. Die korrekte Größe der DNA-Stücke (c-myc: 205bp, id3: 476bp) wurde in einer 

Gelelektrophorese überprüft und die Proben für den Versuch aus dem Gel extrahiert (Daten 

nicht gezeigt). Anschließend wurden jeweils 25ng der PCR-Produkte mit dem High-

Prime® Kit nach Angaben des Herstellers radioaktiv markiert. Je 1µl der markierten c-myc-

Probe und 1µl der id3-Probe wurden nach Hitzedenaturierung in 98µl Churchpuffer 

aufgenommen. Diese Lösung wurde dann, wie oben beschrieben, für 24h auf dem Chip 

hybridisiert. Das Ergebnis ist in Abbildung 19 zu sehen. Zur Verdeutlichung der Signale ist 

rechts die Verteilung der Spots für den c-myc- und id3-Promotorbereich wiedergegeben. 

Durch die Anordnung lässt sich erkennen, dass es sich um spezifische Signale handelt, da 

die Verteilung in 4er Gruppen derjenigen auf dem Chip entspricht (Abbildung 19, linke 

Seite) (siehe auch Abbildung 18 Seite 63). 
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Abbildung 19 Hybridisierung von PCR-Produkten auf dem Testchip 
 Es wurden PCR-Produkte aus dem Promotorbereich von c-myc (Primerpaar dirkmyc 3/4) 

und id3 (dirkmyc 8/10) amplifiziert. Diese wurden mit der „random-primed“-Methode 
markiert. Der Chip wurde mit 132pg der myc-Probe (303.000 dpm) und 120pg der id3-
Probe (156.000dpm) für 24h hybridisiert. Die Abbildung zeigt auf der linken Seite einen 
stark vergrößerten Ausschnitt einer Autoradiographie mit einer Expositionszeit von 24h. 
Auf der rechten Seite ist die Verteilung der Spots auf dem Chip schematisch 
wiedergegeben. 

5.3.2 Welche DNA-Menge wurde eingesetzt? 

Um einen Eindruck von der Qualität der Testchips und der Effektivität der 

Hybridisierungen sowie die anschließende Visualisierung zu bekommen, wurden die 

DNA-Mengen errechnet. Bei der Markierung von 25ng DNA nach der „random-primed“-

Methode (High Prime®) werden 16,5ng neu synthetisiert (siehe 5.2.4). Bei der Abtrennung 

der nicht inkorporierten Nukleotide mit Hilfe der Gelpermeationschromatographie 

(NickColumn®) wird nach Angaben des Herstellers eine Effizienz von 93% angenommen. 

So ergibt sich aus der Summe von eingesetzter DNA und neu synthetisierter DNA 

abzüglich 7% 38,6ng radioaktiv markierte DNA. Da nach der Säulenchromatographie nur 

die radioaktivsten Aliquots (je 100µl) verwendet wurden, musste diesem Vorgehen 

Rechung getragen werden: Hierbei wurde die Summe der Radioaktivitäten aller Aliquots 

der Gesamt-DNA-Menge gleichgesetzt. So ergab sich für Abbildung 19 bei der myc-Probe 

eine Gesamtaktivität von 89 Millionen dpm in 38,6ng DNA. Die Fraktion der gepoolten 

Aliquots ergab eine Aktivität von 47 Millionen dpm in 100µl und entsprach somit 20,38ng. 

Diese Menge wurde vor der Hybridisierung noch 1:100 verdünnt und davon dann 65µl 

eingesetzt. So lässt sich abschließend für die myc-Probe eine DNA-Menge von 132pg mit 
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einer spezifischen Aktivität von 303.000dpm berechnen. Analog dazu ergeben sich für die 

id3-Probe 120pg mit 156.000dpm. 

5.3.3 Mögliche Faltung ohne Einfluss auf Signalstärke 

Wie in der Zeichnung auf der rechten Seite der Abbildung 19 zu erkennen, wurden die 

Oligonukleotide in zwei verschiedenen Längen auf den Chip gespottet (Abbildung 19, 

rechte Seite). Da bei einigen der verwendeteten Oligonukleotide eine Faltung des 

abstehenden Endes möglich war, wurde auch noch eine verkürzte Variante auf dem Chip 

platziert. Es war anfangs nicht abzusehen welche Auswirkung die Etablierung einer so 

genannten „hairpin-structure“ der gespotteten Oligonukleotide auf das 

Hybridisierungsverhalten haben würde. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass ein längeres 

Oligonukleotide bei allen getesteten Genen zu einem besseren Signal führte (Abbildung 

19). Als Beispiel sind die Signale von myc und id3 in der Abbildung 19 wiedergegeben. 

Bei beiden Genen zeigt das 10 Basen längere Oligonukleotid das stärkere Signal. Hierbei 

ist höchstwahrscheinlich sowohl die größere Menge an Radioaktivität, als auch die größere 

Stabilität des DNA-Hybrids gegenüber der Waschprozedur ursächlich. 

5.3.4 Die PCR-Zyklenzahl wurde variiert 

In weiteren Experimenten wurden aus genomischer DNA die Segmente mehrerer Gene des 

Testchips amplifiziert. Hierbei wurde die Zyklenzahl variiert um möglichst im 

exponentiellen Bereich der PCR-Reaktionskurve zu bleiben. In dem in Abbildung 20 

wiedergegebenen Versuch wurden aus HL-60-DNA die Sequenzen von c-myc, RFC-4 und 

id3 in 20 Zyklen amplifiziert. Der Produkte wurden nach der Reaktion gereinigt und mit 

der random-primed-Methode radioaktiv markiert. In der anschließenden Hybridisierung 

zeigten sich für alle drei Gene gut sichtbare Signale (Abb. 20). Ungefähr 2cm rechts des 

Signals der 50bp langen Oligonukleotide von id3 ist eine schwache Schwärzung zu 

erkennen. Bei diesem Signal handelt es sich um eine Kreuzhybdisierung des RFC-4-

Promotorfragments mit dem gespotteten Anteil des CDC25C-Promotors. Wie in Abschnitt 

5.2.2 dokumentiert, besitzen die gespotteten Oligonukleotide in ihren Sequenzen homologe 

Basenfolgen. Diese Kreuzhybridisierung war in allen mit dem RFC-4-Fragment 

durchgeführten Versuchen vorhanden. Da das Signal aber um etliche Größenordnungen 

unterhalb der korrekten Hybridisierungen liegt, kann es vernachlässigt werden. Vielmehr 

belegt es die hohe Sensitivität der sich paarenden Oligonukleotide. 
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Abbildung 20 Hybridisierung mit drei Promotorfragmenten 
Aus 500ng genomischer DNA wurden die Promotorsequenzen der Gene c-myc, id3 und 
RFC-4 in 20 Zyklen amplifiziert. Die DNA wurde radioaktiv markiert und nach Ethanol-
Fällung auf dem Chip hybridisiert. Der linke Bildteil zeigt die stark vergrößerte 
Autoradiographie nach 19h Exposition. Auf der rechten Seite ist die Verteilung der Spots 
auf dem Chip schematisch wiedergegeben. 

5.4 Aktuelle Publikationen belegen den Wert der neuen Technik 

Mittlerweile wurden einige Studien publiziert, die den Wert der Kombination von 

Chromatin-IP und Hybridisierung auf Microarrays belegen (Patel et al., 2004). So wurde 

diese neue Technik eingesetzt um die Bindung von MYC in großen Bereichen des Genoms 

zu untersuchen (Li et al., 2003; Mao et al., 2003; Orian et al., 2003). Auch andere Proteine 

wie z.B. E2F wurden in großem Maßstab untersucht (Weinmann et al., 2002). 

In einer Studie wurde die Bindung von MYC an 7776 GpC-Inseln in der menschlichen 

Zelllinie HL60 mit Hilfe der neuen Technik untersucht. Es wurde eine Assoziation mit 

MYC bei 235 Sequenzen entdeckt, von denen 107 bekannte Gene darstellten (Mao et al., 

2003). Interessanterweise war aber nur von 10% dieser 107 Gene bekannt, dass sie unter 

der transkriptionellen Kontrolle von MYC stehen (Patel et al., 2004). In einer weiteren 

Studie wurde das Material aus MYC-Chromatin-IPs aus einer Burkitt-Lymphom Zelllinie 

auf Microarrays mit den Promotor-proximalen Sequenzen von 4839 Genen hybridisiert (Li 

et al., 2003). Die Forscher konnten eine Bindung von MYC an 876 Genen (≈ 15%) zeigen, 

von denen 776 auch eine Assoziation mit MAX zeigten. Eine große Überlappung bestand 
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ebenfalls mit dem generellen Transkriptionsfaktor TFIID. Dies könnte bedeuten, dass 

MYC vor allem an Gene bindet, die schon eine gewisse basale Transkriptionsaktivität 

besitzen. 

Abschließend lässt sich feststellen, dass sich die Kombination aus ChIP und „Chips“ als 

eine interessante, innovative Technik herausgestellt hat. In Zukunft werden sicher noch 

Veränderungen, vor allem der Auswahl und Anzahl der gespotteten Sequenzen zu 

Verbesserungen führen und uns einen detailierteren Einblick in die Regulation unseres 

Genoms geben. 
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6 Zusammenfassung 

Genetische Veränderungen in menschlichen Tumoren führen häufig zur konstitutiven 

Expression des Proto-Onkogens c-myc. Das c-myc Protein (MYC) ist ein 

Transkriptionsfaktor, der zentral an der Regulation des Zellzyklus, von Wachstum und 

Zelltod (Apoptose) beteiligt ist. In Burkitt-Lymphom-Zellen erfolgt die transkriptionelle 

Aktivierung des c-myc Gens durch chromosomale Translokation an einen der drei 

Immunglobulin-Genloci. Ein wichtiger Regulationsmechanismus für das c-myc Gen wird 

dadurch aufgehoben: Die RNA-Polymerase II (Pol II) kann unmittelbar unterhalb des c-

myc Promotors nicht mehr durch Pausieren reguliert werden, und es kommt zur 

konstitutiven Expression des Gens. 

Die vorgelegte Dissertation untersucht die transkriptionelle Regulation von c-myc durch 

die RNA-Polymerase II in einem rekonstituierten Zellsystem. In diesem System wird eine 

α-Amanitin resistente große Untereinheit von Pol II konditional exprimiert. Für diese Pol II 

konnte bereits früher gezeigt werden, dass sie die endogene Pol II ersetzen kann und 

zelluläre Gene normal transkribiert. Wird die hoch repetitive, carboxy-terminale Domäne 

(CTD) der großen Untereinheit deletiert, geht die transkriptionelle Aktivität in vivo nicht 

aber in vitro verloren. Zusätzlich wurde in dieses Zellsystem ein episomales c-myc Gen 

eingeführt, auf dem das Pausieren der Pol II nachgestellt werden kann. 

Fragestellung der hier vorgelegten Arbeit war es, die Rolle der CTD für die Bindung an 

den c-myc Promotor zu untersuchen. Mit Hilfe von Chromatin-Immunpräzipitations-

Experimenten konnte ich zeigen, dass eine Pol II mit deletierter CTD immer noch mit 

ähnlicher Effizienz an den c-myc Promoter bindet wie eine Polymerase mit CTD. 

Allerdings kann eine Pol II ohne CTD wahrscheinlich keinen Isomerisierungsschritt am 

Promotor vollziehen, der sie in einen stabilen Elongationsmodus überführt und die 

Transkription zu Promotor-proximalen Pausierungsstellen erlaubt. Die Ergebnisse 

bestätigen Beobachtungen aus in vitro Untersuchungen, in denen die CTD für die 

Promotorerkennung und Transkription nicht essentiell ist. In vivo wird die CTD aber 

zwingend benötigt, um die Genrepression durch Chromatin aufzuheben. 

In der Diskussion wurden verschiedene Möglichkeiten aufgezeigt, warum das 

Vorhandensein der CTD für eine produktive Transkription durch die RNA-Polymerase II 

wichtig ist. Weiterhin wird versucht Anregungen für neue interessante Fragestellungen zu 

geben, die die erbrachten Ergebnisse präzisieren könnten. 
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