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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Mutationen in NLRP7 (NOD-Like Receptor family, pyrin domain containing 7) sind fur
das wiederholte Auftreten von biparentalen Blasenmolen (BiBMs) verantwortlich.
Typische Merkmale dieser abnormalen Schwangerschaft sind ein UbermaRiges
Wachstum der Plazenta, eine gestorte Entwicklung bis hin zu einem fehlenden
Embryo und ein verandertes Imprintingmuster an multiplen Imprinting-Loci. Bislang
wurde noch nicht geklart, ob sich der Imprinting-Defekt vor oder nach der
Befruchtung entwickelt. Unsere Gruppe konnte zeigen, dass es sich bevorzugt um
einen Defekt auf dem maternalen Allel handelt. Dies konnte auf eine Storung in der
Etablierung des Imprints wahrend der maternalen Gametogenese hinweisen.
Aufgrund von fehlenden Informationen Uber die Funktion von NLRP7 wahrend der
Gameto- und Embryogenese konnte der Zusammenhang zwischen Geno- und
Phanotyp der BiBM bislang nicht geklart werden.

In dem ersten Teil dieser Dissertation wurde eine interdoman-spezifische Hefe Di-
Hybrid-Analyse mit dem NLRP7-Protein durchgefuhrt, um vermeintliche Interaktionen
der einzelnen Domanen wahrend der Oligomerisierung ausfindig zu machen.
Zusatzlich wurde ein in silico-Proteinmodell von NLRP7 in seiner inaktiven und
aktivierten Form generiert um dieses mit den Interaktionen der Hefe Di-Hybrid-
Analyse zu vergleichen. Die Ergebnisse beider Untersuchungen zeigten, dass die
NAD-Domaéane eine zentrale Rolle in dem Prozess der Oligomerisierung von NLRP7
spielt. Weiterhin wurde mittels konfokaler Mikroskopie ein pathophysiologischer
Effekt bei zwei BiBM-assoziierten Missense-Mutationen und einem nicht-synonymen
Single Nucleotide Polymorphism (nsSNP) nach transienter Transfektion in HEK293T-
Zellen beobachtet und mit Hilfe von in silico-Analysen bewertet. Die Ergebnisse
prasentieren  Einblicke in die strukturellen inter-/intradoman-spezifischen
Konformationsanderungen  wahrend der  Aktivierung und nachfolgenden
Oligomerisierung von NLRP7. Die in dieser Arbeit untersuchten Missense-
Mutationen beeinflussen die intrazellulare Formation eines Aggresoms, welches
dadurch mogliche nachfolgende Signalwege storen und damit fur einen der
pathophysiologischen molekularen Effekte in BiBM verantwortlich sein konnte.

Der zweite Teil dieser Dissertation prasentiert den Transkriptions-Repressor ZBTB16
als neuen Interaktionspartner von NLRP7. Eine Hefe Di-Hybrid-Analyse von NLRP7
gegen eine ovarielle Transkriptbibliothek identifizierte eine Interaktion mit der C-
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terminalen Zinkfinger-Domane von ZBTB16. Die Interaktion wurde mittels
Immunoprazipitation und konfokaler Mikroskopie in Saugerzellen bestatigt.
Interaktions-Untersuchungen zwischen verschiedenen Deletionskonstrukten beider
Proteine identifizierten multiple Interaktionsabschnitte von ZBTB16, welche
vorwiegend mit der NACHT-Domane von NLRP7 interagieren. Eine native
Gelelektrophorese zeigte, dass beide Proteine Teil eines hochmolekularen, 480 kD
groRen Proteinkomplex sind. Die Uberexpression von NLRP7 in HEK293T-Zellen
fuhrte zu einem nuklearen Export des endogenen ZBTB16, wo beide Proteine im
Zytoplasma und in juxtanuklearen Aggregaten miteinander kolokalisieren.
Methylierungsanalysen der imprintingspezifischen Loci H19, NESP55, PEG3 und
SNRPN zeigten keine signifikanten Anderungen nach transienter Transfektion beider
Proteine in HEK293T-Zellen.



Summary

Summary

Mutations in NLRP7 (NOD-Like-Receptor family, pyrin domain containing 7) are
responsible for the recurrent loss of pregnancy known as biparentally inherited
hydatidiform moles (BiHMs). This condition is characterized by abnormal growth of
placenta, lack of proper embryonic development and abnormal methylation patterns
at multiple imprinted loci within the molar tissues. It is unknown if the defect occurs in
the establishment of imprint before or after fertilisation, but the high specificity of this
defect at the maternal allele would point to a maternal germ line specific effect.

Lack of substantial knowledge, on the functional roles of NLRP7 protein, means that
the genotype-phenotype correlations behind this disease remain elusive.

The first part of this PhD thesis presents a NLRP7 inter-domain yeast two-hybrid
screen in order to understand putative domain-domain interactions within the protein.
Additionally, threading based structural models of NLRP7 and its activated form were
generated and used to have a structural perspective/correlation to the results
obtained from the yeast two-hybrid screen. Both observations from the yeast two-
hybrid screen and modeling suggest that the NAD domain is central to the oligomeric
assembly of the NLRP7 protein. Furthermore, the molecular basis for the
pathophysiological effect of three BiHM-causing missense mutations and one non-
synonymous variant on the protein was investigated using confocal microscopy of
transiently transfected wild type and mutated NLRP7 in HEK293T-cells and in silico
structural analysis. The results shed first insights into the likely structural inter/intra-
domain rearrangements during the activation of NLRP7 and its subsequent
oligomerization. The missense mutations investigated in our study seem to influence
intracellular aggresome formation, which could disturb their normal downstream
function and be one of the possible molecular effects underlying their
pathophysiological impact.

The second part of this thesis presents the transcriptional repressor ZBTB16 as a
new interactionpartner of NLRP7. A yeast two-hybrid screen with NLRP7 against a
human ovarian cDNA library identified ZBTB16 as putative interaction partner of
NLRP7. The protein interaction was further verified by immunoprecipitation and
confocal microscopy in mammalian cells. Deletion mapping studies identified multiple
interaction sites in ZBTB16 that preferentially interact with the NACHT domain of
NLRP7. A Blue Native PAGE analysis showed that both proteins are present at a 480
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kD protein complex. Furthermore the expression of NLRP7 leads to an export of
endogenous ZBTB16 to the cytoplasm where both proteins colocalize in the
cytoplasm and in a cytoplasmic juxtanuclear aggregate.

DNA methylation analyses after transient transfection of both proteins in HEK293T
doesn’t show significant changes on the four imprinted regions H19, NESP55, PEG3
und SNRPN.



1. Einleitung

1 Einleitung

NOD-Like Receptor family, pyrin domain containing 7 (NLRP7) wurde 1998 als das
erste  humane Maternaleffekt-Gen identifiziert. Mutationen in NLRP7 sind
verantwortlich fur eine familiare biparentale Form der Blasenmolen-Schwangerschaft.
Typische Merkmale einer solchen Schwangerschaft sind eine deutlich vergroflerte
Plazenta, eine Hyperproliferation des Trophoblastenepithels, ein fehlender Embryo
und abnormale Methylierungsmuster an mehreren Imprinting-Loci des maternalen
Genoms nach Analyse des Abortmaterials. Allerdings ist bis heute unklar welcher
molekulare Mechanismus fur den wiederkehrenden Phanotyp einer Blasenmole

verantwortlich ist.

1.1 Villése Trophoblastenerkrankungen

In der sich entwickelnden Plazenta bilden zytotrophoblastare Stammzellen den
villdsen Trophoblasten, ein zweischichtiges Epithel welches die Chorionzotten
uberzieht. Die zwei Schichten des Trophoblasten bestehen aus Zytotrophoblastzellen
und dem &auferen Synzytiotrophoblasten [1,2]. Das Synzytium spielt eine
entscheidende Rolle fur die plazentare Versorgungsfunktion und dient als
Schutzbarriere fur den Fetus.

Das typische Merkmal fur eine villose Trophoblastenerkrankung ist der Nachweis

differenzierungsgestorter Chorionzotten.
1.1.1 Sporadische Blasenmole

Die verbreitete Form der Blasenmole ist sporadisch und lasst sich in die beiden
Erscheinungsformen Partialmole und Blasenmole (komplette Mole) einteilen [3,4].
Die Blasenmole ist eine villdse Trophoblastenerkrankung und reprasentiert eine
abnorme Schwangerschaft infolge einer Befruchtungsstorung [5].

Die geographische Verteilung der Erkrankung variiert mit einer Frequenz von 1:600
Schwangerschaften in westlichen Landern [6], und zeigt zwei- bis zehnfach hohere

Frequenzen in entwickelnden und unterentwickelten Landern [7,8].
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1.1.1.1 Partialmole

Bei der Partialmole handelt es sich zytogenetisch in 90% der Falle um einen
triploiden Karyotyp mit absteigender Haufigkeit von 69,XXX 69,XXY und selten
69,XYY. Zwei Drittel des Genoms stammen vom Vater und nur ein Drittel von der
Mutter [3,4,9].

Sonographisch zeigt sich meist eine vergrofierte Plazenta die mit blasigen Strukturen
durchsetzt sein kann. Die HCG-Werte (humanes Choriongonadotropin) sind nur
teilweise erhdht und ein Embryo ist regelmafig entwickelt mit unterschiedlich stark
ausgepragten Fehlbildungen. Die histologischen Merkmale zeigen vereinzelte fokale
Zottenblasen mit trophoblastarer Proliferation. AuRerdem kdénnen extraembryonale
Membranen wie Chorion und Amnion, Nabelschnur, kernhaltige rote Blutzellen,
embryonales Gewebe bis hin zu einem normal oder fehlgebildeten Foétus in einer
Partialmole auftreten (Abb. 1.1) [10,11].

Abb. 1.1: Blasenmole und Partialmole: Histologische Praparate im Vergleich. A) Hamatoxylin-
Eosin-Farbung (HE) einer kompletten Blasenmole. Die Chorionzotten (CV) zeigen eine exzessive
Proliferation des Trophoblasten (siehe weilRe Pfeile). B) HE-Farbung einer Partialmole. Nur vereinzelte
Chorionzotten (CV) zeigen eine Proliferation des Trophoblasten (weife Pfeile). Die VergréRerung
zeigt kernhaltige rote Blutzellen, die normalerweise nur im Blutkreislauf des Fetus vorkommen (weifl}
gestrichelter Kasten). C) Chorionzotte einer Partialmole mit trophoblastéaren Einschlissen (weil3
gestrichelter Kasten) D & E) Fetale Zehenanlagen und fetale Membranen in einer Partialmole. F) Im
Vergleich zu einer Blasenmolen zeigt die HE-Farbung eines Spontanaborts keine Proliferation des

Trophoblasten an den Chorionzotten (Slim & Wallace, 2013).
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1.1.1.2 Blasenmole (komplette Mole)

Bei der kompletten Blasenmole handelt es sich zytogenetisch zumeist um einen
diploiden Karyotyp (46, XX) bei dem eine ,leere“ Eizelle (ohne intaktes Genom)
durch ein haploides Spermium befruchtet wird (androgenetischer Ursprung). Die
Folge ist eine Verdopplung des vaterlichen Genoms in der befruchteten Eizelle.
Selten findet sich auch ein 46,XY Karyotyp bei dem eine leere Eizelle mit zwei
haploiden Spermien (X und Y) oder einem diploiden Spermium (XY; Ausfall der
ersten Reifeteilung) befruchtet wurde [12].

Makroskopisch und sonographisch zeigt das Abradat eine stark vergrolRerte Plazenta
mit blasig vergrolRerten Chorionzotten. Die HCG-Werte sind stark erhoht und ohne
Anlage eines Embryos. Histologisch zeigen fast alle Chorionzotten eine
Hyperproliferation des sie umgebenden Trophoblastenepithels mit degenerativen
Flussigkeitseinlagerungen innerhalb der Zotten. In der Blasenmole Iasst sich
histologisch kein extraembryonales oder embryonales Gewebe nachweisen [11].

Abb. 1.2: Makroskopische Morphologie einer Blasenmole. A) Foto einer Blasenmole direkt nach
der chirurgischen Entfernung. Die Blaschen (weilRe Pfeile) reprasentieren die mit Wasser gefilliten
Chorionzotten. B) Foto einer Blasenmole nach der Entfernung von Blutresten. Die wasserbeftllten und
degenerierten Chorionzotten bilden eine traubenartige Struktur (nur zwei der Chorionzotten sind mit
Pfeilen markiert) (Slim & Wallace, 2013).

1.1.2 Rezidivierende biparentale Blasenmole (BiBM)

Sowohl die sporadische Partialmole als auch die sporadische Blasenmole sind die
Folge einer abnormalen Expression imprinting-assoziierter Gene. Gene die dem
Imprinting (Pragung) unterliegen werden abhangig von welchem Elternteil das Allel

stammt entweder nur auf dem paternalen Allel (Vater) oder nur auf dem maternalen
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Allel  (Mutter) aktiv  expremiert. Der Uberschuss eines paternalen
Chromosomensatzes fuhrt zu einer abnormalen Expression der imprinting-
assoziierten Gene, und damit zu einer unkontrollierten Proliferation des
Trophoblasten bei der sporadischen Partial- bzw. Blasenmole [13].

Neben den hier beschriebenen sporadischen Blasenmolen, zeigen einzelne
Patientinnen und auch familiare Falle (mindestens zwei betroffene Frauen innerhalb
einer Familie) das Krankheitsbild einer rezidivierenden biparentalen Blasenmole.
Hierbei kommt es bei den Patientinnen trotz einer biparentalen Befruchtung, d.h.
einer gleichmafRigen Verteilung des maternalen und paternalen Genoms, zu einem
wiederholten Auftreten einer Blasenmolen-Schwangerschaft [14]. Bis 1980 waren nur
sechs rezidivierende familiare Falle in der Literatur bekannt, dessen Zahl sich jedoch
bis 1999 um 30 neue familiare Falle ausweitete. Bis 1999 wurden weitere 88
Einzelfalle einer rezidivierenden Blasenmole beschrieben [15].

Bei der Suche nach einem fur die rezidivierende BiBM verantwortlichen Gen,
identifizierte eine Arbeitsgruppe 1999 den ersten dafir verantwortlichen
Maternaleffekt-Locus 19q13.4 [16]. 2006 wurde innerhalb dieser Region NLRP7 als
das kausale Maternaleffekt-Gen identifiziert [17]. Die Mutationen segregierten in den
analysierten Familien und jede Patientin hatte zwei defekte Allele, jedes vererbt von
einem Elternteil. Die rezidivierende BiBM ist somit eine autosomal rezessive
Erkrankung bei der bis heute zirka 42 verschiedene NLRP7-Mutationen in
Patientinnen verschiedenster Bevolkerungen beschrieben wurden (siehe Abb. 1.3)
[18,19,20,21,22,23,24,25]. In 65% der Falle handelt es sich um proteinverkurzende
Mutationen (Stop-Mutationen, Splice-Mutationen, kleine Insertionen und Deletionen),
wahrend 35% der BiBMs Missense-Mutationen aufweisen.

Die familiare BiBM zeigt eine ungewohnliche Variabilitat in ihrem Phanotyp. So
erlitten drei betroffene Patientinnen innerhalb einer Familie (MoLb1*) neben
Blasenmolen auch spontane Aborte (SA), Totgeburten, einen frihen neonatalen
Todesfall, eine mildgebildete Lebendgeburt, aber auch 2zwei gesunde
Lebendgeburten [16].

*MoLB1 ist eine konsanguine libanesische Familie, in der zwei Schwestern und eine Cousine an
rezidivierender BiBM litten (Moglabey et al 1999).
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Abb. 1.3: NLRP7 Proteinstruktur mit beschriebene Mutationen. PYD (Pyrin-Doméne), NACHT
(NAIP, CIITA, HET-E und TP-1 Proteinfamilie), ATP (ATP-bindendes Sequenzmotif Walker A, AS 178-
186), LRR (Leucin-rich Repeats) (siehe auch Abschnitt 1.2.1). Rot: Patienten mit zwei defekten
Allelen (Nonsense, Frameshift, Splice Site und Missense-Mutationen) Blau: Sequenzvarianten, ein
defektes Allel (meist Missense-Mutationen) Schwarz: Sequenzvarianten, die auch in der normalen
Bevodlkerung zu finden sind. (Slim & Wallace, 2013).

Bei Frauen mit mindestens drei SA (keine Blasenmole) oder Frauen mit einer
einzelnen Blasenmole, konnte in 8% und in 13% der Falle ein heterozygoter nicht-
synonymer SNP (nsSNP, nicht-synonymer Single Nucleotide Polymorphism) in
NLRP7 nachgewiesen werden. Ein SNP ist eine Sequenzvariation die nicht nur bei
der Patientin sondern auch der ethnischen

gehauft in zugehorigen

Bevolkerungsgruppe zu finden ist. Bei einem nsSNP kommt es zu einem
Aminosaurenwechsel, der in einer kodierenden Region auch Auswirkungen auf die
Funktion des Proteins haben kann [26].

Zudem zeigte sich, dass Patientinnen mit nur einem defekten Allel einen

schwacheren Phanotyp aufweisen als Patientinnen mit zwei defekten Allelen.



1. Einleitung

1.2 Der Nod-like Rezeptor NLRP7

NLRP7 ist ein Nod-like Rezeptor (NLR) und zahlt zu einer der vier groRen Gruppen
der sogenannten ,Pattern Recognition Rezeptoren® (PRRs). PRRs sind Rezeptoren
des angeborenen Immunsystems und dienen der Erkennung von Pathogenen.

Die vier Hauptgruppen setzen sich aus dem C-Typ Lektin Rezeptoren (CLR), den
Toll-like Rezeptoren (TLR), Nod-like Rezeptoren und den RIG-I-like Rezeptoren
(RLR) zusammen. Wahrend die NLRs und RLRs ausschlielich intrazellular und frei
im Zytoplasma lokalisieren sind die CLRs und TLRs membrangebunden. PRRs
reagieren auf ein grolRes Spektrum an mikrobiellen Pathogenen Uber sog. PAMPs
(Pathogen-associated molecular patterns) und endogene Bestandteile beschadigter
Zellen sog. DAMPs (Danger-associated molecular patterns) woraufhin sie die
Produktion von entzindungsspezifischen Zytokinen wie Interleukin-113 (IL1R),
Interleukin 6 (IL6) und Interleukin 18 (IL18) induzieren [27].

Die verschiedenen NLR Protein-Subfamilien werden anhand ihrer N-terminalen
Effektordomanen, der Pyrin-Domane (PYD), der Baculovirus inhibitor recruitment
Domain (BIR) oder der Caspase recruitment Domain (CARD) unterschieden [28].

1.2.1 Struktur und Effektordomanen von NLRP7

NLRP7 besteht aus vier funktionellen Domanen, einer N-terminalen Pyrin-Domane
(PYD), einer NACHT-Domane (benannt nach den vier NTPase-Domane
enthaltenden Proteinen NAIP, CIITA, HET-E und TP1), einer NACHT-assoziierten
Doméane (NAD) und einer C-terminalen LRR-Domane bestehend aus 8-10 LRR
(Leucin-rich Repeats), abhangig von der jeweiligen Isoform [29]. Es existieren sechs
verschiedene durch alternatives Splicing entstandene Isoformen von NLRP7, die sich
entweder in der Anzahl der LRRs oder durch das Fehlen der NACHT-Doméane
voneinander unterscheiden [30]

Die PYD-Domane ist eine kleine Domane (92 Aminosauren) die in allen Nod-like
Rezeptoren und apoptotischen Proteinen vorkommt. Sie dient als Adapter und leitet
zelltodspezifische Signale weiter, indem sie Proteine miteinander verbindet, die
funktionell an dem programmierten Zelltod beteiligt sind. PYDs sind in der Lage

sowohl Homodimere als auch Heterodimere mit strukturell ahnlichen Domanen zu
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bilden. Zu diesen Domanen zahlen die ,death domain“ (DD), die ,death effector
domain“ (DED) und die ,Caspase activation and recruitment domain® (CARD) [31].
Die NACHT- und die NAD-Doméane bezeichnet man gemeinsam auch als Nukleotid-
bindende Domane (NBD). An dem N-terminalen Abschnitt der NACHT-Domane
befindet sich das ATP-bindende Walker A/P-loop und das Mg?* bindende Walker B
Motiv [32]. Aufgrund der hier lokalisierten und in allen NLRPs hoch konservierten
Sequenzabschnitte, zahlen diese zu den sog. STAND (Signal transduction ATPases
with  numerous domains) innerhalb der Proteinfamilie der AAA+ (ATPases
Associated with diverse cellular Activities) ATPasen [33]. Man geht davon aus, dass
die Bindung spezifischer Nukleotide an das Walker A Motiv die Aktivierung und
anschlieBende Oligomerisierung der NLRPs induziert, und dadurch eine fur die
Immunabwehr wichtige Signal-Plattform ausbildet [34]. So konnte gezeigt werden,
dass die Bindung der Nukleotide ATP/dATP an NLRP3 essentiell fur die Funktion
und Signalweiterleitung des Proteins ist [35]. Bei einer Aktivierung bindet ATP an das
Walker A/P-loop Motiv und wird durch das an Walker B gebundene Mg?* hydrolysiert,
was schlie3lich zu einer Konformationsanderung in dem Protein fuhrt [32,33]. Die
funktionale Rolle der NAD-Domane ist bislang unbekannt.

Die Leucin-Rich-Repeat-Doméane (LRR) findet man in vielen Proteinen mit
unterschiedlichsten Funktionen wie z.B. den TLRs, RanGAPs (Ran GTPase
aktivierende Proteine) und RNAse Inhibitor Proteinen. Bei den membrangebundenen
TLRs ragt die LRR-Domane in das extrazellulare Milieu und dient dort als Sensor fur
PAMPs und DAMPs. Sobald ein pathogenes oder ,danger-assoziiertes Molekdl
erkannt wird, kommt es zu einer Signalweiterleitung in die Zelle und zu einer
anschlielfenden Immunantwort [36]. Man geht davon aus, dass die LRR-Domane in
den NLRs die gleiche Funktion wie bei den TLRs ausubt. Jedoch kommt es nach der
Erkennung eines LRR-spezifischen PAMP oder DAMP zu einer Oligomerisierung des
intrazellularen NLRs. Dieses Oligomer dient als Grundgerust fur einen
hochmolekularen Protein-Komplex, der dann als das sog. Inflammasom die
Immunantwort induziert (siehe dazu 1.2.3) [29].

Im Gegensatz dazu bindet die LRR-Domane der RanGAPs an ein GTPase
gebundenes Ran. An diesen Komplex bindet das Ran-bindende Protein (RanBP) und
induziert die Hydrolyse zu RanGDP. Die dadurch gewonnene Energie wird von

Transportproteinen genutzt um gebundene RNAs und Proteine uber den
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Kernporenkomplex zwischen Zellkern und Zytoplasma hin und her zu transportieren
[37].

Ein Groldteil der RNase Inhibitor Proteine besteht vorwiegend aus Leucin-rich
Repeats. Hier binden diese RNAse A und Angiotensin wodurch sie die Degradierung
von RNA verhindern oder die Angiogenese regulieren [38].

1.2.2 Bekannte Funktionen von NLRP7

Bislang wurde die funktionelle Rolle von NLRP7 in funf verschiedenen Studien
untersucht. Die Untersuchungen beschranken sich hierbei hauptsachlich auf die
angeborene Immunantwort einzelner NLRP7-Domanen nach Zugabe verschiedener
mikrobieller und chemischer Substanzen.

Die Transkription und Synthese eines IL1} Vorlauferproteins (Pro-IL13) wird erst
nach einer immuninduzierten Stimulation (z.B. durch NLRs, TLRs) aktiviert. Das im
Zytosol befindliche Pro-IL16 trifft hier auf die inaktive Form der Caspase-1 (Pro-
Caspase-1). Nach einer Aktivierung der Caspase-1 induziert diese die Abspaltung
des aktiven IL13 von seinem Vorlauferprotein, welches daraufhin in das
extrazellulare Milieu sezerniert wird.

Zwei Studien konnten mittels transienter Transfektion zeigen, das NLRP7 eine
herunterregulierende Wirkung auf das intrazellulare IL13 Vorlauferprotein hat.

In der ersten Studie erklarte man sich die herunterregulierende Wirkung von NLRP7
auf Pro-IL1R als Folge einer gestorten Abspaltung des aktiven IL1R von seinem
Vorlauferprotein. Die Untersuchungen zeigten das NLRP7 sowohl an Pro-IL1[3 als
auch an Pro-Caspase-1 bindet, und dass die durch Caspase-1, ASC und
NLRP1ALRR induzierte Sekretion von IL113 gleichermal3en von NLRP7 inhibiert wird.
Die Arbeitsgruppe schlussfolgerte, dass NLRP7 nach dem Prinzip der negativen
Ruckkopplung eine anti-inflammatorische Rolle einnimmt [39].

In der zweiten Studie geht man hingegen davon aus, dass die Uberexpression von
NLRP7 die Produktion des intrazellularen IL1[3 Vorlauferproteins vermindert bzw.
stort. In den Untersuchungen war die Synthese von Pro-IL1[3 gleichermal3en gestort,
unabhangig davon, welche Domane (PYD, NACHT oder LRR) oder welche
Deletionskonstrukte (APYD, ANACHT, ALRR) von NLRP7 Uberexpremiert wurden
[40]. Weiterhin zeigte diese Studie, dass eine LPS-Stimulierung peripherer
mononuklearer Blut-Zellen (PBMCs) von BiBM-Patienten mit ein oder zwei NLRP7
Mutationen zu einer deutlich verringerten IL1R Sekretion fuhrt.
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Okada et al. untersuchten die funktionelle Rolle von NLRP7 in Testes. Hier konnte
gezeigt werden, dass eine durch siRNA herunterregulierte NLRP7 Expression auch
die unkontrollierte Proliferation einer humanen embryonalen testikularen
Krebszelllinie (Tera-1) reduziert [41]. Diese Daten lieferten eine interessante
Parallele fur die bei der BiBM einhergehende Hyperproliferation des
Trophoblastenepithels. NLRP7 konnte demnach wichtige Funktionen wahrend des
Zellzyklus bzw. wahrend der Zellteilung einnehmen.

Khare et al. konnten zeigen, dass eine Stimulierung mit acetylierten Lipoproteinen
die Entstehung eines NLRP7-Inflammasoms (NLRP7-ASC-Caspase-1) induziert.
(siehe dazu 1.2.3) [42].

Eine aktuelle Studie von Mahadevan et al. untersuchte einen NLRP7 Knock-out in
humanen embryonalen Stammzellen. Hier konnte gezeigt werden, dass der Verlust
von NLRP7 zu einer verfrihten Expression der beiden Trophoblasten-Marker GCM1
(Glial Cells Missing Homolog 1) und INSL4 (Insulin-Like 4) sowie zu einer Erh6hung
der HCG-Werte fuhrt [43]. Diese Ergebnisse bestatigen das klinische Bild der
Blasenmole, in dem ein mutietes NLRP7 zu einer Hyperproliferation des
Trophoblasten mit erhohten HCG-Werten fuhrt.

1.2.3 Das NLRP7 Inflammasom

Manche NLRPs konnen sich zu einem sog. Inflammasom formieren, dies ist ein
hochmolekularer Proteinkomplex, welcher inflammatorische Caspasen und Zytokine
aktiviert und dadurch die angeborene Immunantwort induziert.

Aus der Pyrin enthaltenden NLR-Familie sind NLRP1, NLRP3 und seit kurzem
NLRP7 fur die Formierung eines Inflammasomkomplex bekannt. Zudem wurde
NLRP6 und NLRP12 bislang eine inhibitorische Wirkung zugeschrieben [44].

Die Mehrheit aller NLRPs, mit Ausnahme von NLRP1 und NLRP3, sind als Gen-
Cluster auf dem Chromosom 11p15 (NLRPG, 10 und 14) und auf dem Chromosom
19q13.4 (NLRP2, 4, 5, 7, 8, 9, 11, 12 und 13) lokalisiert, wohingegen NLRP1 auf
dem Chromosom 17p13 und NLRP3 auf Chromosom 1g44 lokalisiert sind [45].
NLRP1 besitzt neben den klassischen vier NLRP-Domanen C-terminal noch die zwei
zusatzlichen Domanen FIIND (Function To Find Domain) und CARD (Caspase
recruitment Domain), wodurch sich der Aktivierungsmechanismus von dem der

anderen Inflammasom-formenden NLRPs unterscheidet [29].
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NLRP1

@0 @ NACHT @NAD [ RR [ FinD ([ CARD

Abb. 1.4: Doméanen-Struktur der NLRP Protein-Familie. Alle NLRPs zeigen die gleiche Vier-
Domanenstruktur: PYD-NACHT-NAD-LRR. Lediglich NLRP10 und NLRP1 variieren: NLRP10 enthalt
keine LRR-Doméne und NLRP1 besitzt C-terminal noch die zwei zuséatzlichen Doméanen FIIND und
CARD (adaptiert von Tschopp et al.2003).

NLRP2

NLRP3

Bei einem Inflammasom fungieren die NLR-Proteine als Sensoren fur PAMPs und
DAMPs. Man geht davon aus, dass die LRR-Domane hierbei die exogenen oder
endogenen Pathogene erkennt. Nach der Stimulation kommt es zu einer
Konformationsanderung in dem inaktiven Protein bei der die zuvor von der LRR-
Doméne verborgene NACHT-Domane freigelegt wird. ATP und Mg®* binden an die
konservierten Sequenzmotive Walker A und Walker B innerhalb der NACHT-Domane
und aktivieren somit den hochenergetischen Prozess der Oligomerisierung. Das
NLRP-Oligomer rekrutiert daraufhin uber die PYD-Domane das
Signaltransduktionsmolekil ASC (apoptosis-associated speck-like protein containing
CARD) welches schliel3lich Uber die CARD-Domane Caspase-1 aktiviert. Die aktive
Caspase-1 induziert dann die Aktivierung und Sekretion von IL1R und IL18
[29,32,35,46].

Bei dem NLRP1-Inflammasom kommt es neben einer ASC-assoziierten Caspase-1
Rekrutierung zu einer direkten Interaktion zwischen der C-terminalen CARD Domane
und der Caspase-5. Der dadurch entstandene Kontakt beider Caspasen fuhrt somit
zu einer Caspase-Aktivierung mit anschlieBender Aktivierung und Sekretion der
Cytokine IL1R und IL18 [29,47].
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Entscheidend bei der Inflammasom-induzierten Immunantwort ist die Spezifitdt der
jeweiligen LRR-Domane. Jedes NLRP erkennt andere PAMPs oder DAMPs die zu
einer Aktivierung und Formierung eines Inflammasoms fuhren. So erkennt die LRR-
Domane von NLRP1 z.B. Muramyldipeptid (MDP), ein Bestandteil der Zellwand in
Mykobakterien und das von dem Erreger B. anthracis produzierte Anthrax-Toxin
[47,48].

Sekretion
Aktivierung

(PAMPs, ~
DAMPs)

Caspl
Caspl

ASC

Autoinhibierung ; 3
S /
Pro-Caspl

Abb. 1.5: Hypothetischer Aktivierungsmechanismus eines NLRP-Inflammasoms. In nicht

stimulierten Zellen befindet sich das NLRP-Protein in einem inaktiven Zustand, indem die LRR
Doméne an der NACHT-Domaéane bindet und dadurch dessen Oligomerisierung verhindert. Sobald die
LRR-Domane spezifische PAMPs oder DAMPs erkennt, kommt es zu einer Konformationsdnderung
und zu einer Freilegung der NACHT-Domane. Durch das Binden von ATP und Mg2+ an der NACHT-
Doméane kommt es zu einer Aktivierung und anschlieenden Oligomerisierung des Proteins. ASC
bindet an die PYD-Domane welche daraufhin die Caspase-1 aktiviert. Die aktive Caspase-1 induziert
die Aktivierung und anschlielende Sekretion von IL-13 (Schema adaptiert von Pétrilli et al.,2007).

Die LRR-Domane von NLRP3 erkennt ebenfalls verschiedene bakterielle
Komponeneten wie z.B. Lipopolysaccharid (LPS), MDP oder auch virale RNA. Hier
geht man aber davon aus, dass der erste Pathogen-Kontakt lediglich die Expression
des Proteins erhoht und erst weitere DAMP-spezifische Signale wie reaktive
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Sauerstoffspezies (ROS), Poren-formende Toxine, oder ein gestorter Kalzium/Kalium
Austausch zu einer Interaktion mit ASC und anschlieBender Inflammasom-
Formierung fuhren [49,50,51,52].

NLRP6 und NLRP12 wurden in Zusammenhang mit Darmentzindungen und
Darmkrebs entdeckt [53,54]. Beiden Proteinen wird eine inhibierende Wirkung
zugeschrieben. So konnte gezeigt werden, dass sie eine TLR-induzierte Aktivierung
von NF-kB unterdricken [44]. Es ist jedoch noch unklar welche Liganden zu einer
Konformationsanderung und einer anschliellenden Inflammasom-Formation flhren.
Zuletzt konnten Khare et al. zeigen, dass die von Mykoplasmen produzierten
diacylierten Lipopeptide die Formierung eines NLRP7-Inflammasoms induzieren [42].

1.2.4 Zellulare Lokalisation und Expression von NLRP7

In Monozyten zeigt das endogene NLRP7 eine diffuse homogene Verteilung im
Zytoplasma welche sich jedoch nach LPS-Stimulierung polarisiert und neben dem
Zellkern mit dem Mikrotubuli-Organisationszentrum kolokalisiert. So fluhrte eine
Behandlung von EBV spezifischen Lymphozyten mit dem Mikrotubuli-
destabilisierenden Agenz Nocodazol zu einer Depolarisierung der Mikrotubuli und
folglich zu einer Fragmentation des NLRP7 Signals [40].

Die Uberexpression von NLRP7 in HEK293T-Zellen zeigte eine diffuse Verteilung
des Proteins im Zytoplasma dessen Signal sich jedoch je nach Intensitat und Menge
des Proteins als punktartige Akkumulation neben dem Zellkern nachweisen lasst
[42].

NLRP7 wird in einer Vielzahl an Geweben expremiert. Dazu gehoren die Leber,
Lunge, Plazenta, Milz, Schilddrise, periphere Blut-Leukozyten, Testes und Ovarien.
[39,41].

Der Zusammenhang zwischen Mutationen in NLRP7 und BiBM, veranlasste eine
Arbeitsgruppe die Expression der 14 verschiedenen NLR-Proteine wahrend der
Gameto- und Embryogenese zu untersuchen. Die Transkripte von NLRP7 wurden in
Keimzellen, Meiose | und Il Oozyten, Spermatozyten und in 2-5 Tage alten Embryos
nachgewiesen [55]. Weiterhin zeigte sich hier, wie die Expression von NLRP7
wahrend der Oogenese stetig sinkt und ihren niedrigsten Wert an Tag 3 der
Embryogenese erreicht. Ab Tag 3 des entwickelnden Embryos kommt es schlieflich
wieder zu einem starken Anstieg der NLRP7 Expression.
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1.3 NLR-Proteine und ihre Rolle in der Fortpflanzung und
Entwicklung

1.3.1 NLRP5

NLRPS (ursprunglich OP1, Mater) war das erste Gen bei dem gezeigt wurde, dass es
eine entscheidende Rolle in der Fortpflanzung von Saugern einnimmt [56]. NLRP5
wurde aus einem Maus-Modell isoliert, das unter einer autoimmun-assoziierten
Oophoritis litt, welche sich aufgrund einer neonatalen Thymektomie entwickelt hatte.
Entnimmt man weiblichen Mausen am dritten Tag nach ihrer Geburt den Thymus
entwickeln diese spontane Autoimmun-Erkrankungen mit organspezifischen
Entzindungen und Lymphozyten-Infiltrationen [57]. In manchen Maus-Stammen
richtete sich der pragnanteste Antikorper gegen die Eizellen und reagierte dort mit
NLRPS. Daraufhin wurden weibliche NLRPS5 -/- Knock-out-Mause erzeugt. Trotz
einer normalen Ovulation und in vivo-Fertilization der Weibchen, stoppte die
embryonale Entwicklung im Zwei-Zell-Stadium.

NLRPS ist Bestandteil spezialisierter cytoplasmatischer Intermediarfilamente in der
Oozyte (CPLs = Cytoplasmic Lattices) die fur die Verteilung von Organellen,
maternalen mRNAs und maternalen Proteinen zustandig sind [58]. Zusatzlich konnte
gezeigt werden, dass NLRP5 auch an den Mitochondrien und den Kernporen einer
Oozyte lokalisiert ist, was als Antwort auf oxidativen Stress wahrend der Eizellen-
Alterung gewertet wird [59].

1.3.2 NLRP2

NLRPZ2 ist das dem NLRP7 am nachsten verwandte humane Gen. Man geht davon
aus, dass beide Gene wahrend der Evolution aus demselben Maus-Ortholog
entstanden sind [45]. Eine Mutation in NLRPZ2 flhrt zu der humanen Imprinting-
Erkrankung Beckwith-Wiedemann Syndrom (BWS). Bislang wurde nur ein einzelner
Fall in einer Familie beschrieben, bei dem die Mutter eine homozygote NLRP2
Frameshift-Mutation an zwei ihrer Kinder weiter verebte, die daraufhin an BWS
erkrankten [60]. Der Fall erweckte eine hohe Aufmerksamkeit aufgrund der
epigenetischen Parallelen zu dem Erscheinungsbild der BiBM (siehe 1.4). Trotzallem,
seit diesem einzelnen Fallbeispiel wurde kein weiterer BWS-Fall mit Mutationen in
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NLRPZ2 beschrieben. Ein NLRPZ2 -/- Knock-out in noch unreifen murinen Oozyten,
fuhrte wie in NLRP5 zu einem embryonalen Arrest im Zwei-Zell-Stadium [61].

1.3.3 NLRP14

Das humane NLRP14 wird ausschlieBlich in Testes expremiert. Eine Studie zeigte
das NLRP14 Mutationen zu Stérungen in der Spermatogenese fuhren [62]. NLRP14
liegt auf dem chromosomalen Locus 11p15 innerhalb dessen sich ein grofes Gen-
Cluster aus monoallelisch expremierten Genen (Imprinting-Loci) befindet (siehe dazu
1.5.1.4). Analysen Uber den genomischen Imprintingstatus von NLRP14 zeigten
jedoch eine biallelische Expression. NLRP14 liegt neben den beiden fur die
Zinkfinger-Proteine ZNF214 und ZNF215 codierenden Regionen die fur Defekte in
der Spermatogenese verantwortlich sind. Westerveld et al. beschrieben vier kausale
heterozygote Missense-Mutationen und eine Stopmutation fur NLRP14. Seither
wurden jedoch keine weiteren Falle beschrieben.

1.4 KH domain containing 3-like (KHDC3L)

KH domain containing 3-like (KHDC3L) wurde 2011 von Parry et al. entdeckt und ist
neben NLRP7 das zweite fur BiBM verantwortliche Gen [63].

KHDC3L liegt auf dem Chromosom 6 und bislang wurden 4 BiBM-assoziierte
Mutationen fur dieses Gen beschrieben (siehe Abb. 1.6). Die Mutationen in KHDC3L
finden sich in 10-14% der BiBM-Patienten ohne NLRP7-Mutation und betreffen
immer beide Allele [64].

KHDC3L
R5K D108Ifs
M1V I100Rfs| | A201G
M1l E97Q
Amino acids 1 40 103 217
Domain KH

Abb. 1.6: Proteinstruktur von KHDC3L mit beschriebenen Mutationen und nsSNPs. KHDC3L
kodiert fir ein 217 Aminosduren groRRes Protein mit einer atypischen KH-Domaéne (griin). Rot:
Patienten mit zwei defekten Allelen. Blau: Sequenzvarianten, ein defektes Allel (meist Missense-
Mutationen) Schwarz: Sequenzvarianten, die auch in der normalen Bevoélkerung zu finden sind.
(Nguyen & Slim, 2014)
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KHDC3L gehort zu der Oozyten- und Embryo-spezifischen KHDC1 (KH homology
domain containing 1) Protein-Familie. Es kodiert fur ein 217 Aminosauren grol3es
Protein mit einer atypischen KH-Domane, welches im Vergleich zu anderen KH-
Domanen-Proteinen nicht die Fahigkeit besitzt RNA zu binden. Zu der humanen
KHDC1 Protein-Familie zahlen KHDC3L, KHDC1, DPPAS5 (developmental
pluripotency associated 5) und OOEP (oocyte-expressed protein) [65]. Reddy et al.
zeigten in einer lymphoblastaren Zelllinie eine Kolokalisation von KHDC3L und
NLRP7 am MTOC und dem Golgi-Apparat. Man geht davon aus, dass beide Proteine

zusammen in einem Proteinkomplex ahnliche oder Uberlappende Funktion ausuben.

1.5 Epigenetik und BiBM

Die Epigentik spielt eine entscheidende Rolle in der Pathologie der Blasenmole. So
zeigt bereits das parentale Ungleichgewicht bei der sporadischen Mole, wie ein
Uberschuss des paternalen (Xp) Chromosomensatz (69,XpXpXm), bzw. das
komplette Fehlen eines maternalen (Xm) Chromosomensatz (46,XpXp) zu Stérungen
in der Embryonalentwicklung und zu einer Hyperproliferation des Trophoblasten
fuhrt. Die Arbeitsgruppe um Surani et al. konnte anhand von nuklearen
Transplantionen in Mausen zeigen, das der paternale Chromosomensatz fur die
Entwicklung des extraembryonalen Gewebe zustandig ist, wahrend der maternale
Chromosomensatz die Entwicklung des Embryos gewahrleistet [66]. Diese
Beobachtungen wurden auch durch die spezifischen Phanotypen androgenetischer
und gynogenetischer Aborte bestatigt. Wahrend Aborte mit einem 69XpXpXm
Genotyp den Phanotyp einer klassischen PHM aufweisen, zeigen 69XmXmXp
Genotypen einen gut entwickelten Embryo mit degeneriertem Trophoblast [67]. Die
beschriebenen Phanotypen einer Blasenmole begrinden sich hier aus dem
Ungleichgewicht der monoallelisch expremierten Gene (,imprinted Genes"), deren

Expression fur gewohnlich auf dem paternalen und maternalen Allel verschieden ist.

1.5.1 Epigenetik

Der menschliche Organismus besteht aus einer Vielfalt von Zellen verschiedener
Gewebetypen. Trotz der identischen genetischen Ausstattung bildet jedes Gewebe

eine Vielzahl von spezialisierten Zelltypen. Die Verschiedenartigkeit der Zellen
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resultiert also nicht aus Veranderungen der Nukleotid-Sequenz, sondern ergibt sich
aus der Aktivitat der verschiedenen Gene in dem jeweiligen Zelltyp. So wird in einer
typischen Zelle nur die Halfte des Genoms aktiv transkribiert und schlieRlich fur die
Produktion eines Proteins verwendet. Dieser universelle Vorgang der Genexpression
fuhrt durch sein differenzielles zeitliches und raumliches Vorkommen zur Entwicklung
der verschiedenen Charakteristika einzelner Zellen. Die spezialisierten
Aktivierungsmuster  bendtigen eine  Vielzahl von potentiell reversiblen
Regulationsmechanismen, welche sich in die beiden Hauptkategorien DNA-
Methylierung und Histon-Modifikationen einteilen lassen.

1.5.1.1 DNA-Methylierung

Einer der groften und vielfaltigsten Bereiche der Epigenetik ist die DNA-
Methylierung. Der bereits in Prokaryoten etablierte Prozess der DNA-Methylierung
dient hier vor allem zum Schutz vor fremden genetischen Material aus z. B. Phagen
oder anderen Prokaryoten. In Eukaryoten ist die DNA-Methylierung neben der
Abwehr von fremder DNA (z.B. Retroviren) zusatzlich eine Kontrolle der
Genexpression, Genrepression, Kontrolle der Differenzierung und Entwicklung von
Zellen, die Erhaltung chromosomaler Integritat, die Verhinderung homologer
Rekombination, Imprinting und vor allem der Onkogenese [68].

Die DNA-Methylierung ist eine kovalente Modifikation der DNA, die jedoch keinen
Einfluss auf die Abfolge der Nukleotide nimmt. Die Methyltransferase katalysiert hier
die Ubertragung einer Methylgruppe von dem Methyldonor S-Adenosyl-L-Methionin
(SAM) auf das funfte Kohlenstoff-Atom des Pyrimidinrings eines Cytosins (5-mC) von
Cytosin-Guanosin-Dinukleotiden (CpGs). Ein Groldteil dieser modifizierten CpGs
befindet sich in repetitiven Sequenzen und den CpG-Inseln [69].

Das DNA-Methylierungsmuster wird mitotisch und meiotisch vererbt. Der Transfer
der Methylgruppe wird hierbei von den DNA-Methyltransferasen (DNMTs) katalysiert.
Der Vorgang der Demethylierung erfolgt hingegen entweder aktiv durch
Demethylasen oder passiv bei mitotischer Teilung ohne ,maintenance“-Methylierung
(Instandhaltungsmethylierung) [70,71]. Die Familie der Methyltransferasen zahlt
sechs Mitglieder mit zum Teil gleichen Funktionen. DNMT1 erhalt das
Methylierungsmuster wahrend der DNA-Replikation und bevorzugt hemimethylierte
DNA als Substrat [68]. DNMT10 ist eine oozyten-spezifische Isoform der DNMT1.

Ihre Deletion fuhrt in mutanten Mausen zum Verlust der maternalen Pragung von
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Genen [72]. Die Methyltransferase DNMT2 ist eine RNA-Methyltransferase welche
uber den Mechanismus einer DNA-Methyltransferase arbeitet. Die DNMT2 besitzt
neben einer nur schwachen DNA-Methylierungsaktivitat die Fahigkeit tRNA zu
methylieren [73]. Die beiden Methyltranferasen DNMT3a und DNMT3b sind
sogenannte De novo-Methyltransferasen. Sie sind fur die Schaffung neuer
Methylierungsmuster verantwortlich. Daher sind sie bei der Entwicklung von Organen
sowie der Differenzierung von Zellen unabdingbar [74]. Die letzte zu beschreibende
Methyltransferase Dnmt3L hat keine eigene Transferaseaktivitat sondern interagiert
mit den beiden anderen Dnmt3-Proteinen und ist essentiell fur die Etablierung des
Imprinting in weiblichen Keimzellen [75].

1.5.1.2 Histonmodifikationen

Chromatin besteht bis zu 50% aus Proteinen, wie z.B. den Histonen. Die Histone
fuhren dazu, dass sich das DNA-Molekul um die Nukleosomen legt. Diese
interagieren zusatzlich mit weiteren Proteinen und fuhren zu einer dichteren Packung
der DNA. Somit spielen sie eine entscheidende Rolle fur die Zuganglichkeit der Gene
durch andere Proteine. Vereinfacht bedeutet dies, dass bei einer dichteren
Chromatinpackung externe Proteine weniger gut mit der DNA interagieren und es
nicht zur Transkription kommen kann [76]. Durch verschiedenste Modifikationen
sowohl in ihren Kerndomanen als auch hauptsachlich in den aminoterminalen
Schwanzbereichen werden die Histone posttranslational durch mehr als 100
Modifikationen beeinflusst. Dazu zahlen Azetylierung, Methylierung,
Phosphorylierung und Ubiquitinylierung [77]. Die Azetylierung der Histone durch die
Histonazetyltransferasen (HATs) bewirkt eine Auflockerung des Chromatins, denn
die positive Ladung der Histone wird durch die negativ geladene Azetyl-Gruppe
aufgehoben. Die Anziehungskrafte zwischen den dadurch neutralisierten Histonen
und dem negativ geladenem Phosphatrickrat des DNA-Strangs werden somit stark
geschwacht. Die DNA wird so fur Proteine zuganglicher, was in den meisten Fallen
zu einer erhdohten Expressionsrate fuhrt. Bei der durch HDACs (Histondeacetylasen)
bewirkten Umkehrung dieser Reaktion kommt es zur Inaktivierung benachbarter
Gene. Weiterhin konnen Methylierungen von Histonen zur Festschreibung eines
inaktivierten Chromatinzustands fuhren oder auch als Bindesignal fur Proteine wirken
und so andere Funktionen vermitteln [75].
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1.5.1.3 Epigenetik in Keimzellen

Bereits 1984 entdeckten McGrath und Solter, dass die paternale DNA (vaterlichen
Ursprungs) und die maternale DNA (mutterlichen Ursprungs) sich voneinander
unterscheiden. Nachdem sie die Nuclei zweier Oozyten in einer Oozyte zu einer
Zygote fusionierten zeigte sich, dass die uniparentalen Embryos nicht lebensfahig
sind und fur eine normale Befruchtung beide Genome, sowohl von dem Vater als
auch von der Mutter notwendig sind [78]. Diese parentalen Unterschiede basieren
auf spezifischen epigenetischen Markierungen (durch DNA-Methylierung, Histon-
Modifikationen) im Genom, die zu einer monoallelischen Expression bestimmter
Gene, sog. ,Imprinted genes” fuhren.Wahrend in den Keimzellen des entwickelnden
Embryos ein geschlechtsspezifisches Imprinting etabliert werden muss, bleibt das
Imprinting in den somatischen Zellen erhalten.

In der Maus entstehen die Keimzellen an Tag 6.5 der embryonalen Entwicklung und
werden als primordiale Keimzellen (Primordial Germ Cells = PGCs) bezeichnet. Hier
konnte gezeigt werden das Bmp4 (Bone Morphogenetic Protein 4) ein
entscheidendes Signalmolekul bei der Entwicklung von PGCs ist [79]. Embryos mit
einem Bmp4 -/- Knock-out sind nicht in der Lage PGCs auszubilden. Bestimmte
embryonale Zellen senden das Bmp4-Signal an benachbarte Zellen, welche sich
daraufhin zu PGCs entwickeln. In dem weiteren Verlauf der PGC-Entwicklung
induziert Bmp4 die Expression des transkriptionellen Repressor Blimp-1 (B
lymphocyte-induced maturation protein-1) [80]. Blimp-1 unterdrickt schliel3lich die
Expression von differenzierungsspezifischen Homeobox-Genen und verhindert
dadurch eine Ausdifferenzierung der noch somatischen Zellen wahrend der
Embryogenese [81]. Das epigenetische Profil der sich entwickelnden Keimzellen ist
zu diesem Zeitpunkt noch identisch zu dem der somatischen Zellen in dem
entwickelnden Embryo. An Tag 7.5 der Entwicklung wandern die PGCs an ihren
Bestimmungsort, die Genitalleiste. Auf dem Weg dorthin kommt es zu den ersten
epigenetischen Veranderungen innerhalb der Zelle. Die Methylierung an den CpGs
geht langsam verloren, wahrend die Methylierung an verschiedenen Histonen
ansteigt [82]. Erreichen die PGCs die Genitalleiste kommt es zu einer zweiten
Demethylierungswelle, welche schliellich die Methylierung der paternal und maternal
gepragten Regionen entfernt [83]. Dieses komplette Ausloschen des parentalen
Imprinting-Musters ist essentiell fur den sich entwickelnden Embryo, da somit ein
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dem Geschlecht entsprechendes neues Imprinting-Muster in den Keimzellen etabliert
werden kann. Der Zeitpunkt fur die Etablierung des neuen Imprints ist ebenfalls
geschlechtsspezifisch. In mannlichen Embryos startet die DNA-Methylierung der
Keimzellen noch vor der Meiose und endet vor der Geburt, wobei das Imprinting-
Muster der weiblichen Keimzellen sich erst nach der Geburt entwickelt und nach
Abschluss der Meiose | endet. Der genaue molekulare Mechanismus wie es zu der
Erkennung der spezifischen Imprinting-Regionen kommt ist jedoch bis heute
ungeklart. Man geht davon aus, dass eine aktive Transkription den Ort und die Zeit
der Methylierung an Imprinting-spezifischen Regionen bestimmt, welche wiederum
durch Faktoren wie z.B. die GroRe der Oozyte koordiniert wird [84].

Im Gegenteil zu den somatischen Zellen durchlaufen Keimzellen eine
Reduktionsteilung die sog. Meiose bei der die Tochterzellen (Spermazelle oder
Oozyte) nur die Halfte des parentalen Chromosomenguts erhalten. Auch hier zeigte
sich wie wichtig bestimmte epigenetische Markierungen fur die Verteilung der
Chromosomen sind. Fehlt z.B. die Histon-Methyltransferase PRDM9, fuhrt dies
sowohl in der mannlichen als auch in der weiblichen Gametogenese zu Storungen in
der Synapse und der homologen Rekombination [85]. PRDM9 modifiziert Histon 3 an
Lysin 4 (H3K4) mit einer Methylgruppe und induziert dadurch eine Auflockerung des
Chromatins. Auch die Histon-Azetylierung ist unerlasslich bei der Segregation der
Chromosomen. So ermdoglicht eine Inhibierung der Histon-Deazetylierung zwar eine
normale Befruchtung der Oozyte, dennoch sinkt die Anzahl der Lebendgeburten um
bis zu 50%, die mit einer gravierenden Fehlverteilungen der Chromosomen
einhergehen [86].

Eine funktionale DNA-Methylierung, Histon-Methylierung und Histon-Azetylierung ist
daher essentiell fur die korrekte Reifung der mannlichen und weiblichen Gameten.

1.5.2 Deregulation multipler Imprinting-Loci bei BiBM

Das bezeichnende Merkmal einer biparentalen Blasenmole ist der trotz
nachweisbaren maternalen und paternalen Chromosomensatz, identische Phanotyp
zu einer sporadischen Mole. Dies fuhrte zu der Hypothese, dass die fur BiBM
verantwortlichen Gene NLRP7 und KHDC3L wichtige Funktionen in der Etablierung
oder Erhaltung des Imprinting ausuben konnten.
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DMR Chr KHDC3L NLRP7 Conclusion
Reference [47] [23] [54] [55] [23]

Patient ID L1 4&6 HM70 & HM73 S4

Number of HMs (n) n=1 n=2 n=2 n=2 n=1

Maternal methylated

KCNQIOTH 11 -——- - - - -
SNRPN’ 15 - - == -——= -
PEGI 7 - -
PEG3 19 - -—- -—- -—-
GNAS-14“ 20 -—- -—- -—-
GNAS-AS 20 -——= Complex Inconcl.
GNAS-XLaS”® 20 Normal Normal Normal
ZAC* 6 - - -
PEGIO“ 7 Normal, — — Normal Normal
Paternally methylated

HI9¢ 11 Normal +, ++ Normal Inconcl.
GNAS-NESP55" 20 +++ - +++ € -+ -+

Abb. 1.7: Zusammenfassung BiBM-assoziierter Imprinting-Analysen. Insgesamt vier Studien
untersuchten die Methylierung einer Vielzahl von Imprinting-Loci in BiBMs von Patientinnen mit zwei
Defekten Allelen in NLRP7 oder KHDC3L. Unterschiedliche Ergebnisse bei zwei untersuchten BiBMs
sind mit einem Komma getrennt. ® = primarer Imprint, ® = sekundarere Imprint. Referenzen: 47 =
Judson et al. 2002, 23 = Hayward et al. 2009, 54 = El-Maarri et al. 2003, 55 = Kou et al. 2008.
(Nguyen & Slim, 2014)

Wir und drei andere Gruppen untersuchten die DNA-Methylierung von verschiedenen
primaren und sekundaren Imprinting-Genen in insgesamt acht BiBMs, deren
Patientinnen je zwei defekte Allele in NLRP7 oder KHDC3L aufwiesen (Abb. 1.7).

Die erste Studie von Judson et al. untersuchte insgesamt neun verschiedene
Imprinting-Loci innerhalb einer Blasenmole (Abb. 1.7 Ref.47: [87]). Die Patientin
stammt aus einer konsanguinen pakistanischen Familie (Familie L1) mit einer, wie
sich erst Jahre spater herausstellte, homozygoten Missense-Mutation in dem Codon1
von KHDC3L [63]. Sechs von sieben maternal methylierten DMRs zeigten einen
Verlust in der Methylierung, wahrend es bei einem von zwei paternal methylierten
Imprinting-Loci (NESP55) zu einer Zunahme der Methylierung kam. Der paternal
methylierte Lokus H79 zeigte hingegen eine normale Methylierung. Diese Diskrepanz
zwischen den beiden paternal methylierten Loci gab erste Hinweise daruber, dass
der Defekt nicht wahrend der mannlichen Gametogenese auftritt. H79 ist ein primarer
Imprint der wahrend der mannlichen Gametogenese etabliert wird, wahrend NESP55
als sekundarer Imprint erst nach der Befruchtung in der Blastozyste etabliert wird.

Insgesamt zeigten die maternalen Loci in dieser Studie sowohl bei den primaren als
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auch bei den sekundaren Imprints einen generellen Methylierungs-Verlust, was als
Hinweis fur einen Defekt in der weiblichen Gametogenese sprechen wurde.

Eine spatere Studie von Hayward et al. untersuchte neben zwei Blasenmolen der
bereits von Judson et al. untersuchten Patientin (Familie L1), eine Blasenmole von
einer Patientin mit einer homozygoten Missense-Mutation in NLRP7 (L398R). Die
Patientin litt insgesamt unter 14 BiBMs ohne eine familiare Vorgeschichte (Abb. 1.7
Ref. 23: [21]).

Fir beide Patientinnen zeigte sich in dem untersuchten Gewebe auf den maternalen
Imprinting-Loci KCNQ10T1 und ZAC ein Verlust der Methylierung und auf dem
paternalen Imprinting-Lokus NESP55 eine Zunahme der Methylierung. Lediglich der
maternale Imprinting-Lokus PEG10 zeigte einen nur leichten Verlust der
Methylierung in einer der beiden BiBMs der KHDC3L-Patientin (Familie L1), wahrend
die anderen beiden BiBMs auf diesem Lokus unauffallig waren.

Zwei weitere Studien, unter anderem unsere Arbeitsgruppe, untersuchten den
Imprinting-Status von insgesamt vier verschiedenen BiBMs in vier verschiedenen
Patientinnen mit zwei defekten Allelen in NLRP?7.

Hierbei untersuchte unsere Gruppe die vier verschiedenen Imprinting-Loci H79,
NESP55, PEG3 und SNRPN zweier BiBMs, deren Patientinnen Schwestern in der
konsanguinen Familie MoLb1 sind (Abb. 1.7 Ref. 54: [88]). Mit Hilfe eines ,Single
Nucleotide Polymorphisms® (SNPs) konnte unsere Arbeitsgruppe zwischen dem
paternalen und maternalen Allel unterscheiden und zeigte erstmals, dass der
Imprinting-Defekt speziell das maternale Allel betrifft. Die beiden maternal
methylierten Imprinting-Loci  SNRPN und PEG3 zeigten einen Verlust der
Methylierung auf dem maternalen Allel, wahrend die paternal methylierten DMRs
H19 und NESP55 eine eindeutige Zunahme der Methylierung auf dem maternalen
Allel aufwiesen.

Kou et al. untersuchten zwei BiBMs zweier Patientinnen aus Mexiko (HM70 &
HM73). Beide Patientinnen haben die gleiche Missense-Mutation in NLRP7 (L750V;
HM73 homozygot, HM70 heterozygot) und sind ohne familidare Vorgeschichte flr
BiBMs. Die BiBMs beider Patientinnen zeigten eine verminderte Methylierung auf vier
von sechs maternal methylierten DMRs, wahrend die paternale Methylierung des
sekundaren Imprints von NESPS5 sich signifikant erhoht zeigte (Abb. 1.7 Ref. 55:
[22]).
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Zusammenfassend zeigen BiBMs eine abnormale Methylierung an multiplen
Imprinting-Loci des maternalen Allels, die entweder wahrend der Oogenese oder

Embryogenese entstanden sind.

1.6 Die Zwei Treffer-Hypothese

Trotz vieler Daten weild man bis heute nicht welche Rolle NLRP7 in der Oozyte hat,
und ob sich bestimmte immunspezifische Funktionen auf das Krankheitsbild
auswirken.

Gerade deswegen hat sich in der Literatur die Theorie eines sog. Zwei-Treffer
Mechanismus wahrend der Entwicklung einer BiBM verbreitet.

Man geht davon aus, dass Oozyten von Patienten mit einer NLRP7-Mutation bereits
mehrere Defekte aufweisen die den Embryo bereits in der fruhen Entwicklung an
seinem Wachstum hindern (Treffer 1). Aufgrund einer gestorten Immunantwort wird
die abnormale Schwangerschaft onne Embryo von dem Immunsystem nicht erkannt
und abgestolRen, so dass es zu einer hyperproliferativen Degeneration der
Chorionzotten kommt (Treffer 2).
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1.7 Zielsetzung und Vorgehen

Mutationen in NLRP7 sind die Ursache fur die Pathogenese von biparentalen
Blasenmolen. Der dafur verantwortliche molekulare Mechanismus ist jedoch bis
heute ungeklart. Multiple abnormale Imprintingmuster in den untersuchten
biparentalen Blasenmolen lassen vermuten, dass NLRP7 eine Komponente in einem
Methylierungsmechanismus in trans darstellt.

Die meisten funktionellen Untersuchungen mit NLRP7 konzentrieren sich jedoch
hauptsachlich auf die immunspezifischen Aufgaben des Proteins, was unter anderem
daran liegt, dass in der Maus kein NLRP7-Homolog existiert.

Eine Intradoman-spezifische Hefe Di-Hybrid-Analyse von NLRP7 soll den fur diese
Proteinfamilie bekannten Prozess der Aktivierung und Oligomerisierung darstellen
und helfen den moglichen Einfluss drei BiBM-assoziierter Missense-Mutationen und
eines non-synonymen SNP (nsSNP) auf diesen Prozess zu untersuchen. Weiterhin
soll mittels transienter Transfektion die zellulare Lokalisation dieser Mutationen im
Vergleich zu der Lokalisation des Wildtyp-Proteins in HEK293T-Zellen untersucht

werden.

Da NLRP7 keine DNA-Bindedomane enthalt oder vergleichbare Funktionen bzw.
Domanen mit Methyltransferasen teilt, soll eine Suche nach potentiellen NLRP7-
Interaktionspartnern helfen, mdgliche imprintingspezifische nukleare Signalwege
aufzuspuren. Mit Hilfe einer Hefe Di-Hybrid-Analyse zwischen NLRP7 und zwei
verschiedenen Transkriptbibliotheken (normalisiert und ovariell) sollen maogliche
Interaktionspartner identifiziert und verifiziert werden. Potentielle Interaktionen sollen
mittels Immunoprazipitation und konfokaler Mikroskopie in HEK293T-Zellen bestatigt

werden.
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2 Material und Methoden

Die beschriebenen Versuchsansatze wurden in molekularbiologischen Laboren der
Sicherheitsstufe S1 mit der dafur Ublichen Ausstattung durchgefuhrt. Alle
Chemikalien wurden in den hochsten Reinheitsgraden bestellt und bei Verwendung
spezieller Materialien bzw. Chemikalien wurde gesondert auf den Hersteller bzw. die

Bezugsquelle hingewiesen.

2.1 Material

2.1.1 Reagenzien und Chemikalien

Name Hersteller
Acetonitril Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Agar BD Biosciences (Heidelberg, Deutschland)
Agarose Biozy.m Scientific GmbH

(Hessisch Oldendorf, Deutschland)
Ampicillin Sigma-Aldrich (Miinchen, Deutschland)
Bacto Yeast Extract (Hefeextrakt) BD Biosciences (Heidelberg, Deutschland)
R-Mercaptoethanol Merck (Darmstadt, Deutschland)
CDP-Star Chemiluminescent Substrate | Sigma-Aldrich (Miinchen, Deutschland)
ddTTP Fermentas (St. Leon-Rot, Deutschland)
ddCTP Fermentas (St. Leon-Rot, Deutschland)
dNTPs Fermentas (St. Leon-Rot, Deutschland)
dH20 (Deionisiertes Wasser) Merck (Darmstadt, Deutschland)
DMSO (Dimethylsulfoxid) Sigma-Aldrich (Miinchen, Deutschland)
DO-Supplement -LEU Clontech (Saint-Germain-en-Laye, Frankreich)
DO-Supplement -TRP Clontech (Saint-Germain-en-Laye, Frankreich)
DO-Supplement -LEU/-TRP Clontech (Saint-Germain-en-Laye, Frankreich)
DO-Supplement -LEU/-TRP/-HIS Clontech (Saint-Germain-en-Laye, Frankreich)
DO-Supplement -LEU/-TRP/-HIS/-ADE | Clontech (Saint-Germain-en-Laye, Frankreich)
DTT (Dithiothreitol) Sigma-Aldrich (Minchen, Deutschland)
Dulbecco’s PBS PAA Laboratories GmbH
(1x, ohne Ca®* und Mg*) (Célbe, Deutschland)
Eisessig Merck (Darmstadt, Deutschland)
Ethanol Merck (Darmstadt, Deutschland)
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Ethidiumbromid

Roth (Karlsruhe, Deutschland)

FBS/Sera plus (Fetales Kalberserum)

PAN Biotech GmbH
(Aidenbach, Deutschland)

Glycin Merck (Darmstadt, Deutschland)
s . Applied Biosystems
Di Formam
HIDi Formamid (Darmstadt, Deutschland)
Kanamycin Sigma-Aldrich (Miinchen, Deutschland)

Lithium-Acetat

Sigma-Aldrich (Miinchen, Deutschland)

Luminol

Sigma-Aldrich (Miinchen, Deutschland)

MEM with Earls Salts

PAA Laboratories GmbH
(Colbe, Deutschland)

Methanol

Merck (Darmstadt, Deutschland)

Minimal SD Agar Base

Clontech (Saint-Germain-en-Laye, Frankreich)

Minimal SD Base

Clontech (Saint-Germain-en-Laye, Frankreich)

Natriumacetat (NaAc)

Merck (Darmstadt, Deutschland)

NEAA
(Nicht essentielle Aminosauren)

PAA Laboratories GmbH
(Colbe, Deutschland)

N,N-Dimethylacrylamide (DMA)

Sigma-Aldrich (Minchen, Deutschland)

Natriumhydroxid (NaOH)

Merck (Darmstadt, Deutschland)

NativePAGE Running Buffer (20x)

Invitrogen/Life Technologies
(Darmstadt, Deutschland)

NativePAGE Cathode Additive (20x)

Invitrogen/Life Technologies
(Darmstadt, Deutschland)

NuPAGE LDS Sample Buffer (4x)

Invitrogen/Life Technologies
(Darmstadt, Deutschland)

NuPAGE Sample Reducing Agent

Invitrogen/Life Technologies
(Darmstadt, Deutschland)

NuPAGE Transfer Buffer (20x)

Invitrogen/Life Technologies
(Darmstadt, Deutschland)

Paraformaldehyd (PFA)

Sigma-Aldrich (Minchen, Deutschland)

Pen/Strep
(Penicillin/Streptomycin 100 x)

PAA Laboratories GmbH
(Colbe, Deutschland)

Proteaseinhibitor (compete mini)

Roche Applied Science
(Mannheim, Deutschland)
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Polyethylene-Glycol (PEG 4000)

Sigma-Aldrich (Miinchen, Deutschland)

SDS

Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Streptavidin Sepharose High
Performance

GE Healthcare (Buckinghamshire, UK)

Triethylammoniumacetat (TEAA)

Transgenomics (Glasgow, UK)

TO-PRO-3 lodide (642/661) in DMSO

Invitrogen/Life Technologies
(Darmstadt, Deutschland)

Tris

Sigma-Aldrich (Miinchen, Deutschland)

Tris-Glycine SDS Gele,
Ladepuffer und Laufpuffer

Bio-Rad (Miinchen, Deutschland)

Triton X-100

Sigma-Aldrich (Minchen, Deutschland)

Trypton/Pepton

BD Biosciences (Heidelberg, Deutschland)

Tween 20

Sigma-Aldrich (Minchen, Deutschland)

Vectashield Mounting Medium

Vector Labs (Burlingame, US)

Whatman Westran PVDF membran

Sigma-Aldrich (Minchen, Deutschland)

YPD Agar Medium

Clontech (Saint-Germain-en-Laye, Frankreich)

YPD Medium

Clontech (Saint-Germain-en-Laye, Frankreich)

2.1.2 Laborgerate

Name

Hersteller

ANTAES 48/72 Sterilbank

BIOHIT (Rosbach, Deutschland)

Autoklav (2540L)

Systec (Wettenberg, Deutschland)

FluorChem SP

Biozym Scientific GmbH (Oldendorf, Deutschland)

Gel Doc XR (Geldokumentation)

Bio-Rad (Miinchen, Deutschland)

COgz-Inkubator (Zellkultur)

Nunc (Langenselbold, Deutschland)

HPLC (WAVE DNA Fragment
Analyse System)

Transgenomics (Glasgow, UK)

Induce Il Inkubator

MMM Munchener Medizin Mechanik GmbH
(Planegg, Deutschland)

Konfokales Mikroskop Olympus
Fluoview FV 1000

Olympus (Tokyo, Japan)

Mini-Protean Tetra Cell & Mini
Trans-Blot

Bio-Rad (Miinchen,Deutschland)
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pH-Meter Knick (Berlin, Deutschland)
Photometer (Nanodrop 3300) Thermo Scientific (Waltham, US)
Pipette

(Reference 10 pl, 100 pl, 1000 pl,
Research Mehrkanal 100 pl)

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

PowerPac HV Power Supply

Bio-Rad (Miinchen,Deutschland)

Pyrosequenzierer (PSQ96MA)

Biotage AB (Uppsala, Schweden)

Sequenziergerat 3130x| Genetic
Analyzer

Applied Biosystems (Darmstadt, Deutschland)

Thermocycler (T1, T3, T3000)

Biometra (Gottingen, Deutschland)

Thermomixer comfort

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Waage (PM2000)

Mettler (GieRen, Deutschland)

X Cell Sure Lock Mini Cell &
X Cell Il Blot

Invitrogen/Life Technologies
(Darmstadt, Deutschland)

Zentrifuge

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
Sigma Laborzentrifugen GmbH
(Osterode am Harz, Deutschland)

2.1.3 Verbrauchsmaterialien

Material

Hersteller

1,5 ml / 2 ml Reaktionsgefale

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

15 ml / 50 ml Rohrchen

Greiner Bio-One GmbH
(Frickenhausen, Deutschland)

Cellstar 6 Well Cell Culture Plate

Greiner Bio One GmbH
(Frickenhausen, Deutschland)

Kryorohrchen 2 ml

Corning B.V. Life Sciences (Amsterdam,
Niederlande)

Stripette 5 ml/ 10 ml / 25 ml Costar

Sigma-Aldrich (Minchen, Deutschland)

Tissue Culture Dish 100 mm

Sarstedt (Nimbrecht, Deutschland)

Pipettenspitzen

Sarstedt (Nimbrecht, Deutschland)

Objekttrager (26 x 76mm)

Labomedic (Bonn, Deutschland

Deckglaser (24 x 60mm)

Labomedic (Bonn, Deutschland

Deckglaser rund (15mm)

Labomedic (Bonn, Deutschland

Mini Proteian TGX Gele 10%
10-well

)
)
)
)

Bio-Rad (Miinchen,Deutschland

NativePAGE Novex 4-16% Bis-Tris

Gele

Invitrogen/Life Technologies
(Darmstadt, Deutschland)
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NuPAGE Novex 4-12% Bis-Tris

Gele

Invitrogen/Life Technologies
(Darmstadt, Deutschland)

2.1.4 Kommerzielle Anwendungs-Kits

Name

Hersteller

Anti-FLAG M2 Affinity Gel

Sigma-Aldrich (Minchen, Deutschland)

BigDye Terminator v3.1
Cycle Sequencing Kit

Applied Biosystems (Darmstadt, Deutschland)

DNeasy Blood & Tissue Kit

QIAGEN (Hilden, Deutschland)

EZ DNA Methylation-Gold
Kit

ZYMO Research (Irvine, US)

Lipofectamine 2000

Invitrogen/Life Technologies (Darmstadt, Deutschland)

Pyro Gold Reagents

QIAGEN (Hilden, Deutschland)

QIAprep Gel Extraction Kit

QIAGEN (Hilden, Deutschland)

QlAprep Spin Miniprep/

QIAGEN (Hilden, Deutschland)

Midiprep Kit

NativePAGE Sample Prep

Kit

Invitrogen/Life Technologies (Darmstadt, Deutschland)

2.1.5 Vektoren

Die Vektorkarten der jeweiligen Plasmide befinden sich in Anhang A.3.

Name Verwendungszweck Hersteller
Gateway-Klonierung Invitrogen/Life Technologies

PDONR 201 (Entry-Vektor) (Darmstadt, Deutschland)
Yeast-Two-Hybrid Clontech (Saint-Germain-en-

PGBKT7 (Gal4-System) Laye, Frankreich)

0GADT? Yeast-Two-Hybrid Clontech (Saint-Germain-en-

(Gal4-System)

Laye, Frankreich)

pcDNAS3.1/myc-His B

Immunoprazipitation

Invitrogen/Life Technologies
(Darmstadt, Deutschland)

pcDNAS3.1/Flag

Immunoprazipitation

Invitrogen/Life Technologies
(Darmstadt, Deutschland)

pEGFP-C1

Konfokale Mikroskopie

Clontech (Saint-Germain-en-
Laye, Frankreich)

pDsRED2-N1

Konfokale Mikroskopie

Clontech (Saint-Germain-en-
Laye, Frankreich)

32




2. Material und Methoden

2.1.6 Langenstandards

Name

Hersteller

GeneRuler 100 bp DNA Ladder | Fermentas (St. Leon-Rot, Deutschland)

GeneRuler 1kb DNA Ladder Fermentas (St. Leon-Rot, Deutschland)

Precision Plus Protein Dual

Color Standards

Bio-Rad (Miinchen, Deutschland)

NativeMARK ™Unstained Protein | Invitrogen/Life Technologies

Standard

(Darmstadt, Deutschland)

2.1.7 Puffer und Losungen

Auftragspuffer
fur Agarosegele (4x)

40 % w/v Saccharose

0,1 % w/v Xylencyanol

0,1 % w/v Bromphenolblau

auf 100 ml mit TAE-Puffer auffullen

Dream Taq Puffer (1x)

100 pl 10 x Dream-Puffer
80 pl Nukleotidstammlsg. (Endkonzentration 2,5 mM)
720 pl Aqua. Dest

EtOH-Acetat-Losung

0,1 M NaAc pH 4,6
75 % viv EtOH

Losung A 0,1 M Tris-HCI
(HRP-Detektion) 25 mg Luminol
Losung B 11 mg Hydroxycumarinsaure
(HRP-Detektion) in 10 ml DMSO

150 mM NacCl

Nonidet-P40

1% NP-40 / Triton 100
50 mM Tris, pH 8,0

PFU-Puffer (1x)

100 pl 10 x PFU-Puffer
80 pl Nukleotidstammlsg. (Endkonzentration 1,25 mM)
720 pl Aqua. Dest

~otripping” Puffer

15 g Glycin
1 g SDS
10 ml Tween 20
pH 2,2 einstellen und auf 1000 ml mit Aqua dest. Aufflllen

TAE (50x)

0,5 M EDTA pH 8,0
2 M Tris
1 M Eisessig

Erst EDTA in 100 ml Aqua dest. Losen und pH-Wert
einstellen, dann 900 ml mit den anderen Chemikalien
versetzen und die Volumina mischen.
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0,1 M Tris
TBS (10%) 1,5 M NaCl

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

250 mM Tris (pH 8,3)
Transferpuffer (10x) 1,92 M Glycin

1% w/v SDS
2.1.8 Enzyme
Name Hersteller

BP Clonase Il Enzym Mix

Invitrogen/Life Technologies (Darmstadt,
Deutschland)

Dream Tag DNA Polymerase

Fermentas (St. Leon-Rot, Deutschland

)
Dpnl Fermentas (St. Leon-Rot, Deutschland)
Exol Fermentas (St. Leon-Rot, Deutschland)
FastAP Fermentas (St. Leon-Rot, Deutschland)

Hotfire Taq Polymerase

Solis Biodyne (Tartu, Estland)

iproof DNA Polymerase

Bio-Rad (Miinchen, Deutschland)

LR Clonase Il Enzym Mix

Invitrogen/Life Technologies (Darmstadt,
Deutschland)

Phusion High-Fidelity DNA
Polymerase

Finnzymes/Thermo Scientific
(Vantaa, Finnland)

Pfu Turbo DNA Polymerase

Agilent Technologies (Boblingen, Deutschland)

TERMI Polymerase

Solis Biodyne (Tartu, Estland)

2.1.9 Primarantikorper

Name Verdiinnung Hersteller
Anti-c-Myc (rabbit) WB: 1:500 Sigma-Aldrich
(Minchen, Deutschland)
Anti-c-Myc-HRP (mouse) WB: 1:2500 Miltenyi Biotech (Bergisch
Gladbach, Deutschland)
Anti-Flag M2 (mouse) WB: 1:500 Sigma-Aldrich (Miinchen,
Deutschland)
Anti-Flag M2-AP (mouse) WB: 1:1000 Sigma-Aldrich
(Minchen, Deutschland)
Anti-NLRP7 (goat) IF:1:100 Santa Cruz Biotechnology

(Heidelberg, Deutschland)
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Anti-26s Proteasome (mouse) | IF: 1:100 Abcam
(Cambridge, UK)
Anti-ubiquitin (mouse) IF:1:100 Santa Cruz Biotechnology
(Heidelberg, Deutschland)
Anti-PLZF/ZBTB16 (mouse) IF: 1:100 Santa Cruz Biotechnology
(Heidelberg, Deutschland)
Anti-y-tubulin (mouse) IF:1:100 Santa Cruz Biotechnology
(Heidelberg, Deutschland)
Anti-Vimentin (rabbit) IF: 1:100 Santa Cruz Biotechnology

(Heidelberg, Deutschland)

21.10 Sekundarantikorper

Name Verdinnung Hersteller

Anti-mouse 1gG2,-HRP (goat) | WB: 1:4000 Santa Cruz Biotechnology
(Heidelberg, Deutschland)

Anti-mouse IgG (goat)- IF: 1:1000 Invitrogen/Life Technologies

Alexa Fluor 488 (Darmstadt, Deutschland)

Anti-mouse IgG (donkey)- IF: 1:1000 Invitrogen/Life Technologies

Alexa Fluor 555 (Darmstadt, Deutschland)

Anti-rabbit 1gG (goat)- IF: 1:1000 Invitrogen/Life Technologies

Alexa Fluor 555 (Darmstadt, Deutschland)

Anti-rabbit IlgG-HRP (donkey) | WB: 1:4000 Santa Cruz Biotechnology
(Heidelberg, Deutschland)

21.11 Verwendetes biologisches Material

Name Firma/Hersteller

E. coli DHba, Invitrogen/Life technologies

Library Efficiency DH5a Competent Cells

(Darmstadt, Deutschland)

HEK293T (human embryonic kidney cells)

DMSZ (Braunschweig, Deutschland)

One Shot TOP10
Chemically Competent E. coli

Invitrogen/Life Technologies
(Darmstadt, Deutschland)

Hefestammm AH109

Clontech (Saint-Germain-en-Laye,
Frankreich)
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2112 Medien fur Bakterienkultur

DH5alpha
LB-Medium:
Trypton/Pepton 10 g/L
Bacto Yeast Extract 5 g/L
NaCl 5g/L
Der Ansatz wird mit Wasser bidest. aufgefullt und autoklaviert. Nach Abkuhlen auf
mindestens 50°C werden die entsprechenden Antibiotika in einer Endkonzentration

von 50 pg/ml zugeben.

LB-Platten:
Trypton/Pepton 10 g/L
Hefeextrakt 54g/L
NaCl 5g/L
Agar 15 g/L

Der Ansatz wird mit Wasser bidest. aufgefullt und autoklaviert. Nach Abkuhlen auf
mindestens 50°C werden die entsprechenden Antibiotika (Endkonzentration
50 pg/ml) zugeben und in Petrischalen gegossen. Die ausgeharteten Platten werden

bei 4°C gelagert.

Bakterienstock:

Die Vorkultur (5 ml) wird abzentrifugiert, das Pellet in 730 pl frischem LB-Medium
resuspendiert und in Kryorohrchen tberfuhren. Des Weiteren wurde 130 pl Glycerol
hinzugefugt und die Glycerolstocks bei -80°C gelagert.

2113 Medien fur Hefekultur
YPD-Medium:
YPD-Medium 50 g/L

YPD-Agar-Medium:
YPD-Agar-Medium 70 g/L
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SD-Agar-Platten (SD low):
Minimal SD Agar-Base 46,7 g/L
-Leu/-Trp DO Supplement 0,64 g/L

SD-Agar-Platten (SD med):
Minimal SD Agar-Base 46,7 g/L
-Leu/-Trp/-His DO Supplement 0,62 g/L

SD-Agar-Platten (SD high):
Minimal SD Agar-Base 46,7 g/L
-Leu/-Trp/-His/-Ade DO Supplement 0,60 g/L

2.1.14 Medien fur Zellkultur

HEK293T

Expressionsmedium:
MEM-Medium 500 ml
FBS 50 ml (10%)
NEAA 5ml (1%)
Penicillin/ Streptomycin 5 ml (1%)

Transfektionsmedium:
MEM-Medium 500 ml

2115 Oligonukleotide

Alle verwendeten Oligonukleotide wurden bei der Firma Eurofins hergestellit.
Die Primersequenzen befinden sich in Anhang A.2.
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2.1.16 Programme

- Chimera (http://www.cgl.ucsf.edu/chimera/)

- Geneious R6 (http://www.geneious.com/)

- GraphPad PRISM (http://www.graphpad.com/)

- ITASSER (http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/)
- MOLPROBITY (http://psb.kobic.re.kr/molprobity/public _html/)
- MZ-Dock (http://zdock.umassmed.edu/m-zdock/)

- YASARA (http://www.yasara.org/)
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2.2 Methoden
2.2.1 Molekularbiologische Methoden

2.2.1.1 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Kary Mullis entwickelte 1983 die Polymerasekettenreaktion (engl. polymerase chain
reaction, PCR) zur exponentiellen Vervielfaltigung spezifischer Nukleinsauren
[89,90].Bei dieser Methode macht man sich die Eigenschaft der DNA-Polymerase
zunutze, welche doppelstrangige DNA an ihrem freiem 3"OH-Ende verlangert. Diese
Situation kann kuanstlich durch kurze Oligonukleotide (Primer) erzeugt werden, die
komplementar zu einem bestimmten DNA-Abschnitt sind. Zwei Primer (jeweils fur
den sense- und antisense-Strang) legen somit den Start- sowie Endpunkt des zu
amplifizierenden DNA-Stranges fest.

In der Regel besteht jeder PCR-Zyklus aus den drei Schritten Strangtrennung,
Hybridisierung der Primer und DNA-Synthese. Im ersten Schritt werden die Strange
des ursprunglichen DNA-Molekuls getrennt indem man den Ansatz fur 30 Sekunden
zwischen  92-98°C  erhitzt  (,Denaturierung®).  AnschlieBend wird das
Reaktionsgemisch schnell auf eine Primer-spezifische Temperatur (zwischen
50-62°C) abgekuhlt, damit die Primer mit einem 3°-Ende eines DNA-Stranges
hybridisieren konnen (,Annealing®). Schliellich erfolgt die DNA-Synthese bei 72°C,
der optimalen Reaktionstemperatur der Tag-DNA-Polymerase (aus dem
thermophilen Bakterium Thermus aquaticus), die beide Primer in Richtung der
Zielsequenz, von 5 nach 3" verlangert (,Elongation®). Die Zielsequenz wird so
exponentiell amplifiziert. Im Idealfall entsteht nach n Zyklen die 2" -fache
Produktmenge.

Neben der zu amplifizierenden DNA werden ein Primerpaar (,forward“ und ,reverse®),

alle vier Desoxyribonucleosidtriphosphate (dNTPs), eine Pufferldsung, Mg**-lonen
und eine hitzestabile DNA-Polymerase fur die Amplifikation benétigt.
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PCR-Ansatz: PCR-Programm:
24yl 1x PCR-Puffer 95°C 5 min
je 0,5yl 20 pmol Primer 95°C 30s
(,forward®“ und ,reverse®) 50 - 62°C 30s 25-30 x
0,2 yl Taq - Polymerase 72°C 1 min/kb
20-100ng DNA 72°C  5min
4°C

2.2.1.2 Gezielte Mutagenese

Die PCR kann auch dazu genutzt werden, um einen gezielten Nukleotidaustausch in
der DNA durchzufuhren (engl. site-directed mutagenesis). Dafur werden
Mutagenese-Primer bendtigt, die die gewunschte Punktmutation in der Mitte tragen,
ansonsten aber komplementar zur Zielsequenz und insgesamt mindestens 30
Basenpaare lang sind [91].

Fur die Mutagenese-PCR wurde die PFU-Polymerase verwendet, welche neben der
5°-3" Polymeraseaktivitat auch eine 3°-5° Exonukleaseaktivitat besitzt. Durch die
3°-5" Exonukleaseaktivitat erhalt die PFU-Polymerase Korrektur-Eigenschaften (proof
reading) mit der falsch eingebaute Nukleotide erkannt und anschlieRend entfernt
werden. Somit arbeitet die PFU-Polymerase genauer aber auch wesentlich

langsamer im Vergleich zur herkdbmmlichen Tag-Polymerase.

PCR-Ansatz: PCR-Programm:
23 yl 1x PFU-Puffer 95°C 3 min
je 0,4 pl 20 pmol Primer 95°C 30s
(,forward® und ,reverse®) 60°C 1 min 15x
0,5yl PFU - Polymerase 68°C 2 min/ kb des Plasmids
1 pl Template (10 ng/pl) 95°C 30s
60°C 1 min
68°C 2 min/ kb des Plasmids + 2 min
4°C

Nach der Mutagenese wurde ein Dpnl-Verdau wie unter 2.2.1.7 beschrieben
durchgefuhrt.
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—X— MutagenesePCR

2. Dpnl-Verdau

‘» 4—‘»
—

Abb. 2.1: Prinzip der Mutagenese-PCR.

Nach der Denaturierung des Orginal-Plasmids hybridisieren die Mutagenese-Primer mit dem Plasmid
und die Tag-Polymerase beginnt das Plasmid zu amplifizieren. Nach der PCR-Reaktion wird das
Orginal-Plasmid durch die Endonuklease Dpnl abgebaut, das neu amplifizierte, mutationstragende
Plasmid hingegen nicht.

2.2.1.3 Agarose-Gelelektrophorese

Mit Hilfe der Agarose-Gelelektrophorese konnen DNA-Molekulle hinsichtlich ihrer
Grole aufgetrennt werden. Dazu wird an das Agarose-Gel ein elektrisches Feld
angelegt und die aufgrund ihrer Phosphatreste negativ geladenen DNA-Molekule
wandern zur Anode. Zwischen der Grolde der Fragmente und deren zurtckgelegter
Wegstrecke besteht ein negativ logarithmischer Zusammenhang, so dass eine
Auftrennung nach GroRe moglich wird. Durch die Agarosekonzentration kann die
PorengroRe des Gels und somit die Wanderungsfahigkeit der DNA-Molekile
beeinflusst werden. Die aufgetrennte DNA kann schlieBlich mittels des
Fluoreszenzfarbstoffs Ethidiumbromid, der in doppelstrangige DNA interkaliert, durch
Bestrahlung mit UV-Licht (254-366 nm) sichtbar gemacht werden [92].
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Fur die Herstellung eines 1%igen Agarosegels wurde Agarose 1%ig w/v mit 1 x TAE-
Losung aufgekocht und Ethidiumbromid hinzugegeben (Endkonzentration 10 pg/ml).
Die DNA-Proben wurden mit 1x Auftragspuffer versetzt und anschlief3end fur 25-35
min bei 150V in 1xTAE-Puffer elektrisch aufgetrennt. Als Langenstandard wurden je
nach Groe des erwarteten PCR-Produkts definierte DNA-Marker verwendet. Die
Detektion sowie Dokumentation erfolgte Uber ein ChemiDoc-System der Firma

Biorad.

2.2.1.4 DNA-Isolation aus Agarosegelen

Nach elektrophoretischer Auftrennung von DNA-Fragmenten konnen diese gezielt
aus Agarosegelen herausgeschnitten und aufgereinigt werden. In dieser Arbeit
wurden hauptsachlich sog. ,Megaprimer® aus Agarosegelen ausgeschnitten und
aufgereinigt um diese fur das restriktionsfreie Klonieren (RF) zu verwenden
(Abschnitt 2.2.1.6).

Die Isolation von DNA-Molekulen aus Agarosegelen erfolge mit Hilfe des QIAprep

Gel Extraction Kit von Qiagen nach dem Protokoll des Herstellers.

2.2.1.5 Sequenzierung

Die Sequenzierung dient der Bestimmung der Nukleotidabfolge eines DNA-
Abschnitts. In  dieser Arbeit erfolgte die Sequenzierung mittels der
.Kettenabbruchsynthese® nach Frederick Sanger [93]. Zuerst wird der Bereich, den
man sequenzieren mochte, mittels PCR amplifiziert und anschlieend aufgereinigt
um uberschussige Primer und dNTPs zu entfernen. Die Sequenzierreaktion erfolgt
mit dem aufgereinigten PCR-Produkt, einem einzelnen Primer, dNTPs,
fluoreszenzmarkierten ddNTPs (fur jede Base ein anderer Fluoreszenzfarbstoff) und
einer Tag-Polymerase. Ahnlich wie bei der herkémmlichen PCR 13uft die
Sequenzierreaktion auch in den Schritten Denaturierung, Primer-Anlagerung und
Primer-Verlangerung ab. Der Unterschied liegt darin, dass aufgrund der Benutzung
von nur einem Primer auch nur ein komplementarer Strang wahrend der Reaktion
verlangert wird. Zusatzlich wird neben der grolRen Menge an Desoxy-Nukleotiden
(dNTPs), eine kleine Menge an Didesoxy-Nukleotiden (ddNTPs), denen die OH-
Gruppe am 3° C-Atom fehlt, eingesetzt. Nach zufalligem Einbau eines
fluoreszenzmarkierten ddNTPs wird der DNA-Strang nicht weiter verlangert, da die
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DNA-Polymerase das nachste Nukleotid aufgrund der fehlenden 3°-Hydroxygruppe
nicht kondensieren kann. Wegen des Abbruchs der Sequenzierreaktion nach Einbau
eines ddNTPs wird diese Methode ,Kettenabbruchsynthese® genannt. So entstehen
DNA-Fragmente unterschiedlicher Lange mit einem spezifisch endstandigen
fluoreszierendem ddNTP. Uber eine Kapillarelektrophorese kénnen diese Fragmente
aufgetrennt und der Fluoreszenz-Farbstoff in Abhangigkeit zu der Lange des DNA-
Fragments detektiert werden. SchlieRlich entsteht ein Chromatogramm, welches die

Basenabfolge als Abfolge der Fluoreszenzmaxima widergibt.

Die Sequenzierreaktion wurde nach folgendem Schema und Temperaturprofil

angesetzt:
Sequenzier-Ansatz. Sequenzier-Programm:
2 yl aufgereinigtes PCR-Produkt oder 96°C 1 min
Plasmid

0,5 yl Ready Mix 96°C 10s
1,5yl 5 x Sequenzierpuffer 50°C 5s ¢ 35x
0,5yl 3,2 pmol forward” oder ,reverse“ Primer 60°C 4 min
6,5 yl Aqua dest. 4°C 0

Nach Abschluss der Sequenzierreaktion wurde der Ansatz sofort mittels Ethanol-

Acetat Fallung aufgereinigt oder zur spateren Aufreinigung bei -20°C gelagert.

EtOH-Acetat-Fallung und Sequenzierung

Das Sequenzierprodukt wurde mit einer Ethanol-Acetat-Losung gefallt und mit EtOH
gewaschen um Uberschussige ddNTPs zu entfernen, die bei der Detektion des
Sequenzierproduktes storen wirden.

Zu dem Sequenzierprodukt wurden 10 pl Aqua dest., 2 pl Natrium-Acetat (3M, pH
4,6) und 50 pl Ethanol (95%) hinzugefugt und 45 min bei 4°C und 4000 U/min
zentrifugiert. AnschlieRend wurde der Ansatz auf Zellstoff ausgeklopft und 1 min Gber
Kopf bei 1000 U/min zentrifugiert. Das Pellet wurde dann mit 200 pl Ethanol (70%)
versetzt und abermals bei 4°C bei 4000 U/min 10 min zentrifugiert. Der Uberstand
wurde nach der Zentrifugation wiederholt verworfen und die Peletts getrocknet. Zur
Analyse mittels eines Kapillarsequenziergerats wurden die Pellets in 15 pl HiDi-

Formamid aufgenommen.

43



2. Material und Methoden

2.2.1.6 Klonierung

Bei der Klonierung wird ein beliebiges DNA-Fragment in einen Vektor integriert. Der
Vektor kann z.B. ein Plasmid sein, welches anschliellend zur Vermehrung in einen
Wirtsorganismus (z.B. Escherichia coli) transformiert werden kann.

Die ,klassische® Klonierung nutzt Restriktionsenzyme um das Plasmid zu offnen.
Somit wird das Plasmid linearisiert und besitzt je nach Wahl des Restriktionsenzyms
sog. ,glatte” Enden (blunt ends) oder ,,uberhangende” Enden (sticky ends). Die DNA,
die als Insert in den Vektor integriert, sollte moglichst dieselben Enden wie die des
offenen Vektors besitzen. Durch eine DNA-Ligase kann das Insert kovalent mit dem
Vektor verknupft werden. Klonieren ist auch ohne die Verwendung von
Restriktionsenzymen und DNA-Ligase moglich:

Gateway Klonierungs-Technologie

Die Gateway Klonierungs-Technologie stammt von Invitrogen. Das System nutzt die
seitenspezifische Rekombination des Phagen Lambda. Fir die Integration der
Lambda-DNA in das E.coli Genom besitzen beide Organismen sogenannte
Rekombinations-Abschnitte, aftP in dem Phagen Lambda und aftB in E.coli. Die
Integration wird uber zwei Enzyme katalysiert: Das Phagen-kodierte Protein Int
(Integrase) und das E.coli Protein IHF (Integration Host Factor). Dieser Vorgang ist
reversibel. Fur die Exzision wird zusatzlich das Phage Lambda Protein Xis benétigt.
Die Gateway-Reaktion ist eine ,in vitro® Version der Integration und Exzision
zwischen Lambda und E.coli. Hierbei wird zunachst der zu klonierende DNA-
Abschnitt mit den entsprechenden DNA Rekombinations-Sequenzen (attB1 und
attB2-Uberhang) amplifiziert. Diese 25bp Uberhange werden in der BP-Reaktion von
den an der Rekombination beteiligten Enzymen erkannt und dber Rekombination in
einen sog. Donor-Vektor (,DONR201) kloniert (Abb 2.2). Der Donor-Vektor enthalt
eine Gateway-Kassette dessen attP-Uberhdnge das ccdB-Gen flankieren. Bei dem
ccdB-Gen handelt es sich um ein Selbstmordgen, dessen Genprodukt auf die im
Labor verwendeten Bakterienstamme toxisch wirkt indem es die Gyrase hemmt.
Durch die Rekombination zwischen den attB und attP-Uberhangen wird das ccdB-
Gen gegen das PCR-Produkt ausgetauscht und es entsteht ein Entry-Klon
(Eingangs-Clone) mit flankierenden attL-UberhZngen. Als Nebenprodukt bleibt das
mit attR versehene Selbstmordgen erhalten. Nach erfolgreicher Transformation sind

somit nur die Bakterien mit dem korrekt rekombinierten Entry-Klon Uberlebensfahig.
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attB attB attP attP attL attL attR attR
CEEE T | . , CEE
attB-flanked PCR donor —_— entry by-product

product or attB

1 clone
expression clone

vector

Abb. 2.2: Gateway-Klonierung BP-Reaktion. Die zu klonierende cDNA mit attB-Uberhangen
rekombiniert nach Zugabe der BP Clonase mit den attP-Uberhangen des ccdB-Gens im Donorvektor.
Es entsteht ein cDNA enthaltender ,Entry“-Klon mit attL UberhZngen, wahrend das mit attR-
Uberhangen versehene ccdB-Gen ein inaktives Nebenprodukt bildet (Quelle: Invitrogen, Gateway
Technology).

Aus dem transkriptionell stillen Entry-Klon kann man schlieB3lich den zu klonierenden
Genabschnitt in jeden beliebigen Expressions-Vektor umklonieren. Hierbei schneiden
die entsprechenden Rekombinationsproteine der LR-Reaktion die flankierenden attL-
Uberhange des Entry-Klons und ligieren diese mit den entsprechenden attR-
Uberhangen eines sogenannten Destination-Vektors (Ziel-Vektor). Zwischen den
attR-Uberhangen befindet sich wieder ein ccdB-Gen. Nach erfolgreicher
Rekombination entsteht ein Expressions-Vektor mit flankierenden attB-Uberhangen.
Sein Nebenprodukt enthalt das ccdB-Gen mit flankierenden attP-Uberhangen (Abb
2.3). Nach erfolgreicher Transformation sind somit nur die Bakterien mit dem korrekt
rekombinierten Expressions-Klon Uberlebensfahig. Die unterschiedliche Antibiotika-
Resistenz zwischen Entry-Vektor (Kanamycin) und Expressions-Vektor (Ampicillin)
ermoglicht eine doppelte Selektion.

attL attL attR attR attB attB attP attP

expression by-product
clone

LR Clonase® Il
destination —_—

vector

Abb. 2.3: Gateway-Klonierung LR-Reaktion. Die attL-Uberhange des ,Entry“-Klon rekombinieren
bei Zugabe der LR Clonase mit dem ,Destination“-Vektor. Nach dem Austausch entsteht ein
Expressions-Klon mit attB-Uberhdngen und als Nebenprodukt ein Vektor mit dem jetzt inaktiven ccdB-

Gen und flankierenden attP-Uberhangen (Quelle: Invitrogen, Gateway Technology).
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Die attB-PCR-Produkte wurden mittels einer iproof DNA-Polymerase (Bio-Rad)

hergestellt:
PCR-Ansatz: PCR-Programm:
10 yl  HF-Puffer 98°C 30s
1yl dNTPs (10 mM) 98°C 10 s
je 1 ul 20 pmol Primer 60°C 30s 30 x
(,forward® und ,reverse®) 72°C 1 min
1yl Template (10 ng) 72°C 10 min
0,5 yl iproof DNA - Polymerase 4°C

ad 50 yl  Aqua dest.

Aufreinigung des attB-PCR-Produktes:
50 I PCR-Produkt
150 ul TE

100 I 30% PEG/Mg Losung
Der Ansatz wurde gut gemischt und bei 10,000xg fur 15 min bei Raumtemperatur

zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 50 ul TE geldst.

BP-Reaktion:
1-10 yl aufgereinigtes attB-PCR-Produkt (30-300ng)
2yl Donor-Vektor (150ng/ul)
4 ul 5 x BP Clonase™ Reaktionspuffer
auf 16yl TE-Puffer, pH 8,0

4yl BP Clonase™ Enzym-Mix

Der Ansatz wurde in ein 1,5 ml Zentrifugengefal® pipettiert und gut gemischt. Der
Enzym-Mix wurde zuletzt hinzugefugt und die Reaktion schliel3lich Uber Nacht bei
Raumtemperatur inkubiert. Durch Zugabe von 2 uyl Proteinase K und einer
Inkubationszeit von 10 min bei 37°C wurde die Reaktion gestoppt. Von der BP-

Reaktion wurde 1 pl in 50 uyl kompetente E.colis transformiert.
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LR-Reaktion:
1-10 pl Entry-Klon (100-300ng)
2 yl  Destination-Vektor (150ng/pl)
4yl 5 x LR Clonase™ Reaktionspuffer
auf 16yl TE-Puffer, pH 8,0

4 ul LR Clonase™ Enzym-Mix

Der Ansatz wurde in ein 1,5 ml Zentrifugengefald pipettiert und gut gemischt. Der
Enzym-Mix wurde zuletzt hinzugefugt und die Reaktion schliel3lich Uber Nacht bei
Raumtemperatur inkubiert. Durch Zugabe von 2 pyl Proteinase K und einer
Inkubationszeit von 10 min bei 37°C wurde die Reaktion gestoppt.

Im Fall einer doppelten Kanamycin-Resistenz wurde nach der LR-Reaktion ein
Enzymverdau durchgefuhrt. Das Enzym darf in diesem Fall nur im Entry-Vector
schneiden. Von der LR-Reaction wurde 1 pl in 50 yl kompetente E.colis transformiert.

Alle in dieser Arbeit verwendeten Hefe-Konstrukte wurden mit Hilfe des Gateway-

Verfahrens in die entsprechenden Vektoren kloniert.

Restriktionsfreies Klonieren

Bei dem restriktionsfreien Klonieren (,restriction free cloning®) wird das gewunschte
DNA-Fragment mittels PCR in den Vektor integriert. Dafur muss das DNA-Fragment
Sequenz-Uberhénge in einer Lange von mindestens 30bp besitzen, die
komplementar zu der fur die Insertion gewahlte Vektorsequenz sind. Da das Insert
bis zu 3 kb groB sein kann und mit seinen Uberhangen die Funktion eines Primers
hat, wird es auch ,Megaprimer” genannt. Die Megaprimer werden uber PCR
generiert und mittels Gelextraktion fur den Einsatz in die ,restriction free cloning-
PCR" (RF-PCR) entsprechend aufgereinigt. Prinzipiell funktioniert die RF-PCR wie
eine herkdbmmliche PCR. Der Megaprimer hybridisiert mit dem einzelstrangigen
Plasmid und die Tag-Polymerase synthetisiert den Gegenstrang. Nach der RF-PCR
wird ein Dpnl-Verdau durchgefuhrt um das urspringliche Plasmid ohne Insert zu
entfernen. Mittels RF-Klonierung sind auch Deletionen oder ein kompletter Austausch

des Inserts moglich [94].
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Vektorspezifisch\ Insert 1. PCR zur Amplifikation
— — des Megaprimers mit
vektorspezifischen Uberhangen
l \Vektorspezifisch
P
Vektorspezifisch Insert Vektorspezifisch 2. RF-PCR:
I I Fusion des Megaprimers
- J + mit dem Vektor
'
= Megaprimer
”~ NS

— / Vektor \

+

Insert

Abb 2.4: Schema zum restriktionsfreiem Klonieren (Restriction free cloning).

In einem ersten PCR-Ansatz wird ein sog. ,Megaprimer* mit Uberhangen, die komplementér zu dem
Plasmid sind amplifiziert. In der zweiten PCR (RF-PCR) bindet der Megaprimer an das Plasmid und
die Tag-Polymerase synthetisiert den Gegenstrang, so dass ein Konstrukt entsteht indem das Insert

von dem Vektor integriert wurde.

Die Megaprimer wurden mittels einer iproof DNA-Polymerase (Bio-Rad) hergestellt:

PCR-Ansatz: PCR-Programm:
10 yl  HF-Puffer 98°C 30s
1yl dNTPs (10 mM) 98°C 10 s
je 1yl 20 pmol Primer 60°C 30s 30 x
(,forward® und ,reverse®) 72°C 1 min
1yl Template (10 ng) 72°C 10 min
0,5 yl iproof DNA - Polymerase 4°C

ad 50 yl  Aqua dest.
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RF-PCR-Ansatz: PCR-Programm:
4 yl  Phusion HF-Puffer 98°C 2min30s
1,6 I dNTPs (2,5 mM) 98°C 30s
1yl Megaprimer (50 - 100 ng) 60°C 1 min 30x
0,5 yl  Phusion High-Fidelity DNA-Polymerase 72°C 6 min
1,5yl Vektor (10 ng/pl) 72°C 7 min
11,5 ul  Aqua dest. 4°C

Alle in der Immunoprazipitation und konfokalen Mikroskopie verwendeten cDNA-
Konstrukte wurden Uber das restriktionsfreie Klonieren (,restriction free cloning®) in

die entsprechenden Vektoren eingeflugt.

2.2.1.7 Dpnl Verdau

Dpnl ist eine Endonuklease die spezifisch methylierte und hemimethylierte DNA an
der Sequenz 5°- GmM®ATC- 3" schneidet.

Bakterien methylieren ihre eigene DNA, um sie von Fremd-DNA, die durch
Bakteriophagen eingeschleust wurde, zu unterscheiden. Plasmide die in E.coli
amplifiziert werden, werden ebenfalls von dem Bakterium methyliert. Diesen
Mechanismus macht man sich nach der Mutagenese-PCR zu nutze, um das
methylierte Orginal-Plasmid welches keine Mutation tragt, abzubauen. Die
mutagenisierten Plasmide, die mittels PCR generiert wurden, sind nicht methyliert
und werden somit nicht von der Endonuklease Dpnl geschnitten.

In den PCR-Ansatz (20-25 pl, Mutagenese oder RF-Klonierung) wurden 1 pl Dpnl
hinzugegeben und fur 1 Stunde bei 37°C inkubiert.

2.2.1.8 Transformation in E.coli

Plasmide werden fur eine Vervielfaltigung in kompetente Zellen (E.coli) transformiert.
Eine Selektion erfolgt iber Nahrboden mit Antibiotikum, auf dem nur E.coli wachsen
konnen, die das Plasmid mit entsprechendem Antibiotikum-Resistenzgen

aufgenommen haben.
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Transformation in One Shot Top10 E.coli

Zu den auf Eis aufgetauten chemisch kompetenten E.coli - Zellen (50 ul) wurden 5 pl
des mit Dpnl verdauten Mutagenese-Ansatzes/ RF-Ansatzes gegeben. Nach 30 min
Inkubation wurde ein Hitzeschock bei 42°C fur 45 s durchgefuhrt. Der Ansatz wurde
direkt fur 2 min auf Eis gekuhlt und anschlieRend erfolgte eine Zugabe von 250 pl
SOC-Medium. Die E.coli-Zellen wurden fur 60 min bei 37°C geschuttelt und
abschliellend auf einer LB-Platte (mit entsprechendem Antibiotikum) ausgestrichen
und uber Nacht bei 37°C inkubiert.

2.2.1.9 Plasmid-Praparation

Die Plasmidpraparation dient der Gewinnung und Aufreinigung von Plasmiden, die in
Bakterien vermehrt wurden. Dazu wird eine Bakterienkultur durch alkalische Lyse
aufgeschlossen, von Proteinen befreit und die Plasmid-DNA mittels einer Silicagel-
Membran von dem restlichen Lysat befreit. SchlieBlich wird die DNA in Wasser
eluiert.

Je nach Verwendungszweck wurde das Miniprep oder Midiprep Kit (Qiagen)
verwendet. Bakterienlyse und Aufreinigung erfolgte nach dem Protokoll des
Herstellers. Die isolierten Plasmide wurden in Wasser aufgenommen und die DNA-
Konzentration sowie der Reinheitsgrad photometrisch bestimmit.

2.2.1.10 Bestimmung der DNA-Konzentration

Die Konzentration von DNA lasst sich mittels eines UV-Spektralphotometers
bestimmen. Da einzel- sowie doppelstrangige Nukleinsduren ihr Absorptions-
maximum bei einer Wellenlange von 260 nm haben, wurde die Messung bei dieser

Wellenlange durchgefuhrt.

2.2.1.11 Bisulfit Konversion der DNA

Die  Bisulfit-Konvertierung  ermoglicht die  gezielte und  genomweite
Basenumwandlung eines DNA-Molekuls. Das Prinzip dieser Methode basiert auf

einer selektiven Konversion von freien unmethylierten Cytosin-Resten zu Uracil-
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Resten durch Behandlung mit Natriumbisulfit, wahrend methylierte Cytosin-Reste als
Cytosinbasen bestehen bleiben .
Die Reaktion verlauft in 3 Schritten (siehe Abb. 2.5): 1) Sulfonierung, 2)

Desaminierung, und 3) Desulfonierung.

1) Reversible Sulfonierung von Cytosin-Resten zu Cytosin-6-sulfanat bei
niedrigem pH-Wert und niedriger Temperatur

2) Irreversible hydrolytische Desaminierung von Cytosin-6-sulfanat zu Uracil-6-
sulfanat unter hohen Konzentrationen von Natriumbisulfit und hoher
Temperatur. Das pH-Optimum liegt zwischen pH 5 und 6.

3) Reversible Desulfonierung von Uracil-6-sulfanat zu Uracil bei hohem pH-Wert.

Doppelstrang-DNA bleibt bei dieser Reaktion nahezu unverandert. Es ist daher
wichtig, dass die DNA zuvor denaturiert wird. Bei der nun vorliegenden Einzelstrang-
DNA verlauft die Reaktion hoch selektiv.

O

NH, o
/K 3 . SO; ;Tl/go HSO, N~ ~o
sugar sugar sugar sugar

Abb. 2.5: Bisulfit Konversionsreaktion. |. Sulfonierung, Il. Desaminierung, Ill. Desulfonierung

Das Uracil wird in der darauffolgenden BiHot-PCR (siehe 2.2.1.12) als Thymin
amplifiziert, so dass ein ursprungliches CG-Basenpaar durch ein TA-Basenpaar
ersetzt wird (siehe Abb. 2.6). Die Bisulfitbehandlung wird genutzt um die
Methylierungsmuster bestimmter Loci zu analysieren. Durch die Analyse spezifischer
CpG-Dinukleotide (hier durch Pyrosequenzierung und SIRPH-Analyse, siehe 2.2.6
und 2.2.7) innerhalb einer spezifischen DNA-Sequenz, erhalt man Informationen

uber intragene, intergene aber auch Uber genomweite Methylierungsmuster.
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m m
5" ATTCGTATTCGTACGAATCGTAATCTACGTAA 37

3 TAAGI%ATAAGCTAGCTTAG%ATTAGATGCATT 5

‘/ Denaturierung
m

m
5" ATTCGTATTCGTACGAATCGTAATCTACGTAA 37

3 TAAGr(;lATAAGCTAGCTTAGCATTAGATGCATT 5
m

2. Desaminierung

1. Sulfonierung
3. Desulfonierung

m m
5" ATTCGTATTUGTAUGAATCGTAATUTAUGTAA 3’

3 TAAGr(I%ATAAGUTAGUTTAG%ATTAUATGUATT 5

Abb. 2.6: Bisulfitkonversion genomischer DNA. Das Schema zeigt den gezielten Basenaustausch
eines DNA-Molekils an einer Beispielsequenz. Nach der Denaturierung bewirkt Natriumbisulfit die
Konversion von allen unmethylierten Cytosin-Resten in Uracil-Reste wahrend die methylierten
Cytosin-Reste nicht umgewandelt werden.

Far die Bisulfitkonversion wurde die DNA der zuvor transient transfizierten Zelllysate
isoliert (DNeasy Blood & Tissue, Qiagen) 1 ug in einem Volumen von 10 pl
eingesetzt und auf 20 pl mit Aqua dest. aufgefullt. Jede Probe wurde dann mit 130 pl
Konversionsreagenz versetzt und in einem Thermozykler entsprechend den

Angaben der Hersteller denaturiert und desaminiert:

Bisulfitkonversion: PCR-Programm:
20 yIl DNA (500 ng) in a.dest 98°C 10 min
130 pI Konversionsreagenz 64°C 150 min
4°C 00
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2.2.1.12  BiHot PCR

Die BiHot-PCR entspricht einer normalen Polymerasekettenreaktion (siehe 2.2.1.1)
mit dem Unterschied, das nicht Wildtyp-DNA als Kopiervorlage dient sondern
bisulfitkonvertierte DNA. Die Bisulfit-DNA ist bereits einzelstrangig und die
unmethylierten Cytosine wurden durch Uracil ersetzt. Wegen der RNA-ahnlichen
Struktur wurde die Hotfire Taq Polymerase eingesetzt. Diese ist chemisch so
modifiziert, dass sie erst nach einem 15 minutigen Hitzeschritt von 95 °C aktiviert
wird. So verhindert man Primerdimere oder eine vorzeitige Elongation von

unspezifisch gebundenen Primern.

PCR-Ansatz: PCR-Programm:
2,5yl MgCl; (25mM) 95°C 15 min
2,5yl 10x Puffer B Solis Biodyne 92°C 30s
2,5ul dNTP’s (je 2,5 mM) X°c* 30s 34 x
je 1yl 20 pmol Primer 72°C 1 min
(,forward® und ,reverse®)
2,5yl Bisulfit-DNA 72°C 10 min
1 yl Hotfire Taq Polymerase 5 U/ul 4°C o0

ad 14,5 yl Aqua dest.

*Die Anlagerungstemperatur ist abhangig von dem verwendeten Primerpaar.
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2.2.2 Zellbiologische Methoden

Alle Zellkulturarbeiten erfolgten unter sterilen Bedingungen an der Sterilbank. Die
verwendeten Medien und Puffer wurden vor der Benutzung - falls nicht anders

beschrieben - auf die Erhaltungstemperatur der jeweiligen Zelllinie vorgewarmt.

2.2.2.1 Kultivierung von human embryonic kidney Zellen (HEK293T)

Die humane HEK293T-Zelllinie wurde aus einer embryonalen Nierenzelle mit DNA-
Teilen des menschlichen Adenovirus 5 geschaffen. Die hypotriploiden Epithelzellen
wachsen adharent bei 37°C unter 5% CO, Begasung.

Die dauerhafte Kultivierung von HEK293T-Zellen erfolgte mit MEM-Medium, dem
10% FBS =zugefuhrt wurde, sowie 1% NEAA und 1% Penicillin/Streptomycin
(=Expressionsmedium). Ein Nahrmediumwechsel erfolgte in regelmaligen

Abstanden von 3-4 Tagen.

2.2.2.2 Subkultivierung von HEK293T Zellen

Bei Erreichen einer Konfluenz von 80-90% wurden die Zellen passagiert. Dazu wurde
zunachst das Medium entfernt, die Zellen mit PBS gewaschen und anschlie3end fur
2 min bei 37°C mit 2 ml Trypsin-EDTA inkubiert. Die Endopeptidase Trypsin bewirkt
ein Ablosen der adharenten Zellen durch Spalten der extrazellularen Proteine. Durch
Zugabe der doppelten Menge an Medium wird das Trypsin inaktiviert. Nach
anschlielender Zentrifugation (500 g, 2 min) wird das Zellpellet in frischem Medium
aufgenommen und im gewulnschten Passagier-Verhaltnis auf die Zellkulturschalen

verteilt.

2.2.2.3 Langzeitlagerung von HEK293T Zellen

Wegen der Gefahr von Kontaminationen und der Dedifferenzierung von Zellen (bei
hohen Zell-Passagen) sollten kryokonservierte Zellstocks ,junger® Zellpassagen
hergestellt werden um auf diese zuruckgreifen zu konnen.

Dazu wurden die Zellen zuerst mit Trypsin behandelt und abzentrifugiert. Das
Zellpellet wurde in 1,5 ml Medium, welches zusatzlich DMSO (10%) und FBS (20%)
enthielt, resuspendiert und direkt in auf Eis gekuhlten Kryorohrchen uberfuhrt.
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Anschliellend wurden die Zellen fur eine Stunde bei -20°C, danach fur 24-48
Stunden bei -80°C und schlieBlich fur die Langzeitlagerung in flissigem Stickstoff
aufbewahrt.

Zur Rekultivierung der Zellstocks wurden die Zellen bei 37°C im Wasserbad
aufgetaut, sofort in 8 ml frisches Medium Uberfiihrt und zentrifugiert. Der Uberstand
wurde zur Entfernung des zellschadigenden DMSO abgenommen, das Zellpellet mit

frischem Medium vermengt und auf eine Zellkulturschale gegeben.

2.2.2.4 Zellzahlbestimmung

Damit die Zellen zur Transfektion die notige Konfluenz von 80-90% erreichen und die
Versuche reproduzierbar sind, wurden die Zellen 24 Stunden zuvor mittels einer
Neubauer-Zahlkammer gezahlt. Fur 6-well (3,6 cm) Platten wurden 1,1 Mio. Zellen in

3 ml Medium in jede Vertiefung verteilt.

2.2.2.5 Transfektion

Fur die Transfektionen von HEK293T-Zellen wurde Lipofectamine2000 benutzt.
Lipofectamine2000 ist ein Gemisch aus Lipiden und anderen Komponenten, die DNA
komplexieren. Dieser Komplex sorgt fur das unbeschadete Eindringen der DNA in
Saugerzellen, die somit mit der gewlnschten DNA transfiziert werden. Fur eine
effiziente Transfektion sollten die Zellen eine Konfluenz von 80-90% aufweisen.

Die Transfektion wurde in 6-well (3,6 cm) Platten durchgeflhrt. Vor der Transfektion
wurde ein Mediumwechsel durchgefuhrt, da das FBS und Antibiotikum in dem
Standardmedium die Transfektion storen. Dafur wurde das alte Medium
abgenommen und 2 ml Transfektionsmedium (MEM, ohne Zusatze) pro Vertiefung
hinzugefugt. Fur die Transfektion wurden 10 pl Lipofectamine2000 in 100 l
Transfektions-medium (Opti-MEM) vermengt und 5 min bei RT inkubiert.
Wahrendessen wurden 4 ug DNA in 100 pl Transfektionsmedium vermengt. Beide
Ansatze wurden vermischt und 20 min bei RT inkubiert. Anschliefend wurde der
Ansatz vorsichtig auf die Zellen getropft und 4 Stunden im Brutschrank inkubiert.
Danach wurde das Medium abermals gewechselt und die Zellen mit 2 ml
Expressionsmedium (MEM mit Zusatzen) fur 48h inkubiert.
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2.2.3 Hefe Di-Hybrid-System

Das Hefe Di-Hybrid-System wurde ursprunglich von Fields und Song (1989)
entwickelt und dient der Identifikation von Protein-Protein-Interaktionen in vivo [95].
Die Grundlage fur dieses System bilden Transkriptionsfaktoren, die aus zwei
Domanen definierter Struktur und Funktion bestehen: Die DNA-Bindungsdomane
(DNA-BD) erkennt spezifische Sequenzen einer upstream activating sequence
(UAS), die Aktivierungsdomane (AD) initiilert den Transkriptionskomplex. Von dem
Promotor ausgehend erfolgt durch Zusammenwirken dieser Komponenten die
Transkription der Zielgene. Fur einen klassischen Hefe Di-Hybrid Ansatz wird die
.Beute“-cDNA eines zu untersuchenden Proteins in einen sog. Beute-Vektor kloniert
und damit an die DNA-BD des Transkriptionsfaktors fusioniert, gleichermalen wird
die ,Koder“-cDNA in den sog. Koder-Vektor kloniert und damit an die DNA-AD des
Transkriptionsfaktors fusioniert.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Hefe-Di-Hybrid-System Matchmaker GAL4 Two-
Hybrid System von Clontech verwendet. Bei dem Matchmaker GAL4 Two-Hybrid
System von Clontech liegen die DNA-BD und AD des eukaryotischen
Transkriptionsfaktors GAL4 in den beiden Vektoren pGBKT7 (DNA-BD) und pGADT7
(DNA-AD). Der Hefestamm AH109 dient als Reporterstamm und enthalt neben den
drei Reportergenen His3, Ade2 und lacZ zusatzlich noch das Mel1 Gen. Alle 4
Reportergene liegen unter der Kontrolle eines Gal4-Promotors.

Zudem ist der Hefestamm AH109 Leucin und Tryptophan-auxotroph. Dieser Mangel
wird durch die Aufnahme des pGBKT7-Vektors mit dem TRP1-Gen und durch die
Aufnahme des pGADT7-Vektors mit dem LEU2-Gen ausgeglichen. Mangelmedien
ohne Leucin und Tryptophan dienen somit als Kontrolle fur Doppeltransformanden.

2.2.3.1 Kultivierung von Hefezellen

Die Hefezellen werden bei -80°C als Glycerin-Stock gelagert (in YPD-Medium mit
25% Gilycerin). Zur Erstellung einer YPD-Stock-Platte wurden mit einem sterilen
Glasstab ein paar Zellen von der noch gefroreren Oberflache des Glycerin-Stocks
abgekratzt und auf einer YPD-Platte ausgestrichen mit Parafilm verschlossen und fur
2-3 Tage bei 30°C im Brutschrank inkubiert. Die Stock-Platte wurde nie langer als 1
Monat bei 4°C aufbewahrt.
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2.2.3.2 Praparation kompetenter Hefezellen

Von der Stock-Platte wurden mehrere 2-3 mm grof3e Kolonien des Hefestammes
AH109 gepickt und in 1 ml flussigem YPD resuspendiert. Diese Suspension wurde zu
50 ml YPD-Medium gegeben und bei 30°C Uber Nacht geschuttelt (200 UpM). Nach
dem erreichen der stationaren Phase (ODgoo > 1,5) wurde die Vorkultur mit YPD-
Medium auf ein Gesamtvolumen von 300 ml verdunnt (ODego 0,3) und weitere 2h bei
30°C geschuttelt. Nach erreichen einer ODgoo von 0,5 - 0,6 wurden die Zellen bei
1000g (5min/RT) in 50 ml Falkons abzentrifugiert und in 30 ml Aqua dest. gewaschen
und wieder vereint. Nach erneuter Zentrifugation (1000g/5min) wurden die Zellen in
1,5 ml 1x TE/LiAc resuspendiert.

2.2.3.3 Transformation von Hefezellen

FiUr jeden Transformations-Ansatz wurden je 100 ng Plasmid-DNA des Beute- bzw.
Koder-Vektors zusammen mit 100 ug Trager-DNA (Herings-Sperma-DNA) und 100
pl kompetenten Hefezellen pipettiert und gut gemischt. Nach Zugabe von 600 pl
PEG/Lithiumacetat-Losung wurde der Ansatz fur 30 min bei 30°C inkubiert (200
UpM). Nach der Zugabe von 70 pl DMSO und vorsichtigem invertieren (3-4x),
erfolgte der Hitzeschock bei 42°C in einem Wasserbad (15 min). Der Ansatz wurde
anschlief3end fur 2 min auf Eis gekuhlt, abzentrifugiert (13000 UpM, RT, 5 s) und das
Sediment in 500 pl 1xTE-Puffer resuspendiert. Von der Zellsuspension wurden
anschliefend 200 pl auf Selektionsmedium ausgestrichen und fur 4 Tage bei 30°C
inkubiert.

2.2.3.4 Identifikation interagierender Proteine mit dem Hefe-Zwei-Hybrid-

System

Zur Selektion von Doppeltransformanden wurde die Zellsuspension auf -LEU/-TRP
Mangelmedium (SDlow) ausgestrichen. Nach 4-tagiger Inkubation bei 30°C wurden
die positiven Doppeltransformanden zusatzlich auf -LEU/-TRP/-HIS- (SDmed) und
auf —-LEU/-TRP/-HIS/-ADE- (SDhigh) Mangelmedien Uberimpft. Hierzu wurden je 3-4
Kolonien in 200 pyl Aqua dest. resuspendiert und davon je 10 pl auf die drei

verschiedenen Mangelmedien getropft. Somit diente das Selektionsmedium —LEU/-
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TRP zur Kontrolle und Bestatigung von Doppeltransformanden, wahrend die beiden
Selektionsmedien -LEU/-TRP/-HIS- und -LEU/-TRP/-HIS/-ADE der Identifikation
interagierender Proteine dienen. Nicht selten kommt es zu einer Autoaktivierung des
His Reportergens, welche jedoch meistens durch den zusatzlichen Mangel von
Adenin im SDhigh-Medium unterdrackt werden kann. Zudem lasst sich diese
Autoaktivierung durch den Zusatz von 2-10 mM 3-AT zu den jeweiligen

Selektionsmedien stoppen.

2.2.4 Proteinbiochemische Methoden

2.2.4.1 SDS-PAGE

Bei einem Western Blot werden Proteine auf eine Tragermembran (z.B.
Nitrozellulose oder PVDF) Ubertragen und schlieRlich mittels Immundetektion
spezifisch nachgewiesen. Somit erhalt man unter anderem Informationen Uber die

GroRe, Reinheit und die Expressionsmenge eines Proteins.

SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
Vor dem eigentlichen Western Blot mussen die Proteine zuerst elektrophoretisch

nach ihrer Gro3e in einem Polyacrylamidgel aufgetrennt werden.

Nichtkovalente Proteinwechselwirkungen werden durch das anionische Detergenz
Natriumdodecylsulfat (SDS) zerstort und durch Zugabe von 3-Mercaptoethanol oder
DTT werden die Disulphidbricken der Proteine reduziert. Dadurch wird
gewahrleistet, dass das Laufverhalten der Proteine nur durch ihre Masse bestimmt
wird, da ein SDS-Anion zwei Aminosauren bindet und die negative Ladung, die das
Protein dadurch erhalt, gro3er ist als seine Eigenladung.

Fur die elektrophoretische Auftrennung der Proteine wurden 10%ige Tris-Glycin-Gele
von Biorad verwendet.

Zur Herstellung der Proteinlysate wurden die transfizierten Zellen eines 6 wells mit
250 pl RIPA-Puffer inkl. Proteaseinhibitor aufgeschlossen. In 10 ml RIPA-Puffer
wurde je eine Tablette Proteaseinhibitor aufgelost. Ungefahr 20 pg Protein wurden im
Verhaltnis 1:2 mit 2xLaemmli-Ladepuffer dem 5% R-Mercaptoethanol zugesetzt
wurde vermengt und fur 5 min bei 75°C inkubiert. Als Protein Grof3en-Standard
wurden 5 ul ,Precision Plus Protein Dual Xtra“ verwendet.
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Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte mit einem Tris-Glycin/SDS-Laufpuffer
(1x) bei einer Stromstarke von 200 V fur 30 min.

Proteinblotting

Bei dem Western Blot werden die zuvor im SDS-Gel aufgetrennten Proteine auf eine
Tragermembran Ubertragen. Die PVDF-Membran wurde zunachst in Methanol und
anschlieBend wie das Whatman-Papier in Transferpuffer eingelegt. Der Transfer
erfolgte bei 250 mA fur 60 min auf Eis.

Immundetektion

Nach dem Proteintransfer wurde die PVDF-Membran uUber Nacht bei 4°C in
5% Milch-TBST inkubiert um freie, unspezifische Proteinbindungsstellen zu
blockieren. Anschliellend wurde die Membran 3 x 5 min mit TBST gewaschen. Die
Inkubation mit dem ersten Antikorper erfolgte fur 60 min bei RT. Nach 3-fachem
Waschen mit TBST fur jeweils 5 min erfolgte die Inkubation mit dem zweiten
Antikorper fur 60 min bei RT. Anschlieltend wurde die Membran abermals 3 x 5 min
mit TBST gewaschen.

Zur HRP-Immundetektion wurde 1 ml Losung A mit 100 uyl Losung B und 1,3 pl H20;
gemischt und auf der Membran verteilt. Die an den zweiten Antikorper gekoppelte
Meerrettichperoxidase (HRP) oxidiert das in der Detektionslosung vorhandene
Luminol. Es entsteht eine Chemilumineszenz die detektiert werden kann.

L Stripping‘ von Western Blots

Die PVDF-Membran kann nach der Detektion von den Antikorpern befreit werden um
anschlie3end dieselbe Membran mit anderen Antikdrpern zu inkubieren.

Dazu wurde die Membran zweimal fur 10 min mit dem ,Stripping“-Puffer, 2 x 10 min
in PBS und schlieBlich 2 x 5 min mit TBST gewaschen. Die Membran wurde Uber
Nacht in 5% Milch-TBST blockiert, 3 x 5 min in TBST gewaschen und danach mit den
entsprechenden Antikérpern behandelt.
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2.2.4.2 Immunoprazipitation

Die Immunoprazipitation ist eine Methode um Protein-Interaktionen unter in vivo-
ahnlichen Verhaltnissen nachzuweisen. Die zu untersuchenden Proteine werden
zunachst in einer eukaryotischen Zelllinie Uberexprimiert. Aus dem entsprechenden
Zelllysat wird mit Hilfe eines Antikorpers eines der beiden Proteine prazipitiert. Alle
Proteine die mit diesem Protein direkt interagieren werden koprazipitiert und kdnnen
dadurch mittels Immunoblot nachgewiesen werden.

Die Antikorper fur die Prazipitation konnen entweder direkt an das Protein binden
oder sich gegen ein sogenanntes ,fag” richten. Tags sind kleine Peptid-Epitope die
man mit der jeweiligen Proteinsequenz fusioniert und Uberexpremiert. Das Epitop
eines solchen Tags wird dann spezifisch von einem entsprechenden Antikorper
erkannt. In dieser Arbeit wurde mit Myc- und Flag-markierten Proteinen gearbeitet.
Die Immunoprazipitation erfolgte dann mit Agarose-Beads an die ein Anti-Flag-M2
spezifischer Antikorper gekoppelt wurde (Firma Sigma Aldrich).

Pro Ansatz wurden 40 pl Anti-Flag-Beads mit 250 ul Zelllysat Uber Nacht bei 4°C in
einem Uberkopfmischer inkubiert. Am nachsten Tag wurden die Beads 6x mit je 700
ul eiskaltem PBS gewaschen und das Prazipitat schlieBlich in 25 yl Laemmli-Puffer
mit 5% -Mercaptoethanol bei 75°C eluiert und denaturiert.

2.2.4.3 Blue-Native-PAGE

Zur Auftrennung von Proteinen unter nativen Bedingungen wurde die Methode der
Nativ-Gelelektrophorese (Blue native PAGE) nach Schagger verwendet [96]. Mit
dieser Methode konnen Proteine und Multiproteinkomplexe (MPCs) in ihrer nativen
Form aufgetrennt werden. Auch in diesem System werden die Proteine durch eine
negative Ladung in einem Acrylamidgel aufgetrennt. Die negative Ladung kommt
dabei nicht wie bei der SDS-PAGE durch das geladene Detergenz Sodium Dodecyl
Sulfat (SDS) zustande, sondern einerseits durch die Eigenladung der Proteine und
andererseits durch das an die Proteine angelagerte CoomassieBrilliant Blue G 250.
Die native Auftrennung der Proteine wurde mit dem NativePAGE Bis-Tris Gel-System
von Invitrogen durchgefuhrt.
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Blue Native-Gelelektrophorese (BN-PAGE)
Die zuvor transient transfizierten HEK293T-Zellen, wurden mit Hilfe eines Nativ-

Lysepuffer bestehend aus NativePAGE Sample Buffer, verschiedenen Digitonin-
Konzentrationen (1- 2,5%) und einem Protease Inhibitor Cocktail lysiert und bei
100.000g fur 45 min ultrazentrifugiert.

AnschlieBend wurde dem Uberstand 5% [w/v] Coomassie Brilliant Blue G250
zugefugt. Die Proben wurden auf ein 4-16%iges Novex Bis-Tris Gel aufgetragen.
Der aullere Behalter des Geltragers wurde mit 1x NativePAGE Anoden Puffer und
der innere Bereich des Geltragers mit 1x NativePAGE ,DarkBlue“ Kathodenpuffer
beflllt und bei 150V fur 20 Minuten laufen gelassen. Nachdem die Proben 1/3 der
Laufstrecke erreicht hatten wurde der ,Darkblue® Kathodenpuffer gegen einen
,LightBlue® Kathodenpuffer (weniger Coomassie Brilliant Blue G 250) ausgetauscht
und die Proben weitere 100 Minuten bei 150V laufen gelassen. Als Marker diente der
,NativeMARK™Unstained Protein Standard“ (Invitrogen).

Reagenzien Dark Blue Light Blue
NativePAGE ™Running Buffer (20x) 10 ml 10 ml
NativePAGE™ Cathode Additive (20x) 10 ml 1 ml
Aqua dest. 180 mi 189 mi
Total Volume 200 ml 200 ml

Proteinfarbung und Proteinblotting der 1. Dimension

Die BN-PAGE wurde immer in einem doppelten Ansatz durchgefuhrt, so dass ein Gel
fur den Immunoblot weiter verwendet wurde, wahrend das zweite Gel zur direkten
Visualisierung der Proteine mit Coomassie angefarbt wurde.

Der Proteintransfer der 1. Dimension erfolgte hier mit einem Semi-dry-System von
Invitrogen. Die PVDF-Membran wurde zunachst in Methanol und anschlieRend wie
das Whatman-Papier und die Schwamme in 1xNuPAGE Transferpuffer eingelegt. Da
die Proben zuvor mit verschiedenen Digitonin Konzentrationen reduziert wurden,
wurde dem Transferpuffer ein zusatzliches Antioxidanz zugefugt. Der Transfer
erfolgte bei 25 V fur 60 min auf Eis.
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Zum fixieren der Proteine wurde die Membran nach dem Transfer fur 15 min in 20 ml
8%ige Essigsaure eingelegt. Eine zusatzliche 10-minutige Inkubation far in 20 ml
Stripping-Puffer entfernte Uberreste von Coomassie Brilliant Blue G250. Die
Immunodetektion erfolgte nach dem bereits beschriebenen Protokoll (siehe SDS-
PAGE).

Coomassie Farbung

Fixierung 40 ml  Methanol
10 ml  Essigsaure
50 ml  Aqua dest.

Farbung 30 ml Methanol

10 ml  Essigsaure
0,02g Coomassie R-250

60 ml  Aqua dest.

Entfarbung 8 ml Essigsaure
92 ml Aqua dest.

Praparation und Proteinauftrennung der 2. Dimension

Die 2D-Gelelektrophorese  kombiniert die 1. Dimension der nativen
Gelelektrophorese mit einer nachfolgenden SDS-PAGE um grof3e Proteinkomplexe
in die entsprechenden Untereinheiten aufzutrennen.

Nach der Auftrennung Uber eine native Gelelektrophorese wurde dieser Gelstreifen
ausgeschnitten und die darin enthaltenen Proteine und Proteinkomplexe wurden fur
die anschlieRende SDS-PAGE in drei verschiedenen LOosungen (je 5ml) inkubiert.
Hierbei werden die Proteine denaturiert und erhalten die erforderliche negative
Ladung.

Anschlielliend wurde der Gelstreifen waagerecht auf ein 4-12 %iges NUPAGE Novex
BisTris 2D Gel gelegt und der Multiproteinkomplex unter normalen SDS-PAGE
Bedingungen aufgetrennt. Monomere Proteine laufen in der 2. Dimension
entsprechend dem Gel-Gradienten einer hyperbolischen Diagonale entlang, wahrend
die Proteine eines Multiproteinkomplex sich unter der Diagonalen vertikal zueinander
auftrennen (siehe Abb. 2.7) [97].
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L6sungen
Reducing Solution 4,5ml 1xNuPAGE LDS Sample Buffer
0,5ml  NuPAGE Sample Reducing Agent (10x)
Alkylating Solution 5ml  1xNuPAGE LDS Sample Buffer
28 pl DMA (=50mM)
Quenching Solution 4 ml 1XxNuPAGE LDS Sample Buffer

1 ml Ethanol
50 pl NuPAGE Sample Reducing Agent (10x)

1st dim BN-PAGE
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Abb. 2.7: Zwei-dimensionale BN-PAGE/SDS-PAGE. Proteine und MPCs werden unter nativen
Bedingungen in der ersten Dimension (BN-PAGE) aufgetrennt. Fir die zweite Dimension werden die
MPCs in dem Gelstreifen mittels SDS denaturiert und anschlielend Uber eine SDS-PAGE separiert.
Monomere Proteine wandern in einer hyperbolischen Diagonalen entlang des Gelgradienten, wahrend
die MPCs sich unterhalb der Diagonalen entlang einer vertikalen Linie auftrennen .

2.2.5 Konfokale Laser-Rastermikroskopie

Die konfokale Laser-Rastermikroskopie (CLSM = confocal laser scanning
microscope) ermdglicht eine punktweise Beleuchtung des Objektes, durch einen
Laser der Punkt fur Punkt Fluoreszensmolekule anregt. Jedes einzelne Signal wird
dann an einem Computer zu einem Bild zusammengesetzt. Mit Hilfe eines
beweglichen Spiegelsystems wird der Laserstrahl Uber das Objekt gefuhrt und
ermoglicht dadurch eine vollstandige Abbildung der Fokusebene. Durch den Einsatz

eines dichroitischen Spiegels lasst sich die optische Anregung von der optischen
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Detektion trennen und ermoglicht somit die Anwendung von verschiedenen
Fluoreszensfarbstoffen. Ein sog. Photomultiplier (PMT) verstarkt das Signal wodurch
bereits sehr geringe Fluoreszenssignale detektiert werden kdnnen.

Das hier verwendete konfokale Mikroskop Olympus Fluoview FV1000 war mit zwei
Helium-Neon-Lasern (543 nm, 633 nm) verschiedener Anregungswellen
ausgestattet.

Immunfarbung

Die auf Glasplattchen in 6-well Platten kultivierten HEK293T-Zellen wurden transient
mit 800ng/Plasmid transfiziert und fur 24h inkubiert. Nach einem Waschschritt mit
1xPBS erfolgte fir 5 min eine Fixierung der Zellen mit 4% Paraformaldehyd (PFA).
Nach einem erneuten Waschschritt mit 1xPBS wurden die Zellen fur 20 min bei RT
mit einer Blockierlosung (1xPBS, 10% FBS und 0,1% Triton-X-100) behandelt um
dadurch das Risiko unspezifischer Bindungen zu minimieren. Nach einem weiteren
Waschschritt mit 1xPBS wurden die Zellen Uber Nacht bei 4°C mit dem
entsprechenden Primarantikorper inkubiert. Die Verdinnung des Primarantikorpers
(alle 1:100) erfolgte in einer speziellen Antikorperlosung (1xPBS, 0,1% FBS, 0,1%
Triton-X-100). Am nachsten Tag wurden die Zellen nach 2-3 Waschschritten mit
1xPBS erneut fur 20 min blockiert. Danach folgte fur 2h bei 4°C unter
Lichtausschluss eine Inkubation mit dem fluoreszenzmarkierten Sekundarantikorper.
Die Sekundarantikorper (alle 1:1000) wurden ebenfalls in der oben genannten
speziellen Antikorperldsung verdinnt. Nach einem weiteren Waschschritt mit 1xPBS
wurden die Zellen fur 2-3 min mit einer ToPro3-Losung (1:8000) benetzt. ToPro3 ist
ein fluoreszierender Farbstoff der speziell die DNA in den Zellkernen anfarbt und im
Infrarot-Bereich messbar ist.

Nach weiteren drei Waschschritten mit 1xPBS wurden die Glasplattchen mit
Vectashield Mounting Medium auf Objekttragern eingeschlossen und an dem
konfokalen Mikroskop Olympus Fluoview FV1000 mittels Laser-scanning Mikroskopie

analysiert und mit der Olympus Fluoview Software (Version 2.1b) dokumentiert.

Die Praparate in denen die zu untersuchenden Proteine direkt an fluoreszierenden
Proteinen gekoppelt waren wurden direkt mit der ToPro3-Losung behandelt, auf
Objekttrager eingeschlossen und an dem konfokalen Mikroskop Olympus Fluoview
FV1000 untersucht.
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Mikroskopische Auswertung der zellularen Aggresom-Formation

Die auf Glasplattchen kultivierten HEK293T-Zellen wurden transient mit einem N-
terminal EGFP-gekoppelten NLRP7 (Wildtyp oder Mutanten) transfiziert. Pro
Konstrukt wurden je drei Experimente durchgefuhrt.

Die an dem konfokalen Mikroskop beobachtete Proteinverteilung wurde in drei
verschiedene Typen eingeteilt. Fur jedes der drei Experimente wurden 4-5
Sichtfelder/1000Zellen (40er Objektiv) gezahlt und ausgewertet.

2.2.6 Pyrosequenzieren
2.2.6.1 Die Pyrosequenzier-Reaktion

In der Analyse von Methylierungsmustern erwies sich die Pyrosequenziermethode
als Goldstandard. Durch die Bisulfitkonversionsreaktion (siehe 2.2.1.11) entsteht im
Genom ein C/T Polymorphismus der dem Methylierungsgrad des jeweiligen CpG-
Dinukleotid entspricht. Im Gegensatz zu der normalen Didesoxymethode nach
Sanger (siehe 2.2.1.5.), wird bei der Pyrosequenzier-Methode die Synthese des
Gegenstranges in Echtzeit sequenziert. Die Methode beruht auf der indirekten
bioluminometrischen Messung von Pyrophosphat (PPi). In einem Komplex aus
einzelstrangiger DNA-Sequenz und einem Sequenzierprimer katalysiert die DNA-
Polymerase (Klenowfragment ohne 3°-5°-Exonukleaseaktivitat) den Einbau des zum
Matrizenstrang komplementaren Desoxynukleotidtriphosphat. Jede Inkorporation
bewirkt die Freisetzung von Pyrophosphat. Durch Zugabe von ATP-Sulfurylase,
Luziferase, Apyrase und den beiden Substraten Adenosinphosphosulfat (APS) und
Luziferin wird die Anzahl inkorporieter Nukleotide sichtbar gemacht.

Die ATP-Sulfurylase setzt das Pyrophosphat in Anwesenheit von Adenosin
5'Phosphosulfat quantitativ. zu ATP um. Dieses ATP veranlasst die durch die
Luziferase katalysierte Reaktion von Luziferin zu Oxiluziferin. Bei der Umwandlung
entsteht proportional zum ATP-Gehalt sichtbares Licht. Dieses Licht wird Uber eine
CCD- (charge coupled device) Kamera detektiert und in einem Pyrogramm als Peak
dargestellt. Jedes Lichtsignal ist somit proportional zur Anzahl eingebauter
Nukleotide. Das einzubauende Nukleotid liegt nicht im Reaktionsansatz vor sondern
wird separat hinzu pipettiert. Bevor das nachste Nukleotid hinzu pipettiert wird, baut

die Apyrase uberschussiges Nukleotid ab.
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Abb. 2.8: Pyrosequenzier-Reaktionskaskade. Jedes eingebaute Nukleotid setzt ein Pyrophosphat
(PPi) frei. Das Pyrophosphat aktiviert eine Enzymkaskade die ein Lichtsignal generiert welches
proportional zu der Menge an eingebauten Nukleotiden ist. Bevor ein neues Nukleotid hinzugefiigt

wird, baut die Apyrase noch lberschiissige Nukleotide ab.(www.biotage.com)

2.2.6.2 Einzelstrang-Préparation fiir die Pyrosequenzierreaktion

Vor der eigentlichen Reaktion erfolgt die Amplifikation der Region die man
untersuchen will mittels BiHot-PCR (siehe 2.2.1.12). Da der Sequenzierprimer nicht
an einer doppelstrangigen DNA-Sequenz binden kann, wird die Region mit einem
biotinylierten Primer amplifiziert. Das PCR-Produkt mit dem 5’-biotinylierten Strang,
wird von Streptavidin-beschichteten Perlen eingefangen und die nicht-biotinylierten
Strange konnen in einer NaOH-Losung entfernt werden. NaOH trennt die
Wasserstoffbricken zwischen den DNA-Strangen. In einem speziellen Waschpuffer
werden die Ubrigen biotinylierten Strange wieder neutralisiert und anschlie3end in
eine Losung aus Anlagerungspuffer und Sequenzierprimer tberfuhrt.

Die Einzelstrang-Praparation erfolgt mit einem Vakuum Praparations-Werkzeug. In
der dazugehodrigen Praparations-Station werden 4 Behalter mit 1) 70% Ethanol, 2)
0,2 M NaOH, 3) Waschpuffer und 4) Aqua dest. befullt. Wahrendessen befinden sich
die Proben auf einem Schuttler um somit die Sedimentation der Streptavidin-Perlen
und dem daran befestigten PCR-Produkt zu verhindern. Die Proben werden
schlieBlich Uber ein Vakuum von dem Praparations-Werkzeug aufgenommen und in
der oben aufgefuhrten Reihenfolge 1) - 3) fur jeweils 5 s in die jeweiligen Behalter
getaucht. Die Perlen haften an dem Werkzeug und die Losungen werden Uber ein
Schlauchsystem in einen Abfallbehalter Uberflhrt. Zuletzt werden die Proben in eine
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mit Anlagerungspuffer und Sequenzierprimer befullte ,PSQ 96er Wellplate® GUberfuhrt
und auf einem 80 °C heiRen Heizblock fur 2 min inkubiert. Das Vakuum
Praparations-Werkzeug wird nach Abgabe der Perlen fur 20 s mit Aqua dest.
gewaschen.

Meke 13- P waklarals. Wl de

C:H6 CH5.1% T:00%
Ta2% T105% Cas1% T4 C:100.0%

Abb. 2.9: Pyrogramm. Das Pyrogramm zeigt die Methylierung von fiinf CpG-Dinukleotiden (gelb
markiert) innerhalb einer spezifischen Sequenzregion von einer Probe. Die X-Achse zeigt die
einprogrammierte Nukleotidsequenz. Entsprechend der Sequenzvorlage wird dNTP im Uberschuss
hinzupipettiert. Die Menge der eingebauten Nukleotide korrelieren mit dem gemessenen Lichtsignal
dargestellt als Peak.

Die Enzyme, Substrate und die 4 verschiedenen dNTPs (A/C/G/T) werden in eine
Patrone pipettiert. Da dATP ein Substrat der Luciferase ist, wird zur Polymerisation
kein normales dATP verwendet sondern Desoxyadenosinalpha-thiotriphosphat
(dATPaS). Das dATPaS wird nur von der DNA-Polymerase jedoch nicht von der
Luziferase erkannt. Dies vermeidet falsche bzw. zu hohe Peaks.

Nachdem das Pyrosequenzier-Gerat mit der Probenplatte und der Patrone bestuckt
wurde, beginnt die Reaktionskaskade und nach 45 min konnen die Pyrogramme am
Computer ausgewertet werden (siehe Abb. 2.9).
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2.2.7 SIRPH (SNuPE-IP RP HPLC)-Analyse

Die SIRPH-Methode ermdglicht, wie das Pyrosequenzieren, eine quantitative
Analyse der DNA-Methylierung an spezifischen CpG Dinukleotiden. Das Bisulft-PCR-
Produkt der zu untersuchenden Region, wird uber einen Exol FastAP Enzymverdau
von Uberschussigen PCR-Oligonukleotiden und dNTPs befreit. Nach der SNuPE
(Single Nukleotid Primer Extension)-Reaktion werden die verlangerten Primer
anschliel3end per lonen-Paar Umkehrphasen Hochleistungs-
flussigkeitschromatografie (IP RP HPLC) aufgetrennt [98].

Enzymverdau: Inkubations-Programm:
0,125 pyl Exol 20 U/ pl 37°C 15 min
0,5ul FastAP 85°C 15 min

0,2 yl  FastAP Puffer 4°C o0

5yl PCR-Produkt
1,17 yl  Aqua dest.

2.2.7.1 SNuPE (Single Nukleotid Primer Extension)

Bei der SNuPE Reaktion werden Primer entworfen, die das 5°-Ende ausgewahlter
CpG- (bzw. TpG-) Dinukleotide einer Bisulfitsequenz flankieren. Die Primer sind
identisch zu der Bisulfitsequenz, so dass sie mit dem gegenuberliegenden Strang an
ein GpC (bzw. ApC) hybridisieren. Das 3'-Ende der Primer wird Uber mehrere

Temperaturzyklen in einem Thermozykler mit einem ddCTP oder ddTTP verlangert.

SNuPE Reaktion: SNuPE-Programm:
2 yl Verdaute Bisulfit-DNA 94°C 2 min
2yl Puffer C Solis Biodyne 92°C 30s
2yl MgCI2 (25 mM) 40°C 30s 70x
2yl ddNTP’s (C+T) je 1TmM 52°C 10 min
2yl Primer F/R (je 12,5 pmol) 4°C 0

0,2 I TERMI Polymerase 5 U/pl
8 ul Aqua dest.
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2.2.7.2 IP-RP-HPLC

Nach der SNUPE Reaktion werden die verlangerten Oligonukleotide nach GrofRe und
Hydrophobizitat dber eine IP-RP-HPLC (WAVE DNA Fragment Analysis System,
Transgenomics) aufgetrennt. Mit Hilfe einer Injektionsnadel werden 20 pl der Probe
auf eine Saule Uberfuhrt. Die negativ geladene DNA bindet Uber ihre Phosphat- und
Carbonylgruppen an das Triethylammonium-Kation der TEAA-LGsung (mobile
Phase). Uber die Alkylgruppen am anderen Ende des TEAA-Molekiils wird die DNA
an der hydrophoben neutralen Polymermatrix aus Polystyrol-Divinylbenzol fixiert
(stationare Phase). Nach diesem initialen Bindungsvorgang erfolgt die lonen-
Umkehrphasenchromatographie. Zwei Pufferlosungen mit einem Acetonitrilanteil von
9 (Puffer A): 1 (Puffer B) werden durch die Sdulenmembran gefuhrt. Durch graduelle
Zunahme von Puffer B, stellt sich nach 8,1 min ein gleiches Mengenverhaltnis ein
und die DNA-Molekule 16sen sich von der stationaren Phase. Ein UV-Detektor misst

schliel3lich die Retentionszeit der Oligonukleotide.
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Abb. 2.10: Puffergradient der HPLC. Die X-Achse zeigt die Zeit in Minuten nach der Probeninjektion.

Die Y-Achse zeigt den steigenden prozentualen Anteil von Puffer B im Puffergemisch.

Unverlangerte und verlangerte Primer lassen sich dadurch in einem Chromatogramm
voneinander unterscheiden. Die mit ddTTP-verlangerten Primer werden durch die
hohere Hydrophobizitat von ddTTP spater von der Saule gelost als die ddCTP-
verlangerten Primer. Jedem Primer konnen somit 3 Peaks (unverlangert, verlangert
C, verlangert T) zugeordnet werden, im Idealfall 2 Peaks (verlangert C, verlangert T)
bei einem vollstandigem Verbrauch des eingesetzten Primers (siehe Abb. 2.11). Das
Verhaltnis der Peakhohe zwischen den verlangerten Primern entspricht dem
Verhaltnis zwischen methylierten und unmethylierten Cytosin einer spezifischen CpG
Stelle.
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Abb. 2.11: HPLC-Absorptionsdiagramm: SIRPH mit zwei verschiedenen Primern. Der SNuPE-
Reaktionsansatz ohne Zusatz eines Bisulfit-PCR-Produktes (Leerwert) zeigt die unverbrauchten
Primer (in grin dargestellt) Der SNuPE-Reaktionsansatz mit einem Bisulfit-PCR-Produkt zeigt fur
beide Primer drei Peaks: 1) Reste des noch unverbrauchte Primer 2) den C- verlangerten Primer und

3) den T-verlangerten Primer (in violett dargestellt).

2.2.8 Protein Modellierung

Die Modellierung des inaktiven und aktivierten NLRP7-Proteins wurde Uber den
ITASSER Server durchgefiuhrt [99]. Die Kristallstruktur des mausspezifischen Apaf1-
Proteins (PDB ID: 3SFZ) diente als Vorlage fur die Modellierung des inaktiven
NLRP7 Proteins. Weiterhin wurde mit Hilfe eines Elektronendichte-Profils des Apaf1-
Apoptosoms (PDB ID: 3J2T) die aktivierte Proteinstruktur von NLRP7 generiert.
Neben der bereits existierenden Kristallstruktur der N-terminalen Pyrin-Doméane [100]
wurde mit Hilfe des ITASSER Server jede weitere Domane erneut Uber eine
individuelle Modellierung generiert. Die einzelnen Domanen wurden schliel3lich in
das Grundgerust der zuvor generierten vollstandigen NLRP7 Struktur eingesetzt.

Die stereochemischen Qualitaten zwischen dem Modell und der Apaf1-Vorlage
wurden anhand des MOLPROBITY Servers uberpruft [101].

Das symmetrische Multimer-Docking erfolgte mit Hilfe des M-ZDock Server. Hier
diente die aktivierte Struktur von NLRP7 als Vorlage. Aufgrund der vergleichbaren
Proteingrofien von NLRP7 (1037 AA) und Apaf1 (1248 AA) wurde wie fur Apaf1
(PDB ID: 3J2T) ein Multimer aus sieben Monomeren (n=7) generiert.

Die molekulare Umgebung der einzelnen Missense-Mutationen und dem non-
synonymen SNP wurde mit Hilfe von YASARA und Chimera visualisiert [102,103].
Die in silico-Protein-Modellierungen wurden in Kooperation mit der AG Biswas von
Dr. Arijit Biswas innerhalb unseres Institutes durchgefluhrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Oligomerisierung von NLRP7

Die in der Literatur beschriebenen Modelle der NLRP-spezifischen Aktivierung
basieren auf Sequenz-Analysen, Homologie-Modellierungen oder dem indirekten
Inflammasom-Rekonstruktions-Test. Man geht hier davon aus, dass es nach einem
Kontakt der LRR-Domane mit entsprechenden PAMPs oder DAMPs zu einer
Konformationsanderung und damit zu einer Freilegung der NACHT-Domane kommit,
die somit die Oligomerisierung bzw. Aktivierung des Proteins induziert. [32,47,104].
Mit Hilfe eines Gal4-basierten Hefe Di-Hybrid-Systems, sollten bei einer inter-doman-
spezifischen Analyse von NLRP7 die fur die Oligomerisierung notigen
Interaktionsschnittstellen identifiziert werden.

Weiterhin sollte der Einfluss von drei BiBM-assoziierten NLRP7 Missense-
Mutationen und eines nicht-synonymen SNP auf mégliche Anderungen der Struktur

und Konformation des Proteins untersucht werden.

3.1.1 Hefe Di-Hybrid Interaktionsanalysen zur Charakterisierung der

Oligomerisierungs-Schnittstellen von NLRP7

FUr die Bestimmung der Oligomerisierungs-Schnittstellen von NLRP7 wurden 10
verschiedene NLRP7 cDNA-Konstrukte sowohl in den Beute-Vektor (pGBKT7) als
auch in den Koder-Vektor (pGADT7) des Gal4-basierten Hefe Di-Hybrid-Systems
kloniert (siehe Abb. 3.1). Die insgesamt 100 moglichen Kombinationen wurden
jeweils in den Hefestamm AH109 transformiert und mit entsprechenden
Selektivmedien auf Interaktion untersucht.
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R693P
L398R  K511R R693W
1 93 172 491 V 564 614 957

NLRP7wt @ NACHT NAD 1037
1 93 LRR-Domains
PYD C 172 491
502 623
624 957

1 93 172 491

1 93 172 491 564 623

172 491 564 623

172 491 564 614 957

1 93 172 491 564 614 957

Abb 3.1: NLRP7-Konstrukte fiir die Hefe Di-Hybrid Analyse. Neben dem Wildtyp-Protein
reprasentieren vier Konstrukte die einzelnen NLRP7-Doméanen PYD (PYD-Domaéne inkl. Linker),
NACHT, NAD (NAD-Domane inkl. dem ersten Leucin Rich Repeat) und die LRR Domane (enthalt alle
neun Leucin-Rich Repeats). Zudem wurden die funf Deletionskonstrukte ANAD/LRR (ohne NAD und
LRR), ALRR (ohne LRR), APYD/LRR (ohne PYD und LRR), APYD (ohne PYD) und ANACHT (ohne
NACHT Domane) generiert. Die in dieser Arbeit untersuchten BiBM-assozierten Mutationen sind mit

Pfeilen (orange) markiert.

Alle 100 Reaktionen wurden zunachst uber das Selektivmedium SDlow (Fehlen der
Aminosauren Trp und Leu; Abb. 3.2 links) auf Doppelexpression gepruft. Nur wenn
beide Fusionsproteine (GAL-BD/Koder und GAL-AD/Beute) in dem Hefestamm
exprimiert werden kommt es auf dem Selektivmedium zu einem Wachstum. Alle
Interaktionen die doppelt, d.h. symmetrisch in Erscheinung traten wurden mit einer
durchgezogenen Linie farbig eingekreist.

Die systematische Analyse zeigte funf doppelt positive Interaktionen auf dem
Selektivmedium SDmed (Fehlen der Aminosauren Trp, Leu und His; siehe Abb. 3.2
mitte) und drei doppelt positive Interaktionen auf dem Selektivmedium SDhigh
(Fehlen der Aminosauren Trp, Leu, His und Ade; siehe Abb. 3.2 rechts).

Auf SDmed zeigte die NAD - Domane ein klares Wachstum und somit eine positive
Interaktion mit den Konstrukten ALRR (blauer Kreis), APYD/LRR (gruner Kreis) und
mit sich selbst (roter Kreis). AuRerdem interagierte das Konstrukt ALRR mit dem
Konstrukt APYD/LRR (schwarzer Kreis) und ebenfalls mit sich selbst (gelber Kreis).
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Abb. 3.2: Interdoman-spezifische Hefe Di-Hybrid Analyse von NLRP7. Alle zehn NLRP7-
Konstrukte wurden jeweils in den Beute-Vektor (0 GBKT7) und in den Kdder-Vektor (0 GADT7) kloniert.
Die insgesamt 100 moéglichen Doppel-Kombinationen wurden in den Hefestamm AH109 transformiert
und auf Interaktion geprift. Die Expression der Doppeltransformanten wurde Uber das
Selektivmedium SDlow (links) nachgewiesen. Ein Wachstum der Hefezellen auf SDmed (mitte) und
SDlow (rechts) prasentiert die potentiellen interdoman-spezifischen Interaktionen (farbig eingekreist).
Durchgezogener Kreis = doppelt positiv, gestrichelter Kreis = einfach positiv. SDmed: NAD::NAD (rot),
NAD::ALRR (blau), ALRR:ALRR (gelb), NAD:APYD/LRR (grun), ALRR:APYD/LRR (schwarz).
NACHT:INAD und NACHT::ALRR (gestrichelt violett), ANAD/LRR::NAD und ANAD/LRR:ALRR
(gestrichelt braun) Die Interaktion der PYD-Doméne (pGADT7) mit allen NLRP7-Konstrukten
(pGBKT7) wurde als falsch positiv gewertet. SD high: NAD:NAD (rot), NAD:ALRR (blau),
ALRR::ALRR (gelb). Alle anderen auf SDmed gezeigten Interaktionen, waren auf SDhigh nicht mehr

nachweisbar.
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Abb. 3.3: Positiv- und Negativkontrollen fiir die interdomén-spezifische Hefe Di-Hybrid
Analyse. Die zehn NLRP7-Konstrukte in dem Beute-Vektor (pGBKT7) wurden jeweils zusammen mit
einem leeren Koder-Vektor (pGADT7) in den Hefestamm AH109 transformiert und auf das
Selektivmedium SDhigh getropft (links). Die zehn NLRP7-Konstrukte in dem Kdéder-Vektor (pGADT7)
wurden jeweils zusammen mit einem leeren Beute-Vektor (pGBKT7) in den Hefestamm AH109
transformiert und auf das Selektivmedium SDhigh getropft (rechts). Lediglich die PYD-Domane (in
pGBKT7) flhrte zu einer falsch positiven Aktvierung der Reportergene. Die beiden Konstrukte p53

und T-Antigen sind direkte Interaktionspartner und dienten als Positivkontrolle.
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Zudem zeigten die einzelne NACHT-Domane (gestrichelt violett) und das
Deletionskonstrukt ANAD/LRR (gestrichelt braun) eine einfach positive Interaktion
mit der NAD-Domane und mit dem Deletionskonstrukt ALRR.

Auf dem Selektivmedium SDhigh wurden sowohl die einfach positiven Interaktionen
(gestrichelte Kreise violett und braun), als auch alle Interaktionen mit dem
Deletionskonstrukt APYD/LRR (grine und schwarze Kreise) unterdrickt. Nur die
NAD-Domane und das Deletionskonstrukt ALRR interagierten weiterhin in allen vier
moglichen Kombinationen (Kreise in grun, blau und gelb). Das Fusionsprotein GAL-
BD/PYD fuhrte zu einer falsch positiven Aktivierung der Reportergene und zeigte mit
allen GAL-AD fusionierten NLRP7-Konstrukten ein Wachstum auf SDmed und
SDhigh. Alle anderen auf Autoaktivierung getesteten NLRP7-Konstrukte blieben
negativ. Die miteinander interagierenden Proteine p53 und TAg dienten als
Positivkontrolle (Abb. 3.3).

Interessanterweise blieben alle Konstrukte mit einer LRR-Domane (NLRP7wt, APYD
und ANACHT) auf beiden Selektivmedien (SDmed und SDhigh) negativ. Die
Ergebnisse deuten auf ein hohes Interaktionspotential der NAD-Domane hin,
welches moglicherweise durch die Anwesenheit der LRR-Domane unterdrickt wird.

3.1.2 Untersuchung von 3 BiBM-assozierten Mutationen und einem non-
synonymen SNP mit dem Hefe-Di-Hybrid System und deren
Einfluss auf die Oligomerisierung von NLRP7

Die fur BiBM bereits beschriecbenen Mutationen sind auf der speziell dafur
angelegten Datenbank ,Infevers® fur erbliche Autoimmun-Erkrankungen

(http://fmf.igh.cnrs.fr/ISSAID/infevers/) zusammengefasst.

Um als nachstes den Einfluss BiBM-assozierter Missense-Mutationen auf die
Struktur und somit auf das Interaktionsverhalten von NLRP7 untersuchen zu kdonnen,
wurden drei bekannte Missense-Mutationen und ein non-synonymer SNP (nsSNP)
aus dieser Datenbank je nach Lokalisation (Proteindomane) und Schweregrad bzw.
Haufigkeit der erfassten und Mutations-assoziierten Blasenmolen ausgewahlt. Die
Mutation L398R befindet sich in der NACHT-Domane, der nsSNP K511R in der
NAD-Doméne und die beiden Mutationen R693P und R693W befinden sich in der

LRR-Domane. Fur die N-terminale PYD-Domane wurden bislang entweder
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Nonsense oder Frame-shift-Mutationen beschrieben. Eine homozygote Missense
Mutation ist fur diese Doméane nicht bekannt.

Die Beute und Koder-Vektoren (pGBKT7 und pGADT7) der vier mutagenisierten
NLRP7 Konstrukte, das Wildtyp-Konstrukt von NLRP7 und die beiden Deletions-
Konstrukte NAD und ALRR wurden in 36 Kombinationen fur einen erneute Hefe Di-
Hybrid-Analyse in den Hefestamm AH109 transformiert und auf Interaktion tberpruft
(Abb. 3.4). Jede Mutation wurde somit gegen sich selbst, gegen das Wildtyp-
Konstrukt und gegen die beiden Deletions-Konstrukte getestet. Nachdem alle 36
Reaktionen auf SDlow als positive Doppeltransformanten verifiziert wurden (Abb. 3.4
links), zeigten die weiteren Auswertungen auf den Selektivmedien SDmed und
SDhigh die zuvor beschriebenen Interaktionen zwischen der NAD-Domane und dem
Deletionskonstrukt ALRR (Abb. 3.4 mitte und rechts). Alle anderen Kombinationen
blieben negativ, was entweder darauf hindeutet, dass die Mutationen keinen Einfluss
auf die Oligomerisierung des Proteins haben oder wahrscheinlich der Assay nicht

sensitiv genug ist um den mdglichen Einfluss einer Missense-Mutation auf die
Proteinstruktur darzustellen.
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Abb. 3.4: Hefe Di-Hybrid Interaktionsanalyse BiBM-assoziierter NLRP7 Mutationen. Die drei
BiBM-assoziierten Mutationen L398R, R693P, R693W und der nsSNP K511R wurden auf
Eigeninteraktion und auf Interaktion mit NLRP7 Wildtyp, NAD und ALRR geprift. Das Selektivmedium
SDlow (links) zeigt die Expression der untersuchten Doppeltransformanten. Auf SDmed und SDhigh
konnten lediglich die bereits identifizierten Interaktionen NAD::INAD (rot), NAD:: ALRR (blau) und
ALRR::ALRR (gelb) nachgewiesen werden.
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3.1.3 Verifizierung der NLRP7 Hefe Di-Hybrid Interaktion zwischen der
NAD-Domane und dem Deletions-Konstrukt ALRR uber

Immunoprazipitation

Die drei potentiellen Interaktionen der SDhigh assoziierten Hefe-Analysen NAD/NAD,
NAD/ALRR und ALRR/ALRR wurden anschlielend mittels Immunoprazipitation
verifiziert. Hierfur wurden beide Konstrukte jeweils mit einem Myc-Epitop oder einem
Flag-Epitop markiert, alle vier mdoglichen Kombinationen in HEK293T-Zellen
kotransfiziert und fuir 48h inkubiert. Eine Uberexpression aller vier Konstrukte nach
Einzeltransfektion diente als Negativ-Kontrolle. Die in den Zelllysaten enthaltenen
Flag-markierten Konstrukte wurden mit Anti-Flag beschichteten Agarose-Beads
prazipitiert und mit einem Anti-Flag-AntikOrper detektiert (Abb. 3.5a IB:a-Flag). Die
entsprechend Myc-markierten Koprazipitate wurden mit einem Anti-Myc Antikorper
detektiert (Abb. 3.5a IB:a-Myc).

Die NAD-Domane (13 kD) und das Deletionskonstrukt ALRR (68 kD) koprazipierten
mit sich selbst und untereinander (Abb. 3.5a IB:a-Myc). Obwohl die Expression der
NAD-Domane in HEK293T-Zellen nur sehr schwach nachzuweisen war, konnte
sowohl das prazipitierte Flag-NAD Monomer (IB:a-Flag) als auch das koprazipitierte
Myc-NAD Monomer (IB:a-Myc) mittels Immunoblot bei einer Grolke von 13kD
detektiert werden (Abb. 3.5a - 1.). Ebenso koprazipitierte die Myc-markierte NAD-
Domane mit Flag-ALRR, sowie das Myc-markierte ALRR mit Flag-NAD (Abb. 3.5a -
2./3.). Weiterhin zeigte das Deletionskonstrukt ALRR neben einer sehr starken
Expression auch eine starke Eigeninteraktion (Abb. 3.5a - 4.).

Zusatzlich liel3 sich bei den beiden Konstrukten NAD und ALRR auf dem Immunoblot
jeweils eine zusatzliche Bande bei 26 kD bzw. zwischen 150-250 kD nachweisen,
welche vermutlich das Produkt zusatzlicher Aggregat- oder Oligomer-Formationen,
die bei der zuvor durchgefuhrten Hitzebehandlung (75°C) fur die SDS-PAGE
entstanden sein konnten. Erstaunlicherweise zeigte die Flag-Immunoprazipitation
des Wildtyp-Proteins NLRP7 (113 kD) nach Koexpression eines Myc- und Flag-
markierten Wildtyp Konstruktes, eine klare Eigeninteraktion, welche in den Hefe Di-
Hybrid Analysen verborgen blieb. Das Myc-markierte NLRP7 koprazipitierte mit dem
Flag-markierten NLRP7 (Abb. 3.5b - 1., IB a-Myc). Die Einzeltransfektionen des Myc-
und Flag-markierten NLRP7 und anschlieBende Flag-Immunoprazipitationen dienten
als Negativkontrolle (Abb.3.5b - 2./3.).
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Abb. 3.5: Verifizierung der Interdomén-spezifischen Interaktionen von NLRP7 mittels
Immunoprazipitation. a. Der untere Immunoblot visualisiert nach Flag-Immunoprazipitation die
prazipitierten Flag-markierten NLRP7 Konstrukte NAD und ALRR (IP: a-Flag / IB: a-Flag), wahrend
der obere Blot die koprazipitierten Myc-markierten Konstrukte NAD und ALRR darstellt (Co-IP / IB: a-
Myc). Beide Konstrukte zeigen eine der Expression entsprechende Eigeninteraktion (Laufbande 1.
und 4.) und interagieren auch untereinander (Laufbande 2. und 3.). Die Einzeltransfektion jedes
untersuchten Konstruktes dienten als Negativkontrollen (Laufbande 5.-8.). In Laufbande 9. wurde ein
Zelllysat untransfizierter HEK293T-Zellen mitgefuhrt. b. Nach Flag-lImmunoprazipitation mit dem
Wildtyp-Protein NLRP7 zeigt sich eine starke Eigeninteraktion (Co-IP/IB: a-Myc), Die

Einzeltransfektionen des Flag- und Myc-markierten Proteins dienten als Negativkontrolle.

3.1.4 Ein APAF1 basiertes ,,in silico“ Modell von NLRP7 und dessen
Aktivierung

Unabhangig von den Hefe Di-Hybrid Analysen wurde ein in silico Modell der
aktivierten und nicht-aktivierten NLRP7 Proteinstruktur generiert um potentielle
strukturelle Veranderungen wahrend der Aktivierung darzustellen.

Sowohl das aktivierte als auch das inaktivierte Proteinmodell von NLRP7 zeigen
klare Abgrenzungen zwischen den vier verschiedenen Proteindomanen PYD,
NACHT, NAD und LRR (Abb. 3.6).
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inaktives NLRP7 aktiviertes NLRP7

Abb. 3.6: In silico Modell des nicht-aktivierten und aktivierten NLRP7-Proteins. Ribbon-Modell
von NLRP7 in seiner inaktiven (links) und aktivierten Form (rechts). Die vier einzelnen Domanen
werden in verschiedenen Farben dargestellt: PYD (rot), NACHT (griin), NAD (magenta) und LRR
(blau). Vor einer Aktivierung befindet sich die NAD-Domane im Schutz der LRR-Doméane. Bei
Aktivierung kommt es zu einer Konformationsanderung des Proteins, welche zu einem Austritt der

NAD-Domaéane aus der sie umgebenden LRR-Domane flhrt (schwarze Pfeile).
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Abb. 3.7: In silico Modell eines NLRP7 Oligomers. Das NLRP7-Oligomer zeigt sieben miteinander
verbundene NLRP7-Molekile. Das Ribbon-Modell wurde mit Hilfe eines aktivierten NLRP7-Monomers
uber den MZ-Dock Server generiert (links). Eine VergroRerung zeigt wie wahrend der
Oligomerisierung ein GroBteil der NAD-Doméane (magenta) zusammen mit einem kleinen Abschnitt
der LRR-Doméne (blau) des einen NLRP7-Molekils mit der NACHT-Doméne (griin) eines zweiten
NLRP7-Molekuls (mitte) interagieren. Die Abbildung ganz rechts zeigt die genauen Interaktions-
Schnittstellen zweier NLRP7-Molekdle (Molekil A & B).

78



3. Ergebnisse

Die aktivierte Form von NLRP7 zeigt zwei auffallige strukturelle Veranderungen im
Vergleich zu dem inaktiven Protein: 1) Wahrend sich die NAD-Domane (magenta)
vor einer Aktivierung noch vollstandig in dem Schutz der LRR-Domane (blau)
befindet, kommt es nach einer Aktivierung zu einer Freigabe der NAD-Domane. 2)
Eine gravierende Konformationsanderung fuhrt bei Aktivierung zu einer Verlagerung
der beiden N-terminalen Domanen PYD (rot) und NACHT (grin) und damit zu einer
Freilegung von zuvor verborgenen Regionen (Abb. 3.6).

Eine multimere Kopplung mit dem aktivierten NLRP7-Monomer zeigt, wie wahrend
der Oligomerisierung die NAD-Domane und ein kleiner Teil der LRR-Domane von
einem NLRP7-Molekul mit der NACHT-Domane eines zweiten NLRP7-Molekduls in
Kontakt treten (Abb. 3.7). Ein Grofteil der durch die Aktivierung induzierten
strukturellen Anderungen innerhalb des Proteins, erfolgt in der Nahe dieser Motive
und demonstriert zusatzlich wie wichtig die Bindung von ADP und Mg®* fiir die
Oligomerisierung des Proteins sind.

Wahrend sich die NAD-Domane aus dem Schutz der LRR-Domane befreit, kommt es
innerhalb der NAD-Domane =zu einer zusatzlichen Freilegung hydrophober
Seitenketten (Abb. 3.8 rechts), welche zuvor in der inaktivierten Proteinform nicht
sichtbar sind (Abb. 3.8 links). Diese intradoman-spezifischen Anderungen weisen
zusatzlich darauf hin, dass die NAD-Domane eine Schlisselkomponente fur den

Oligomerisierungs-/Aktivierungsprozess des Proteins ist.

Freiliegende hydrophobe
verborgene hydrophobe Aminosiuren-Reste
Aminoséuren-Reste

Freiliegende hydrophobe
Aminoséduren-Reste

inaktive NAD-Doméne aktivierte NAD-Doméne

Abb. 3.8: In silico Modell der NAD Doméne vor und nach Aktivierung von NLRP7. Space-filling-
Modell der NAD-Domaéane vor (links) und nach Aktivierung (rechts). Die Anfarbung der Oberflachen
wurde der Kyte und Doolittle Hydrophobizitdts-Skala nachempfunden: Blau angefarbte Molekiile sind
hydrophil und orange angefarbte Molekiile sind hydrophob. Wahrend sich bei der inaktivierten Form
noch viele hydrophobe Seitenketten innerhalb der Doméane verbergen, kommt es nach Aktivierung zu
einer Freigabe dieser Seitenketten an die Oberflache (siehe schwarze gestrichelte Kreise).
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3.1.5 Der Einfluss BiBM-assoziierter NLRP7-Mutationen auf die zellulare

Lokalisation des Proteins

Man geht davon aus, dass BiBM-assoziierte Mutationen einen entsprechenden Effekt
auf die Funktion des Proteins haben. Die nachfolgenden Untersuchungen sollten
zeigen welchen Einfluss die Mutationen auf die Lokalisation des mutierten Proteins in
der Zelle haben. Hierzu wurden die N-terminal EGFP-markierten NLRP7-Konstrukte
Wildtyp, L398R, K511R, R693W oder R693P transient in HEK293T Zellen

transfiziert.
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Abb. 3.10: BiBM-assoziierte Mutationen und ihr Einfluss auf die Aggresom-Formation. Das Bild
oben zeigt die drei verschiedenen Proteinverteilungen des EGFP-markierten NLRP7 in der Zelle nach
transienter Transfektion. Typ |: diffus verteilt (dunkelgrau), Typ Il: angereichert am MTOC
(hellgrau),Typ Ill: groRes Aggresom (grau). Jedes der drei unten dargestellten Diagramme steht fir
ein Experiment und zeigt den Anteil der jeweiligen Proteinverteilung in Prozent. In jedem Experiment
wurden jeweils das Wildtyp-Protein NLRP7 und die vier mutagenisierten NLRP7-Konstrukte L398R,
K511R, R693P und R693W ausgezahlt.
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Fir jedes einzelne Konstrukt wurden drei verschiedene Transfektionen durchgefuhrt.
Weiterhin wurden durchschnittlich 1000 Zellen pro Experiment ausgezahlt und
beurteilt (siehe Anhang A.1 Tab. A.1a). Die Proteinverteilung innerhalb der Zelle
wurde empirisch in drei verschiedene Erscheinungsbilder eingeteilt: Typ | = diffus
verteilt, Typ Il = angereichert am MTOC, Typ lll = grol3e Aggresom-Formation (Abb.
3.10 oben). Die Summe der jeweils gezahlten Zelltypen pro Transfektion wurde
prozentual auf 100% angeglichen und mit dem Chi-Square Test auf Signifikanz
uberpraft (Abb. 3.10 unten & Anhang A.1 Tab. A.1b).

Das Wildtyp-Konstrukt zeigte in allen drei Experimenten bei circa 60% der Zellen
eine diffuse Proteinverteilung im Zytoplasma wohingegen 7% der Zellen zusatzlich
zu der zytoplasmatischen Proteinverteilung kleine perinukleare Aggregate aufwiesen.
Die restlichen 30% der Zellen wiesen weitaus grofere Proteinansammlungen auf,

deren Durchmesser sich Uber das gesamte Zytoplasma verteilte.

Im Vergleich zu dem Wildtyp zeigte die Mutation L398R (NACHT-Domaéane) in zwei
von drei durchgefuhrten Experimenten einen signifikanten Anstieg in der Anzahl von
Zellen mit groRen Aggresom-Formationen (Experiment 1: p=0,0093; Experiment 2:
p=0,0031) wahrend der Anteil an Zellen mit einer diffusen Proteinverteilungen
entsprechend abnahm. Der Anteil an Zellen mit einer diffusen Proteinverteilung
verringerte sich verglichen zu dem Wildtyp um circa 20% (Exp. 1: 44 %; Exp. 2:
38%), wahrend der Anteil an Zellen mit groRen Aggresom-Formationen sich um die
gleichen 20% erhohte (Exp.1: 50%; Exp.2: 54%). Interessanterweise blieb der Anteil
an Zellen mit nur kleinen perinukledren Aggregaten an dem MTOC stabil bei 7%. Die
hier beobachtete Art der Proteinverteilung lasst sich anhand des ,Seeding
Nucleation® Modells erklaren. Die falsche Faltung eines Proteins ist ein
thermodynamisch ungunstiger und damit langsamer Prozess, der schliel3lich die
Grundlage fur eine kinetisch gunstige Expansion legt. Sobald sich stabile
Proteinaggregate bilden kommt es zu einer schnellen exponentiellen Anreicherung
[108].

Die Mutation R693W (LRR-Domane) zeigte in allen drei Experimenten eine
signifikante Zunahme an Zellen mit groRen Aggresom-Formationen (Exp. 1:
p=0,0001; Exp. 2: p=0,0019; Exp. 3: p=0,0062) und eine entsprechende Reduktion
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an Zellen mit diffuser Proteinverteilung. Der Anteil von Zellen ohne jegliche
Proteinakkumulation verringerte sich verglichen zum Wildtyp um 25-30% (Exp. 1:
33%; Exp. 2: 36%; Exp. 3: 42%), wahrend sich die Zahl der Zellen mit grof3en
Aggresom-Formationen um die entsprechende Menge erhdhte (Exp. 1: 57%; Exp. 2:
50%; Exp. 3: 52%). Auch hier zeigte sich eine stabile Anzahl an Zellen mit nur
geringer Akkumulation am MTOC.

Im Vergleich dazu verhalt sich die an der gleichen Aminosaure lokalisierte
Substitution R693P nicht wie die Substitution R693W. Obwohl sich die Mutation an
der gleichen Position wie die zuvor beschriebene Mutation R693W befindet, liel sich
die Verteilung der verschiedenen Zelltypen mit der des Wildtyp-Konstruktes

vergleichen.

Der nsSNP K511R zeigte einen gegenteiligen Effekt in der Aggresom-Formation.
Obwohl die Auswertungen keine Signifikanz aufweisen, zeigten alle drei Experimente
eine Reduktion an Zellen mit gro’ien Aggresom-Formationen und gleichzeitig mehr
Zellen mit einer diffusen Proteinverteilung. Im Vergleich zum Wildtyp erhohte sich die
Zahl der Zellen ohne Proteinaggregate um bis zu 15% (Exp.1: 75%; Exp.2: 74%;
Exp.3: 74%), wahrend die Zellen mit grolen Aggresom-Formationen entsprechend
abnahm (Exp.1: 20%; Exp.2: 19%; Exp.3: 20%).

82



3. Ergebnisse

3.1.6 Identifizierung der juxtanuklearen NLRP7-Aggregate nach

transienter Transfektion

Parallel zu den in Abschnitt 3.1.5 gezeigten mikroskopischen Analysen sollten
spezifische Zellmarker klaren, ob es sich bei der perinuklearen Aggregation um ein
sog. ,Aggresom® handelt. Das Aggresom wurde 1998 von Johnsten et al.
beschrieben [106]. Hierbei handelt es sich um eine Ansammlung von falsch
gefalteten Proteinen, Chaperonen und Proteasomen rund um das Mikrotubulus-
Organisationszentrum (MTOC). Aggresom-Formationen sind von dem Mikrotubulus-
Netzwerk einer Zelle und dessen Dynein-Dynactin assozierten Komplex abhangig.
Die Zelle kontrolliert ubiquitinierte Proteinaggregate, indem diese mit Hilfe der an das
Motorprotein Dynein gebundenen Histondeazetylase HDACG6 uber die Mikrotubuli zu
dem MTOC transportiert und dort in einem von Vimentin eingehullten Aggresom
angesammelt werden [107]. Zudem gibt es Studien zu einem sog. ,physiologischen”
Aggresom, welches die Aktivitat der induzierbaren NO Synthase (iNOS) reguliert
[108]. Fur den Nachweis eines Aggresoms wurden hier nach Expression des
Fusionsprotein EGFP-NLRP7 die zellularen Marker vy-Tubulin, Ubiquitin, 26s
Proteasom und Vimentin immunologisch angefarbt und auf Kolokalisation mit den
juxtanuklearen Proteinaggregaten untersucht (Abb. 3.9).

Alle vier Marker kolokalisierten innerhalb der Proteinaggregate. Die Kolokalisation mit
y-Tubulin, dem Hauptbestandteil des MTOC war ein erster Hinweis fur ein NLRP7
Aggresom (Abb. 3.9 A-C). Die markante Kolokalisation von Ubiquitin mit den in der
Zelle entstandenen Proteinaggregaten war ein weiterer Hinweis fur deren
kontrollierten Abbau (Abb. 3.9 D-F). Auch das 26s Proteasom zeigte neben einer
diffusen Verteilung im Zytoplasma eine deutliche Akkumulation und Kolokalisation
mit den Proteinaggregaten (Abb. 3.9 G-lI). Neben dem Aggresom gelten JUNQ
(Jjuxtanuclear quality control®), iPOD (,insoluble protein deposit‘) und ERAC (,ER-
associated compartment®) als weitere Schutz- und Kontrollmechanismen einer Zelle
vor Proteinaggregaten [109]. Lediglich das Aggresom wird von einer Vimentinschicht
umhullt und ist somit ein spezifischer Aggresommarker. Das Protein Vimentin gehort
zu den Typ3 Intermediarfilamenten und ist Bestandteil des Zytoskeletts. Die
Kolokalisationsanalysen zeigten eine deutliche Anreicherung und Kolokalisation des
Vimentins um die juxtanuklearen Aggregate (Abb. 3.9 J-L).
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EGFP-NLRP7wt Anti-y-tubulin

Anti-ubiquitin

EGFP-NLRP7wt Anti-26s Proteasom

EGFP-NLRP7wt Anti-Vimentin

Abb. 3.9: Kolokalisations-Analysen von NLRP7 mit Aggresom-spezifischen Zellmarkern. A-C)
Kolokalisation des EGFP-NLRP7-Aggregats mit y-tubulin (MTOC). D-F) Kolokalisation des EGFP-
NLRP7-Aggregats mit Ubiquitin G-I) Das 26s Proteasom zeigt eine diffuse zytoplasmatische
Verteilung mit einer Anreicherung und Kolokalisation in dem juxtanukledren Aggregat. J-L) Vimentin
umschliel3t und kolokalsiert mit dem juxtanuklearen NLRP7-Aggregat. Die Immunfarbung der Erst-
Antikdrper y-Tubulin, Ubiquitin, 26s Proteasom und Vimentin erfolgte mit AlexaFluor 555. Der Zellkern

wurde mit ToPro3 angefarbt.
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3.1.7 In silico Analyse der BiBM-assoziierten NLRP7-Mutationen und ihr

moglicher Einfluss auf die Oligomerisierung

Nach einer in silico Mutagenese der drei Mutationen und der Non-Synonymen
Variante liel3en sich nach einem Vergleich zu dem Wildtyp-Protein biochemische und
biophysikalische Unterschiede in der lokalen Umgebung jedes einzelnen
Basenaustauschs ausmachen (Abb. 3.11).

L398 (wt) R398 K511 (wt) R511
?:\1 s \ ?:\, N ) < &
<t N\ 4 N |
& \ N ‘ P\ @‘ 7\ §

\ / R693P

L398R  K511R R693W
1 v 4 LRR-Domains

—_—
B
R693 (wt) > N A0

N

Abb. 3.11: In silico Analyse BiBM-assoziierter NLRP7-Mutationen. Die betroffenen Aminosauren
und ihre lokale Umgebung werden hier jeweils als Wildtyp (linke Seite) und als Mutante (rechte Seite)
dargestellt. Die Hydrophobizitat entspricht der Kyte und Doolittle Skala, blau fiir hydrophil und orange
fur hydrophob. Die Aminosaure L398 (im Stick-Format dargestellt, roter Pfeil) ist Teil einer groRen
hydrophoben Oberflache (orange gefarbte Oberflache,). Die Mutation R398 sticht aus der
hydrophoben Oberflache als hydrophile Aminosdure heraus (im Stick-Format, blau). Die lokale
Umgebung des nsSNP K511R wird als graues Ribbon-Modell dargestellt, wahrend die Aminosaure
511 im Stick-Format (rot) dargestellt wird. Die Seitenketten (Wasserstoffbriicken und lonenbindungen)
sind durch blaue Linien gekennzeichnet. Die Aminosdure R693 und die beiden Mutationen P693 und
W693 werden als Stick-Format dargestellt (roter Pfeil). Nebenan liegt die bei Oligomerisierung mit der
NACHT-Domane interagierende LRR Region (gruner Pfeil). Die Mutation W693 fihrt lokal zu einer
deutlichen Zunahme der Hydrophobizitat.
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So zeigt die in der NACHT-Domane lokalisierte Mutation L398R anstatt eines
vollstandig zur Oberflache hin exponierten hydrophoben Leucin (magenta; linke
Seite) ein nur zum Teil exponiertes Arginin (blau; rechte Seite).

Bei dem in der NAD-Domane lokalisierten nsSNP K511R kommt es bei einem
Austausch von Lysin durch Arginin zu einer vermehrten Ausbildung von
Seitenketten-Bindungen (z.B. Wasserstoffbricken- und lonenbindungen). Die
meisten dieser zusatzlichen Brucken verbinden sich mit Seitenketten der LRR-
Domane.

Die in der LRR-Doméane befindlichen Mutationen R693W und R693P fuhren
entweder zu einem nicht-konservativen Austausch, bei dem Arginin durch ein
Oberflachen exponiertes hydrophobes Tryptophan ersetzt wird, oder zu einem
weniger hydrophoben Austausch mit Prolin, welches jedoch die Helix an der
Aminosaurenposition 693 durchbricht.
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3.2 ZBTB16 als neuer potentieller Interaktionspartner von NLRP7

Mutationen in NLRP7 fuhren bei Frauen zu immer wiederkehrenden Blasenmolen-
Schwangerschaften. Das abnormale Abortmaterial zeigt deutliche Veranderungen
der maternalen Imprinting-Loci hin zu einem paternalen Genotyp trotz einer
biparentalen chromosomalen Anlage. Bis heute ist nicht klar wie das im Zytoplasma
lokalisierte NLRP7 ohne eine DNA-Bindedomane Einfluss auf die Pragung der DNA
haben konnte. In dem zweiten Teil dieser Arbeit sollten mit Hilfe von Hefe Di-Hybrid
Analysen potentielle Interaktionspartner von NLRP7 ausfindig gemacht werden, die
an der Etablierung des Imprinting direkt oder indirekt beteiligt sein konnten.

3.2.1 Kommerzielle Hefe Di-Hybrid Analysen zur ldentifizierung neuer

Interaktionspartner

Auf der Suche nach neuen Interaktionspartnern wurden von der Firma Dualsystems
zwei unabhangige LexA-basierte Hefe Di-Hybrid Analysen durchgefuhrt. Das
NLRP7-Protein wurde gegen eine normalisierte humane Transkript-Bibliothek und
gegen eine ovarielle Transkript-Bibliothek auf Interaktion gepruft. Die Analysen, des
Hefe-Screens mit der humanen Transkript-Bibliothek zeigten keine positiven
Interaktionen. Der Hefe-Screen mit einer ovariellen Transkriptbibliothek zeigte
hingegen 10 potentielle Koder und alle potentiellen Interaktionen wurden bereits von
der Firma mit entsprechenden Selektivmedien und einem lacZ-Test verifiziert (Abb.
3.12 unten).

Neun der 10 Koder wurden von uns erneut sequenziert und analysiert. Eine
Homologie-Analyse der neun Koder-Sequenzen in BLAST (Basic Local Alignment
Tool, http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) zeigte fur alle Sequenzen eine 100%ige

Ubereinstimmung mit dem C-terminalen Ende des Transkriptionsfaktors ZBTB16
(PLZF; Abb 3.12 oben). Die Koder enthielten entweder nur Sequenzabschnitte der
Zinkfinger-Domane oder zusatzlich Abschnitte der RD2-Doméane von ZBTB16. Der
Koder mit der Bezeichnung Prey#1 (AA 268-673) wurde als ,wirklich® positiv
identifiziert. Hier zeigte sich Wachstum auf dem Selektivmedien SDhigh und der
lacZ-Test (HTX-Assay) zeigte eine stark positive Blaufarbung. Alle anderen Koder
zeigten entweder kein Wachstum auf SDhigh (Prey#2, #3 und #7), nur schwaches
Wachstum auf SDhigh (Prey #4, #5, #6 und #9) oder blieben negativ in dem lacZ-
Test (Prey#8 und #10).
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Abb. 3.12: Hefe Di-Hybrid Analysen von NLRP7 gegen eine ovarielle Transkriptbibliothek.
Oben: Ein mit der Software Geneious durchgefihrtes Sequenz-Alignment von neun identifizierten
Kdéder-Konstrukten (Prey#1, #3-#10) identifiziert die Zinkfinger-Domane und den Prolin-reichen
Abschnitt der RD2-Doméane des Transkriptionsfaktors ZBTB16. Unten: Ergebnisse der LexA-basierten
ovariellen Hefe Di-Hybrid Analyse von der Firma Dualsystem. Ein Vergleich der Interaktion zwischen
Kdéder und NLRP7 mit dem HTX-Assay (lacZ-Test zur Messung der R-Galactosidase-Aktivitat) und
dem Wachstum auf SDhigh identifiziert Prey#1 als den starksten potentiellen Interaktionspartner (roter
Kasten).

3.2.2 Verifizierung des potentiellen Interaktionspartner ZBTB16 und
Lokalisierung der Interaktions-Schnittstellen zwischen NLRP7 und
ZBTB16 mit dem Hefe Di-Hybrid System

Zur Verifizierung der potentiellen Interaktion zwischen NLRP7 und ZBTB16 wurde
die komplette cDNA von ZBTB16 in den Beute-Vektor pGBKT7 des Gal4 Hefe Di-
Hybrid-Systems kloniert und gegen verschiedene NLRP7-Konstrukte im Koder-
Vektor pGADT7 auf Interaktion gepruft (Abb. 3.12). Zu den NLRP7-Konstrukten
zahlen NLRP7 Wildtyp, die vier einzelnen Domanen (PYD, NACHT, NAD, LRR) und
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funf verschiedene Deletionskonstrukte (ANAD/LRR, ALRR, APYD/LRR, APYD und
ANACHT).

Die Hefe Di-Hybrid Analyse zeigte auf dem Selektivmedium SDhigh unterschiedlich
starke Interaktionen zwischen ZBTB16 und den NLRP7-Konstrukten NAD,
ANAD/LRR, ALRR, und APYD/LRR (Abb. 3.13).

L w om o s
| PGADT7 e
O, -
o
< & oo " =
= = ~ T =1 4
E S [a) <D,: o a o ::) @ o
& Z HHHN-
5 e < < £ zZ g & & =2 o
= & = Z 5 3 3 S 3§ 35 N L s om o
1 ANAD/LRW( :
d1 L e o e s e
~ (o) m o s en
gl 4 d2  wom — -
2| = —
9 oo C
o O d3 L s om e 057
N B & e T e OHO— T4
L d4
SD —Leu/-Trp/-His/-Ade e 1575/”;: RO2Domsin 403 Zincfinger domains 673
SDhigh Cemlz__

Abb. 3.13: Hefe Di-Hybrid Interaktions-Analyse zwischen ZBTB16 und verschiedenen NLRP7-
Konstrukten. 10 verschiedene in dem Kddervektor pGADT7 befindliche NLRP7-Konstrukte (rechts
dargestellt) wurden jeweils zusammen mit ZBTB16 Wildtyp in den Hefestammm AH109 transformiert
und Uber 4 Tage (d1-4) auf dem Selektivmedium SDhigh auf Interaktion geprift. Die beiden NLRP7-
Konstrukte NAD und ALRR interagieren stark mit ZBTB16, wahrend ANAD/LRR und APYD/LRR eine
schwachere Interaktion aufweisen. NLRP7 Wildtyp zeigt keine Interaktion mit ZBTB16. Die
Eigeninteraktion von ZBTB16 diente als Positivkontrolle.

Die NAD-Domane und das Deletionskonstrukt ALRR induzieren eine relativ starke
Interaktion mit ZBTB16 was mit einem leichten Wachstum der Hefezellen an Tag 2
(d2) beginnt und bis Tag 4 (d4) stetig zunimmt. Die beiden Deletionskonstrukte
ANAD/LRR und APYD/LRR flhren hingegen zu einer schwacheren Interaktion mit
ZBTB16 und zeigen erst ab Tag 4 ein leichtes Wachstum der Hefezellen auf SDhigh.
Eine Interaktion zwischen den beiden Volllangen-Konstrukten NLRP7 und ZBTB16
erwies sich in dem Hefe Di-Hybrid System als negativ. Auch die Interaktionsanalysen
zwischen ZBTB16 und den NLRP7-Konstrukten PYD, NACHT, LRR, APYD, und
ANACHT zeigten kein Hefe-Wachstum auf SDhigh.

Die beiden hier positiv reagierenden NLRP7-Konstrukte NAD und ALRR fuhrten
bereits in dem interdoman-spezifischen Hefescreen (Abschnitt 3.1.1) zu einer hohen

Reaktivitat untereinander, wohingegen die hier beobachtete Interaktionen mit den
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NLRP7-Konstrukten ANAD/LRR und APYD/LRR nur in Kombination mit ZBTB16 in
Erscheinung traten.

Die Eigeninteraktion von ZBTB16 diente als Positivkontrolle (Negativ-Kontrollen
siehe Abschnitt 3.1.1, Abb. 3.3). In der Literatur wurde bereits beschrieben, das
ZBTB16 uber seine N-terminale BTB-Domane Homodimere bildet und daruber seine
transkriptionelle Repression ausubt [110].

Alle positiven Interaktionen zwischen ZBTB16 und den drei Deletionskonstrukten,
ANAD/LRR, ALRR und APYD/LRR weisen darauf hin, dass die NACHT-Domane
eine entscheidende Schnittstelle fur die Interaktion der beiden Proteine sein kdnnte,
wahrend die Anwesenheit der LRR-Domane bzw. die Abwesenheit der NACHT-
Domane (siehe NLRP7, APYD und ANACHT) diese Interaktion unterdruckt.

3.2.3 Interaktionsanalyse zwischen NLRP7 und KHDC3L mit dem Hefe
Di-Hybrid System

KHDCS3L ist neben NLRP7 das zweite fur BiBM verantwortliche maternale Effektgen.
Aufgrund eines zu NLRP7 ahnlichen Expressionsprofils wahrend der Oogenese und
einer gezeigten Kolokalisation beider Proteine an dem MTOC in einer
lymphoblastaren Zelllinie, sollte in dem hier angewandten Hefe Di-Hybrid System
eine mogliche direkte Interaktion beider Proteine Uberprift werden [63,64]. Die cDNA
von KHDC3L wurde wie zuvor fur ZBTB16 in den Beutevektor pGBKT7 kloniert und
gegen die 10 verschiedenen NLRP7-Konstrukte auf Interaktion gepruft (Abb. 3.14).
Lediglich die NAD-Domane zeigte zusammen mit KHDC3L ab dem zweiten Tag ein
stetiges Wachstum der Hefezellen auf SDhigh. Alle anderen neun NLRP7-Konstrukte
fuhrten zu keiner Interaktion mit KHDC3L.

Wie schon in Abschnitt 3.1.4 gezeigt werden konnte, ist die NAD-Domane in Bezug
auf Protein-Protein-Interaktionen eine hochreaktive Schlisselkomponente. So
induziert diese sowohl in der interdoman-spezifischen Hefe-Analyse (mit sich selbst)
als auch zusammen mit ZBTB16 eine stark positive Interaktion auf SDhigh. Da
jedoch keine anderen NLRP7-Konstrukte mit KHDC3L reagierten, wurde diese
Interaktion als falsch positiv gewertet.
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Abb. 3.14: Hefe Di-Hybrid Interaktions-Analyse von KHDC3L gegen verschiedenen NLRP7-
Konstrukte. 10 verschiedene in dem Kddervektor pGADT7 befindliche NLRP7-Konstrukte (rechts
dargestellt) wurden jeweils zusammen mit KHDC3L in den Hefestammm AH109 transformiert und
Uber 4 Tage (d1-4) auf dem Seletivmedium SDhigh auf Interaktion gepruft. Nur die NAD-Domane zeigt

hier eine gewohnt starke Interaktion mit KHDC3L.

3.2.4 Einfluss der BiBM-assozierten NLRP7-Mutationen auf die
Interaktion mit ZBTB16

Weitere Hefe Di-Hybrid Interaktionsanalysen zwischen NLRP7 und ZBTB16 sollten
nun zeigen, in wie weit die drei BiBM-assoziierten Mutationen und der nsSNP
Einfluss auf die Interaktion beider Proteine haben. Die in Abschnitt 3.2.2 bereits
durchgefuhrten Hefe-Analysen zeigten keine Interaktion zwischen den beiden
Volllangen-Konstrukten NLRP7 und ZBTB16.

Die Hefe-Analyse von ZBTB16 (pGBKT7) gegen je eines der vier mutagenisierten
NLRP7-Konstrukte (pGADT7) zeigte allein fur den Aminosaurenaustausch L398R
eine positive Interaktion zwischen den beiden Volllangen-Konstrukten mit einem
Wachstum der Hefezellen auf SDhigh ab dem dritten Tag (Abb 3.15). Die Mutation
befindet sich in der NACHT-Domane des NLRP7-Proteins was darauf hindeutet,
dass dies eine entscheidende Interaktions-Schnittstelle zwischen beiden Proteinen
sein konnte.

Die restlichen drei NLRP7-Sequenzvariationen K511R (NAD-Domane), R693P und
R693W (LRR-Domane) hatten keinen Einfluss auf die Interaktion mit ZBTB16 und
ein Wachstum der Hefezellen blieb aus.

Die bereits zuvor mit ZBTB16 positiv getesteten NLRP7-Konstrukte NAD und ALRR
wurden als Positiv-Kontrollen mitgefuhrt. Genauso wie die Eigeninteraktion von
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ZBTB16. Die Interaktions-Analyse zwischen ZBTB16 und einem leeren Prey-Vektor
(pGADT7-@) diente als Negativ-Kontrolle
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Abb. 3.15: Hefe Di-Hybrid Interaktions-Analyse zwischen ZBTB16 und vier BiBM-assoziierten
NLRP7-Mutationen. NLRP7 Wildtyp, NAD, ALRR und die vier mutagenisierten NLRP7-Konstrukte
L398R, K511R, R693P und R693W (siehe Pfeile, orange) wurden jeweils zusammen mit ZBTB16
(pPGBKT7) in den Hefestammm AH109 transformiert und uber 4 Tage (d1-4) auf dem Seletivmedium
SDhigh auf Interaktion gepruft. Das NLRP7-Konstrukt mit der in der NACHT Domane lokalisierten
Missense-Mutation L398R fiihrte zu einer positiven Interaktion mit ZBTB16. NLRP7 Wildtyp und die
anderen drei Mutationen zeigten keine Interaktion. Der leere Kdder-Vektor pGADT7-@ dient als
Kontrolle und zeigt keine falsch positive Interaktion mit ZBTB16 (pGBKT7). NAD, ALRR und ZBTB16
(alle pGADT7) zeigen die erwartete Interaktion bzw. Eigeninteraktion mit ZBTB16 (pGBKT?7).

3.2.5 Verifizierung der Hefe-Di-Hybrid Interaktion zwischen NLRP7 und

ZBTB16 mittels Immunoprazipitation

Alle bisher durchgefuhrten Interaktionsanalysen basieren auf dem Modellsystem der
Hefe. Demnach sind entsprechende Verifikationsanalysen in Saugerzellen
unerlasslich. Alle bereits in der Hefe untersuchten NLRP7-Konstrukte wurden in
einen saugerzell-spezifischen Vektor (pcDNA3.1-Flag) kloniert und dadurch N-
terminal mit einem Flag-Epitop markiert. Gleichermalien wurde die cDNA von
ZBTB16, funf weiteren ZBTB16 Deletionskonstrukten (del1-5) und KHDC3L in den
Vektor pcDNA3.1-myc-HisB kloniert, wodurch jedes Konstrukt C-terminal mit einem

Myc-Epitop markiert ist.
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3.2.5.1 ZBTB16 interagiert mit der NACHT-Domé&ne von NLRP7

Zunachst wurde eine Interaktions-Analyse zwischen dem Volllangen-Konstrukt
ZBTB16 und den neun verschiedenen NLRP7-Konstrukten NLRP7, NACHT, LRR,
ANAD/LRR, ALRR, APYD/LRR, APYD, APYD/NACHT, ANACHT in HEK293T-
Zellen durchgefuhrt (Abb. 3.16). Nach entsprechender Ko-Expression wurden die
verschiedenen NLRP7-Konstrukte mit einem Anti-Flag-Antikdrper prazipitiert (Abb.
3.16, IP: a-Flag) und nach einem Immunoblot mit einem Anti-Myc-Antikorper (Abb.
3.16, IB: a-Myc) auf Koprazipitation von ZBTB16 gepruft und
Negativkontrollen siehe Abb. 3.17).

Im Gegensatz zu dem Hefe-System ist eine deutliche Interaktion zwischen den
beiden Wildtyp-Konstrukten NLRP7 und ZBTB16 in Saugerzellen nachweisbar. Dies
lasst sich vermutlich dadurch erklaren, dass es in den HEK293T-Zellen zu einer

Aktivierung/Konformationsanderung des NLRP7-Proteins kommt (siehe Abschnitt

(Positiv-

3.1.4) und die entsprechend interagierenden Regionen freigelegt werden. In der Hefe

kommt es wahrscheinlich nicht zu dieser Konformationsanderung.
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Abb. 3.16: Verifizierung der Hefe Di-Hybrid Interaktion von NLRP7 und ZBTB16 mittels
Immunoprazipitation. Neun N-terminal Flag-markierte NLRP7-Konstrukte (siehe rechts) wurden
jeweils zusammen mit dem C-terminal myc-markierten ZBTB16 in HEK293T-Zellen kotransfiziert.
Nach geprifter Expression von ZBTB16 (Input/IB:a-Myc) wurden die NLRP7-Konstrukte Uber Anti-
Flag beschichtete Agarose-Beads prazipitiert (IP:a-Flag). Das ZBTB16-Koprazipitat wurden mit einem
Antikérper gegen Myc detektiert (Co-IP/IB:a-Myc, roter Kasten). Negativkontrollen siehe Abb 3.17.
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Abb. 3.17: Positiv- und Negativkontrollen der Flag-lImmunoprazipitation. Als Negativkontrolle
wurde jedes der neun Flag-markierten NLRP7-Konstrukte zusammen mit einem leeren Myc-Vektor in
HEK293T-Zellen kotransfiziert und mit Anti-Flag prazipitiert (links). Auch die Einzeltransfektion des
myc-markierten ZBTB16 zeigte nach Flag-IP keine falsch positive Interaktion mit den Agarose-Beads.
Die Konstrukte p53 (Flag-markiert) und T-Antigen (Myc-markiert) dienten bei allen durchgefiihrten

Flag-IPs als Positivkontrolle.

Die beiden NLRP7 Deletionskonstrukte ALRR und APYD =zeigten nach ihrer
Prazipitation eine starke Interaktion mit ZBTB16. Dies deutet darauf hin, dass die
Interaktion vermutlich nicht oder nicht nur von den beiden NLRP7-Doméanen LRR
und PYD induziert wird.

Weiterhin koprazipitierte ZBTB16 etwas schwacher mit der einzelnen NACHT
Domane und mit dem Deletionskonstrukt ANAD/LRR.

Die Prazipitationen der Deletionskonstrukte ohne NACHT-Domane (APYD/NACHT
und ANACHT) zeigten hingegen eine sehr schwache Interaktion mit ZBTB16 und
wurden daher als negativ gewertet.

Die sehr schwache Interaktion zwischen APYD/LRR Iasst sich durch den Einsatz an
geringer Proteinmenge von ZBTB16 in diesem Experiment erklaren. Wiederholte
Flag-IP-Experimente zwischen APYD/LRR und ZBTB16 zeigten ansonsten ebenfalls
eine positive Interaktion (Daten sind hier nicht aufgefuhrt).

Die Prazipitation der einzelnen C-terminalen LRR-Domane des NLRP7-Proteins
zeigte keine Interaktion mit ZBTB16.

Die Analyse der beiden einzelnen NLRP7-Domanen PYD und NAD wurde aus
diesem Experiment ausgeschlossen, da die Expression der einzelnen Domanen zu
schwach war um einen quantitativen Vergleich zu den anderen Experimenten

durchfiihren zu kénnen.
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Zusammenfassend weisen die in diesem Immunoprazipitations-Experiment
durchgefuhrten Interaktionsanalysen auf eine bevorzugte Bindungsaffinitat zwischen
ZBTB16 und der NACHT-Domane von NLRP7 hin.

3.2.5.2 ZBTB16 bindet mit N- und C-terminalen Regionen an NLRP7

Zusatzliche Flag-IP Analysen mit funf verschiedenen Deletionskonstrukten von
ZBTB16 (ZBTB16_del1: AS 1-164, ZBTB16_del2: AS 120-483, ZBTB16_del3: AS
403-673, ZBTB16_del4: AS 268-673, ZBTB16_del5: AS 283-673) sollten die exakte
Region des ZBTB16-Proteins bestimmen die mit NLRP7 direkt interagiert.

ZBTB16 besteht aus drei Domanen, es besitzt eine N-terminale BTB/POZ Domane,
eine  RD2-Domane die sich wiederum in drei Abschnitte unterteilt
(Acidic/Intermediar/Prolin-rich) und eine C-terminale DNA-bindende Zinkfinger
Domane mit neun Zinkfingern (siehe auch Abb. 3.16 rechts oben). Sowohl die BTB-
als auch die Zinkfinger-Domane besitzen die Fahigkeit mit Proteinen zu interagieren
[111]. Die Deletionskonstrukte ZBTB16_del1-3 wurden nach dem Schema der Drei-
Domanen-Struktur von ZBTB16 generiert. Dabei entspricht ZBTB16_del4 dem
Koder-Konstrukt aus der Hefe Di-Hybrid Analyse (Prey#1) und das dem del4
ahnliche Konstrukt ZBTB16_del5 sollte mit nur 5 anstatt 9 Zinkfingern die Suche
nach der hier erwarteten Interaktions-Schnittstelle (siehe Hefe Di-Hybrid Abschnitt
3.2.1) naher charakterisieren.

Die Expression der einzelnen NLRP7-Domanen erwies sich oftmals als schwach und
instabil. Daher wurden die Prazipitations-Analysen auf die funf Konstrukte NLRP7,
ANAD/LRR, ALRR, APYD und ANACHT reduziert.

Neben den Deletionskonstrukten von ZBTB16 sollte eine Immunoprazipitation mit
KHDC3L prufen, ob die zuvor in Hefe durchgefuhrten Experimente zwischen NLRP7
und KHDC3L eine mogliche Proteininteraktion unterdricken, die jedoch in HEK293T-
Zellen nachweisbar ist.

Die funf Myc-markierten ZBTB16-Konstrukte und das Volllangen-Konstrukt KHDC3L
wurden je mit einem der funf Flag-markierten NLRP7-Konstrukte in HEK293T-Zellen
kotransfiziert und fur 48h inkubiert. Die Flag-markierten NLRP7-Konstrukte wurden
wie zuvor uber einen Flag-spezifischen Antikorper prazipitiert (Abb. 3.18;
Negativkontrollen und vollstandige IP-Daten siehe Abb. 3.19 und 3.20).
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Abb 3.18: Identifizierung der interagierenden Regionen zwischen NLRP7 und ZBTB16 mittels
Immunoprazipitation. Finf Flag-markierte NLRP7-Konstrukte (siehe oben links) wurden jeweils
zusammen mit finf myc-markierten ZBTB16-Deletionskonstrukten (del1-5) oder KHDC3L (siehe oben
rechts) in HEK293T-Zellen kotransfiziert. Nach geprifter Expression von ZBTB16_del1-5/KHDC3L
(Input/WB:a-Myc) wurden die NLRP7-Konstrukte Uber Anti-Flag beschichtete Agarose-Beads
prazipitiert (sieche Abb. 3.20). Das ZBTB16- bzw. KHDC3L-Koprazipitat wurde mit einem Antikérper
gegen Myc detektiert (Flag-IP/WB:a-Myc, rote Linie). Negativkontrollen siehe Abb. 3.17 und 3.19.

Alle ZBTB16-Konstrukte, bis auf ZBTB16_del2, interagierten mit dem NLRP7 Wildtyp
Protein. Der Verlust der Interaktion nach einer simultanen Deletion der C-terminalen
Zinkfinger-Domane und der N-terminale BTB-Doméane (ZBTB16_del2) konnte ein
Hinweis fur mehrere mit NLRP7 interagierende Proteinabschnitte sein.

Die NLRP7 Deletions-Konstrukte ANAD/LRR, ALRR, APYD zeigten ein ahnliches
Interaktionsschema wie das NLRP7 Wildtyp-Protein. Alle drei NLRP7
Deletionskonstrukte interagierten, bis auf ZBTB16_del2, mit allen ZBTB16-
Konstrukten.
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Die Prazipitation von NLRP7ANACHT, dem einzigen NLRP7-Konstrukt ohnne NACHT
Domane, fuhrte bei allen ZBTB16-Konstrukten nur zu einer schwachen
Koprazipitation.

Von den beiden IP-Experimenten ZBTB16_del4/NLRP7ALRR und
ZBTB16_del5/NLRP7APYD wurde lediglich letzteres als negativ gewertete. Die
schwache Koprazipitation von ZBTB16_del4 mit ALRR resultiert hier aus der
schwachen Expression des Interaktionspartners ZBTB16_del4 (siehe Input) Abb.
3.18). Die schwache Interaktion zwischen ZBTB16_del5 und APYD hingegen, lasst
vermuten, dass ZBTB16 nicht nur mit der NACHT-Domane sondern auch mit der

PYD-Domane von NLRP7 eine direkte Bindung eingeht.

ZBTB16_dell
ZBTB16_del2
ZBTB16_del3
ZBTB16_del4
ZBTB16_del5

Input

. —— IB: a-Myc

IB: a-Flag

| =
2 3
IB: a-Myc

Abb. 3.19: Flag-Immunoprazipitation der Myc-markierten ZBTB16 Deletionskonstrukte. Als

IP: a-Flag

Co-IP

Negativkontrolle diente eine Einzeltransfektionen der finf verschiedenen ZBTB16 Deletions-
konstrukte. Die Konstrukte zeigten nach einer Flag-Immunoprazipitation keine falsch positive

Interaktion mit den Agarose-Beads.
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Abb. 3.20: Immunoprézipitationsanalysen zwischen
(Vollstandige Daten). siehe auch Abb. 3.18.
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3.2.6 Nachweis von NLRP7 und ZBTB16 in einem Multiproteinkomplex

Fur verschiedene NLR-Proteine konnte bereits gezeigt werden, dass sie Teil eines
Multiproteinkomplex sind. Auch fur NLRP7 wurde die typische Protein-Formation aus
NLRP, ASC und Caspase1 bereits nachgewiesen [42]. Direkt nach der Aktivierung
von NLRP7 kommt es jedoch noch vor der Interaktion mit ASC zu einer
proteinspezifischen Oligomerisierung, die ebenfalls als Multiproteinkomplex
nachweisbar sein sollte. HEK293T-Zellen sind generell frei von Inflammasom-
formenden Proteinen wie ASC, Caspase1 oder jeglichen NLRPs, so dass eine
Oligomerisierung und anschlielende Formation des Inflammasoms nicht moglich ist.
Mit Hilfe einer nativen Gelelektrophorese (Blue Native PAGE) sollte die
Inflammasom-unabhangige = NLRP7-Oligomerisierung  nachgewiesen  werden.
Weiterhin sollte eine Koexpression mit ZBTB16 prufen, ob ZBTB16 Teil dieses
Multiproteinkomplexes ist.

NLRP7-Flag + + + + - + o+ o+ o+ -
ZBTB16-Myc + + + o+ - + o+ o+ o+ -

Digitonin: 1% 1,5% 2% 2,5%
1236kD- :

1048kD-

HEK 1% 1,5% 2% 2,5% HEK

720kD-

4-16%

480kD-

BN-PAGE 1D

242kD-

100kD-
IB: a-Flag

BN-PAGE 2D
10%

75KD- IB: a-Myc

Abb. 3.21: Native Gelelektrophorese von NLRP7 und ZBTB16. Die oberen beiden Abbildungen
(BN-PAGE 1D) prasentieren die erste Dimension einer zweidimensionalen BN-PAGE. Nach
Koexpression in HEK293T-Zellen befinden sich beide Proteine in einem 480kD groRen
Proteinkomplex. Die Proteinkomplexe wurden Uber verschiedene Detergenz-Konzentrationen (1 - 2,5
% Digitonin) aus den Zellen geldst. Das Flag-markierte NLRP7 erscheint in der ersten Dimension als
ein langer ,Schmier” zwischen 480-1200 kD (BN-PAGE 1D/IB:a-Flag), wahrend ZBTB16 nur als
markante Linie bei einer Gréf3e von 480 kD sichtbar wird (BN-PAGE 1D/IB:a-Myc). Die unteren beiden
Abbildungen (BN-PAGE 2D) prasentieren die zweite Dimension. Durch die Auftrennung der ersten
Dimension Uber eine SDS-PAGE erscheint NLRP7 als diinne leicht gebogene Linie bei 113kD (BN-
PAGE 2D/IB:a-Flag), wahrend ZBTB16 als Punkt bei 75 kD (BN-PAGE 2D/IB:a-Myc) vertikal darunter
liegt.
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Beide Proteine, NLRP7 (Flag-markiert) und ZBTB16 (Myc-markiert) wurden
zusammen in HEK293T-Zellen uberexprimiert und uber verschiedene Digitonin-
Konzentrationen (1-2,5%), aus den Zellen herausgelost. Nach Ultrazentrifugation
wurden die noch intakten Proteinkomplexe Uber eine native Gelelektrophorese
aufgetrennt (Abb 3.21).

In der ersten Dimension erschien NLRP7 auf dem Immunoblot als weitlaufiger
Multiproteinkomplex bei einer GrolRe von 480-1000 kD (Abb. 3.21, IB: a-Flag),
wahrend ZBTB16 als scharfe Bande bei 480 kD sichtbar wurde (IB: a-Myc).

In einer nachfolgenden zweiten Dimension wurde der Multiproteinkomplex der ersten
Dimension Uber eine SDS-PAGE in seine Untereinheiten aufgetrennt.

Die Proteine lieRen sich nach Denaturierung entsprechend bei 113 kD (NLRP7) und
bei 75 kD (ZBTB16) nachweisen. Wahrend NLRP7 als dunne (leicht gebogene) Linie
sichtbar wurde, konnte ZBTB16 als scharfer Punkt direkt unterhalb von NLRP7
nachgewiesen werden.

Beide Proteine sind Teil eines 480 kD grollen Multiproteinkomplex. Die
hochmolekularen NLRP7-Oligomere lassen sich bis zu einer Gro3e von 1000 kD
nachweisen, wahrend ZBTB16 von der Oligomerisierung offensichtlich nicht

mitgetragen wird.

3.2.7 Kolokalisations-Analysen von NLRP7 und ZBTB16 in HEK293T-

Zellen mittels konfokaler Mikroskopie

Nachdem in Abschnitt 3.1.5 durch Lokalisationsanalysen mit dem transient
transfizierten und fluoreszensmarkierten NLRP7 eine deutliche Aggresom-Formation
in HEK293T-Zellen nachgewiesen wurde, sollte nun untersucht werden, wie sich eine
transiente Kotransfektion der fluoreszensmarkierten Proteine ZBTB16 bzw. NLRP7
auf die zellulare Verteilung beider Proteine auswirkt.

Fir das Protein ZBTB16 ist bereits bekannt, dass dieses in sog. nuklearen
~opeckles® lokalisiert. Speckles sind spezielle nukleare Organellen, die wichtige
Faktoren fur die Prozessierung der pra-mRNA oder den Transport von RNA
enthalten. Mehrere Studien konnten zudem zeigen, dass transkriptionell aktive Gene
bevorzugt neben nuklearen Speckles zu finden sind [112,113].

Die Einzeltransfektion von ZBTB16 zeigte sowohl bei N-terminaler Fusion mit EGFP
als auch bei C-terminaler Fusion mit DsRed2 die fur das Protein typische
Lokalisation in den nuklearen Speckles (Abb. 3.22 A & B). Eine Einzeltransfektion
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des N-terminal EGFP-markierten NLRP7 zeigte eine homogene zytoplasmatische
Verteilung des Proteins welche bei steigender Expression zu einer juxtanuklearen
Akkumulation fuhrte (Abb. 3.22 C; siehe auch Abschnitt 3.1.5 & 3.1.6). Die gleiche
zellulare Verteilung konnte fur das C-terminal mit DsRed2 markierte NLRP7-Protein
beobachtet werden, obwohl sich die Fluoreszenz hier deutlich schwacher darstellte
(Abb.3.22 D). Die C-terminale Fusion eines fluoreszierenden Proteins wie DsRed2
mit NLRP7 sollte hier kritisch betrachtet werden, da eine Fusion mit der LRR-
Domane Einfluss auf die Konformation des Proteins haben konnte.

A) EGFP-ZBTB16 B) ZBTB16-DsRed2 C) EGFP-NLRP7 D) NLRP7-DsRed2

E) EGFP-NLRP7 F) ZBTB16-DsRed2 H) Merge + ToPro3

1) NLRP7-DsRed?2 J) EGFP-ZBTB16 L) Merge + ToPro3

[ 3

Abb. 3.22: Kolokalisation von NLRP7 und ZBTB16 in juxtanukledren Aggregaten.

A u. B) Zellulare Lokalisation des N-terminal EGFP- und C-terminal DsRed2-markierten ZBTB16.
Beide Konstrukte lokalisieren in nuklearen Speckles. C u. D) Zellulare Lokalisation des N-terminal
EGFP- und C-terminal DsRed2-markierten NLRP7. Beide Konstrukte lokalisieren diffus im Zytoplasma
mit zusatzlichen juxtanukledren Proteinaggregaten. E-H) Juxtanukledre Kolokalisation von EGFP-
NLRP7 mit ZBTB16-DsRed2. I-L) Juxtanukledre Kolokalisation von NLRP7-DsRed2 mit EGFP-
ZBTB16. Alle Untersuchungen wurden in HEK293T-Zellen durchgefihrt. Der Nukleus wurde mit
ToPro3 angefarbt.

Eine Koexpression beider Proteine fuhrte zu einer Kolokalisation von ZBTB16 und
NLRP7 in den fur NLRP7 typischen juxtanukledren Aggregaten. Sowohl das N-

101



3. Ergebnisse

terminal EGFP-markierte NLRP7 mit ZBTB16-DsRed2 (Abb. 3.22 E-H), als auch das
C-terminal DsRed2-markierte NLRP7 mit EGFP-ZBTB16 (Abb. 3.22 I-L), zeigten eine
Kolokalisation von NLRP7 und ZBTB16 im Zytoplasma welche zu einer Reduktion
des ZBTB16-Proteins in den nuklearen Speckles fuhrte.

Neben den beobachteten zytoplasmatischen Protein-Aggregaten, fuhrten die beiden
Fusionsproteine EGFP-NLRP7 und ZBTB16-DsRed2 zu einem nuklearen Import von
NLRP7 und dessen Kolokalisation mit ZBTB16 in den Speckles (Abb. 3.22 A-D).
Diese nukleare Kolokalisation zeigte sich jedoch nur in den Zellen mit einer noch
ausgewogenen Expression beider Proteine. Sobald sich in den Zellen juxtanukleare
Aggregate formten, fuhrte dies augenscheinlich zu einem nuklearen Export beider
Proteine. Fur die beiden Fusionsproteine NLRP7-DsRed2 und EGFP-ZBTB16 trat
diese nukleare Kolokalisation nicht in Erscheinung. Hier konnte jedoch die bereits
erwahnte C-terminale Fusion von DsRed2 mit NLRP7 ein Storfaktor fur die

Interaktion mit ZBTB16 und dem daraus resultierenden nuklearen Import sein.

A) EGFP-NLRP?7 B) ZBTB16-RED C) Merge D) Merge + ToPro3

N\

Abb. 3.23: Kolokalisation von EGFP-NLRP7 und ZBTB16-DsRed2 in nukledren Speckles. A-D)
EGFP-NLRP7 und ZBTB16-DsRed2 kolokalisieren in den nuklearen Speckles. Der in den Speckles
befindliche Anteil von NLRP7 ist deutlich geringer als der von ZBTB16, wodurch die bei einer
Kolokalisation typische orange bis gelbliche Farbung nach einem Ubereinanderlegen der Bilder kaum

sichtbar ist.

Zusatzliche Kontrollanalysen zwischen dem Fusionsprotein ZBTB16-DsRed2 und
dem EGFP erzielten hier den gleichen visuellen Effekt (Abb. 3.24 & 3.25). Das
exprimierte EGFP-Protein verteilt sich in der ganzen Zelle. Aufgrund seiner GroRe
von nur 25 kD, diffundiert es auch ohne ein nukledres Lokalisationssignal in den
Zellkern (Abb. 3.24 A & B). Eine Koexpression mit ZBTB16-DsRed2 fuhrte zu einer
Akkumulation der EGFP-Molekule in den nuklearen Speckles (Abb. 3.25 A-D). Dies
war ein erster Hinweis, dass es sich bei der Kolokalisation von EGFP-NLRP7 und

ZBTB16-DsRed2 um eine falsch positive Interaktion handeln konnte.
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A) EGFP-vector B) Merge + ToPro3

Abb. 3.24: Zellulare Verteilung des EGFP. Nach einer Einzeltransfektion des leeren EGFP-Vektors,
zeigt das grunfluoreszierende Protein eine diffuse Verteilung in dem Zytoplasma und dem Nukleus
einer HEK293T-Zelle.

A) EGFP-vector B) ZBTB16-DsRed2 C) Merge +ToPro3 D) Merge +ToPro3

Abb. 3.25: Kolokalisationsanalysen von EGFP mit ZBTB16-DsRed2. Eine Kotransfektion von
EGFP mit ZBTB16-DsRed2 in HEK293T-Zellen flhrt zu einer nukledren Akkumulation des

grunfluoreszierenden Proteins in den Speckles.

Daraufhin wurde in einem neuen Experiment das N-terminal Flag-markierte NLRP7
(ohne EGFP) als Einzeltransfektion und zusammen mit ZBTB16-DsRed2 in
HEK293T-Zellen tUberexprimiert. Anschlielend wurde NLRP7 mit einem spezifischen
Erstantikorper (Anti-NLRP7) und einem grunfluoreszierenden ZweitantikOrper
(AlexaFluor488) angefarbt (Abb. 3.26).

Die Einzeltransfektion von Flag-NLRP7 zeigte nach der NLRP7-spezifischen
Immunfarbung die gleiche zytoplasmatische Proteinverteilung wie das Fusionsprotein
EGFP-NLRP7 (Abb. 3.26 A-D). Neben den Zellen mit einer homogenen
Proteinverteilung im Zytoplasma zeigten andere Zellen die typischen juxtanuklearen
Akkumulationen. Die Koexpression von Flag-NLRP7 mit ZBTB16-DsRed2
prasentierte zunachst das gleiche Ergebnis wie die zuvor mit dem Fusionsprotein
EGFP-NLRP7 durchgefuhrten Experimente. Neben Zellen mit einer juxtanuklearen
Kolokalisation beider Proteine zeigten sich Zellen mit einer augenscheinlichen
nuklearen Kolokalisation beider Proteine in den Speckles (Abb. 3.26 E-H). Ein
Kontrollexperiment bei dem ZBTB16-DsRed2 alleine in HEK293T-Zellen
uberexprimiert und die Zellen anschlieBend mit Anti-NLRP7 (AlexaFluor488)
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angefarbt wurden, prasentierte jedoch eine falsch positive Interaktion des Antikorpers
mit dem rotfluoreszierenden Protein DsRed2. Weitere Tests mit anderen DsRed2
Fusionsproteinen bestatigten die Kreuzreaktion des Antikdrpers mit DsRed2 (Abb.
hier nicht aufgefuhrt).

A) Flag-NLRP7 B) Merge + TopPro3 | C) Flag-NLRP7 D) Merge + ToPro3
Anti-NLRP7/488 Anti-NLRP7/488

E) Flag-NLRP7 F) ZBTB16-RED G) Merge H) Merge + ToPro3
Anti-NLRP7/488

I) @ Anti-NLRP7/488 | ]) ZBTB16-RED K) Merge L) Merge + ToPro3

Abb. 3.26: Kolokalisationsanalysen von Flag-NLRP7 und ZBTB16-DsRed2. A-D) Nach
Uberexpression des Flag-markierten NLRP7 wurde das Protein spezifisch mit einem Antikérper gegen
NLRP7 (Anti-NLRP7) und einem griunfluoreszierenden Zweitantikdrper (AlexaFluor488) angefarbt. Die
Proteinverteilung ist vergleichbar mit dem Fusionsprotein EGFP-NLRP7. E-H) Eine Koexpression von
Flag-NLRP7 und ZBTB16-DsRed2 zeigt sowohl Zellen mit einer juxtanukledren Kolokalisation beider
Proteine als auch Zellen mit einer Kolokalisation beider Proteine in den nukledren Speckles. I-L) Die
Einzeltransfektion von ZBTB16-DsRed und anschlieRende Immunfarbung mit Anti-NLRP7
(AlexaFluor488) demonstriert die falsch positive Reaktion des NLRP7-spezifischen Antikérpers mit
DsRed2.

Zuletzt bestatigte eine Kotransfektion des Fusionsprotein EGFP-ZBTB16 mit Flag-
NLRP7 die falsch positive Kolokalisation beider Proteine in den nuklearen Speckles
(Abb. 3.27 A-D). Eine Immunfarbung mit dem NLRP7-spezifischen Antikorper und
dem Zweitantikorper AlexaFluor594 visualierte die Kolokalisation beider Proteine im
Zytoplasma und in dem juxtanuklearen Aggregat, wohingegen der angenommene
nukleare Import von NLRP7 nicht nachweisbar war (Abb. 3.27 A).
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A) Flag-NLRP7 B) EGFP-ZBTB16 D) Merge + ToPro3
Anti-NLRP7/594

Abb. 3.27: Kolokalisationsanalysen von Flag-NLRP7 und EGFP-ZBTB16. A-D) Nach
Koexpression des Fusionsprotein EGFP-ZBTB16 und dem Flag-markierten NLRP7 wurde NLRP7
spezifisch mit einem Antikdrper gegen NLRP7 (Anti-NLRP7) und einem rotfluoreszierenden
Zweitantikdrper (AlexaFluor594) angefarbt. Die Proteine kolokalisieren im Zytoplasma und in einem

juxtanukledren Aggregat. Ein nuklearer Import von NLRP7 war jedoch nicht nachweisbar (siehe A).

In einem weiteren Experiment sollte das endogene ZBTB16 Protein in HEK293T-
Zellen mit einem spezifischen Erstantikorper gegen ZBTB16 und einem
rotfluoreszierenden Zweitantikorper (AlexaFluor555) angefarbt werden. Die Farbung
zeigte das endogene Protein in den typischen nuklearen Speckles (Abb. 3.21 A)

Eine Uberexpression von EGFP-NLRP7 fiihrte zu einem nukledren Export des
endogenen ZBTB16 und zu einer Kolokalisation beider Proteine im Zytoplasma und
in einem juxtanuklearen Aggregat (Abb. 3.27 B-D). Eine Kolokalisation zwischen
EGFP-NLRP7 und dem endogenen ZBTB16 in den nuklearen Speckles konnte

jedoch nicht detektiert werden.

A) Anti-ZBTB16 B) EGFP-NLRP7 C) Anti-ZBTB16 D) Merge + ToPro3

»

Abb. 3.28: Zytoplasmatische Kolokalisation von EGFP-NLRP7 mit dem endogenen ZBTB16. A)
Immunfarbung von HEK293T-Zellen mit einem ZBTB16-spezifischen Erstantikérper und einem
rotfluoreszierenden (AlexaFluor555) Zweitantikérper. Das endogene ZBTB16 zeigt die fiir das Protein
typische Lokalisation in den nukledren Speckles. B-D) Eine Uberexpression von EGFP-NLRP7 fiihrt
bei dem endogenen ZBTB16 zu einem nukledren Export und zu einer Kolokalisation mit NLRP7 im
Zytoplasma.
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3.2.8 Kolokalisations-Analysen von NLRP7 und KHDC3L in HEK293T-

Zellen mittels konfokaler Mikroskopie

In einer Studie von Reddy et al. zeigten mikroskopische Analysen bereits eine
juxtanukleare Lokalisation des GFP-markierten Proteins KHDC3L in HEK293T-
Zellen. Immunfarbungen mit einem spezifischen Antikdrper gegen KHDC3L konnten
diese Lokalisation sowohl nach Uberexpression als auch fiir das native Protein
bestatigen und zeigten zudem eine Kolokalisation mit dem uberexprimierten Flag-
markierten NLRP7 [64].

Die in dieser Arbeit durchgefuhrten direkten Interaktionsanalysen mit dem Hefe Di-
Hybrid-System und mittels Immunoprazipitation wurden als negativ gewertet (siehe
Abschnitt 3.2.3 & 3.2.5.2). Mikroskopisch sollte nochmals die Lokalisation von
KHDC3L und dessen Kolokalisation mit NLRP7 in HEK293T-Zellen Uberpriuft werden
(Abb. 3.29).

Die Einzeltransfektion des C-terminal mit DsRed2 markierten KHDC3L zeigte eine
diffuse Verteilung im Zytoplasma mit einer juxtanuklearen Akkumulation. Zusatzlich
fuhrte die Expression von KHDC3L-DsRed2 zu einer Anreicherung des Proteins in
der Plasmamembran (Abb. 3.29 A).

Die Koexpression der beiden Fusionsproteine KHDC3L-DsRed2 und EGFP-NLRP7,
fuhrte sowohl im Zytoplasma als auch in den bereits beschriebenen juxtanuklearen

Aggregaten zu einer Kolokalisation (Abb. 3.29 B-D).

A) KHDC3L-DsRed2 B) EGFP-NLRP7 C) KHDC3L-DsRed2 D) Merge +ToPro3

Abb. 3.29: Kolokalisationsanalysen von EGFP-NLRP7 mit KHDC3L-DsRed2. A) Zellulare
Kolokalisation des C-terminal mit DsRed2 markierten KHDC3L. Neben einer diffusen Verteilung im
Zytoplasma und einer vermehrten Anreicherung in der Plasmamembran zeigt KHDC3L die gleiche
juxtanukleare Akkumulation wie NLRP7. B-D) Kolokalisation von EGFP-NLRP7 und KHDC3L-DsRed2

in juxtanuklearen Aggregaten und im Zytoplasma.
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3.2.9 SIRPH-Analysen der Imprinting-Loci H19, PEG3, NESP55 und
SNRPN nach transienter Transfektion von NLRP7 und ZBTB16 in
HEK293T-Zellen

Typische Merkmale einer BiBM sind die abnormalen Methylierungsmuster multipler
Imprinting-Loci auf dem maternalen Allel. Mehrere Studien konnten zeigen, dass in
dem analysierten BiBM-Gewebe die maternal methylierten Imprinting-Loci ihre
Methylierung verlieren, wahrend es auf den paternal methylierten Imprinting-Loci zu
einer Zunahme der Methylierung kommt. Diese Verschiebung des
Methylierungsmuster auf dem maternalen Allel hin zu einem paternalen
Imprintingmuster, wirde den androgenetischen Phanotyp einer BiBM erklaren.
ZBTB16 ist ein Transkriptionsfaktor der mit Hilfe von verschiedenen
Histondeazetylasen (HDACs) und dem Proteinkomplex mSin3/SMRT/N-CoR an
spezifische DNA-Sequenzen bindet und dort eine transkriptionelle Repression
induziert [114]. Im Rahmen dieser Arbeit zeigten verschiedene Methoden die direkte
Interaktion von NLRP7 mit ZBTB16.

Nach einer Uberexpression beider Proteine in HEK293T-Zellen sollten mdgliche
funktionelle Auswirkungen auf das Imprintingmuster untersucht werden.

FUr diesen Methylierungsassay wurden die Zellen jeweils einzeln mit ZBTB16,
NLRP7 oder je einem der vier mutierten NLRP7-Konstrukte (L398R, K511R, R693P,
R693W) transfiziert. In funf zusatzlichen Ansatzen wurden alle funf NLRP7-
Konstrukte zusammen mit ZBTB16 transfiziert (ZBTB16+NLRP7, ZBTB16+L398R,
ZBTB16+K511R, ZBTB16+R693P, ZBTB16+R693W). Jeder Ansatz wurde in
dreifacher Ausfuhrung transfiziert und 48h Uberexprimiert. Nach DNA-Isolation der
betreffenden Zelllysate und Bisulfitkonversion, wurden vier verschiedene Imprinting-
Loci amplifiziert und Uber die SIRPH-Methode analysiert.

Sowohl die beiden paternal methylierten Imprinting-Loci H79 und NESPS5S5, als auch
die beiden maternal methylierten Loci PEG3 und SNRPN zeigten bei einem
Vergleich zu untransfizierten HEK293T-Zellen keine signifikanten Veranderungen in
ihrem Methylierungsprofil (Abb. 3.30 und 3.31).
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FUr das paternal methylierte H19 wirde man entweder eine Zunahme oder ein
unverandertes Methylierungsmuster erwarten. H79 ist ein primarer Imprint der
wahrend der mannlichen Gametogenese etabliert wird. Mit Hilfe unserer
hochsensitiven SIRPH-Methode konnte eine Zunahme der Methylierung auf dem
maternalen Allel in dem von unserer Gruppe untersuchten BiBM-Gewebe
nachgewiesen werden [88]. Sowohl die einzeln transfizierten Konstrukte als auch die
Kotransfektionen zeigten auf dem hier analysierten CpG nur eine geringe Variation
von hochstens 1% (Abb. 3.30; siehe auch Anhang A.1 Tab. A.1c).

Auf dem paternal methylierten Locus NESP55 wurden zwei CpGs untersucht (Abb.
3.30). Alle bisher veroffentlichten BiBM-Analysen, konnten eine signifikante Zunahme
der Methylierung auf diesem sekundaren Imprint nachweisen. Die hier
durchgefuhrten Analysen zeigten jedoch keine signifikanten Abweichungen im
Vergleich zu den unbehandelten HEK293T-Zellen. Ein Vergleich der mutierten
NLRP7-Konstrukte zu dem Wildtyp-Protein auf CpG1 zeigte dennoch bei den
Einzeltransfektionen eine Zunahme der Methylierung von bis zu 10% und bei den
Kotransfektionen von bis zu 6%. Im Gegensatz dazu zeigten die mutierten
Konstrukte bei NESP55-CpG2 nur eine Zunahme von hdochstens 3% (Tab. A.1c).

Der maternal methylierte Imprinting-Locus PEG3 zeigt nach Analyse biparentaler
Blasenmolen immer eine signifikante Reduktion in den gemessenen
Methylierungswerten. Bei den hier durchgefuhrten Analysen zeigte das NLRP7
Wildtyp-Konstrukt im Vergleich zu den untransfizierten HEK293T-Zellen sowohl als
Einzeltransfektion als auch als Kotransfektion mit ZBTB16 eine Reduktion der
Methylierung von 9% bzw. 6%. Im Gegensatz dazu verhielten sich die mutierten
Konstrukte unauffallig und schwankten zwischen 1-2% (Abb. 3.31; Tab. A.1c).
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Abb. 3.30: SIRPH-Analysen der paternal methylierten Imprinting-Loci H79 und NESP55. Nach
dreifacher Einzeltransfektion der NLRP7-Konstrukte Wildtyp, L398R, K511R, R693P, R693W (alle in
griin), ZBTB16 (in hellrot) und entsprechenden Kotransfektion mit ZBTB16 (alle Rottone), wurde die
DNA-Methylierung auf den ausgewahlten paternalen Imprinting-Loci H19 und NESP55 mit der SIRPH-
Methode untersucht und nach einem Vergleich zu untransfizierten HEK293T-Zellen (blau) Gber einen
ungepaarten t-test auf Signifikanz geprift. Keine der Untersuchten CpGs zeigten signifikante

Veranderungen.
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Abb 3.31: SIRPH-Analysen der maternal methylierten Imprinting-Loci PEG3 und SNRPN. Nach
dreifacher Einzeltransfektion der NLRP7-Konstrukte Wildtyp, L398R, K511R, R693P, R693W (alle in
griin), ZBTB16 (in hellrot) und entsprechenden Kotransfektion mit ZBTB16 (alle Rottone), wurde die
DNA-Methylierung auf den ausgewahlten maternalen Imprinting-Loci PEG3 und SNRPN mit der
SIRPH-Methode untersucht und nach einem Vergleich zu untransfizierten HEK293T-Zellen (blau) Gber
einen ungepaarten t-test auf Signifikanz geprift. Keine der Untersuchten CpGs zeigten signifikante

Veranderungen.

Der maternal methylierte Locus SNRPN ist ein sekundarer Imprint und zeigt wie
PEG3 in allen Methylierungsanalysen biparentaler Blasenmolen eine signifikante
Reduktion der Methylierung. Nach einer SIRPH-Analyse der hier transfizierten
HEK293T-Zellen zeigte das untersuchte CpG in dem PEGS3-Locus lediglich fur die
Einzeltransfektionen von NLRP7 Wildtyp und fur die Mutation R693W eine Senkung
der Methylierung von 6% und auliergewohnlichen 21% (Abb. 3.31; Tab. A.1c). Die
mutierten Konstrukte L398R, K511R und R693P fuhrten in allen drei

Einzeltransfektionen zu minimalen Schwankungen von 1-2%. Bei den
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Kotransfektionen mit ZBTB16 zeigten sich in dem PEG3-Locus tendenziell hohere
Methylierungswerte als bei den Einzeltransfektionen. Einzige Ausnahmen waren die
Mutationen K511R+ZBTB16 und R693W+ZBTB16 mit einer Reduktion um 8% und
6%. Insgesamt liel3 sich fur alle vier Loci kein eindeutiger Trend erkennen. Lediglich
die ,Hotspot“ Missense-Mutation R693W zeigte vereinzelte jedoch nicht signifikante
Abweichungen der Methylierung auf den beiden maternal methylierten Loci PEG3
und SNRPN.

3.2.10 Imprinting-Analyse der BiBM-assoziierten Mutationen R693P
und R693W nach transienter Transfektion in HEK293T-Zellen mit

der Pyrosequenzier-Methode

Aufgrund der geringen Anzahl an vergleichbaren Experimenten in dem ersten
Methylierungsassay (drei unabhangige Transfektionen/Konstrukt) und der
begrenzten Anzahl an untersuchten CpG-Nukleotiden, sollte eine zweite Analyse der
beiden ,Hotspot“-Mutationen R693P und R693W in einem groReren Ansatz mittels
Pyrosequenzierung durchgefuhrt werden (Abb. 3.32; Tab A.1d).

HierfUr wurden das Wildtyp-Konstrukt NLRP7 und die beiden mutierten Konstrukte
R693P und R693W in jeweils 10 unabhangigen Einzeltransfektionen in HEK293T-
Zellen fur 48h Uberexprimiert. Zudem wurden 10 Transfektionen des leeren Vektors
pcDNAS3.1 und native HEK293T-Zellen als Kontrolle mitgefuhrt. Eine Kotransfektion
mit ZBTB16 wurde in diesem Experiment nicht mitgefuhrt.

Nach DNA-Isolation und Bisulfitkonversion erfolgte die Analyse der Imprinting-Loci
H19, NESP55, PEG3 und SNRPN mittels Pyrosequenzierung. Alle vier analysierten
Imprinting-Loci zeigten keine signifikanten Anderungen in inrem Methylierungsmuster
(Abb. 3.32; Tab A.1d). Fur den paternal methylierten Locus H19 zeigte sich nur eine
minimale Schwankung der Methylierungswerte von 1-2%, wahrend der paternal
methylierte Imprinting-Locus NESP55 im Vergleich zu den unbehandelten HEK293T-
Zellen und dem Wildtyp-Protein fur die Mutation R693P gesteigerte
Methylierungswerte von 4% bzw. 3% zeigte (siehe auch Anhang Tab. A.4). Dennoch
zeigte der leere Vektor identische Schwankungen in den Methylierungswerten. Der
maternal methylierte Locus PEGS3 variierte bei allen Proben um lediglich 1%. Bei
dem maternal methylierten Locus SNRPN zeigte sich im Vergleich zu den HEK-
Zellen eine Reduktion der Methylierung von 3% fur das Wildtyp Protein, welche

jedoch ebenfalls nach einer Transfektion des leeren Vektors gemessen wurde.
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Abb. 3.32: Pyrosequenzierung der paternal und maternal methylierten Imprinting-Loci. Nach 10-
facher Einzeltransfektion der NLRP7-Konstrukte Wildtyp, R693P, R693W (alle in griin) und einem
leeren Vektor (in braun) wurde die DNA-Methylierung auf den ausgewdahlten paternalen und
maternalen Imprinting-Loci H19, NESP55, PEG3 und SNRPN mittels Pyrosequenzierung untersucht
und nach einem Vergleich mit untransfizierten HEK293T Zellen (blau) Uber einen ungepaarten t-test
auf Signifikanz gepruft. Keine der Untersuchten CpGs zeigte signifikante Veranderungen.
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4 Diskussion

4.1 Aktivierung und Oligomerisierung von NLRP7

In dem ersten Teil dieser Arbeit wurde mit Hilfe von interdoman-spezifischen Hefe Di-
Hybrid Interaktions-Analysen sowie mit in silico-Analysen, die NAD-Doméane von
NLRP7 als physischer Mediator fur die Oligomerisierung identifiziert. Des Weiteren
inhibiert die LRR-Domane von NLRP7 die interaktionsstarke NAD-Domane. Das auf
der Kristallstruktur von Apaf1 basierende in silico-Modell von NLRP7 demonstriert
mogliche strukturelle Anderung wéahrend der Aktivierung und Oligomerisierung von
NLRP7. Zuletzt zeigen konfokal-mikroskopische Untersuchungen von transient
transfizierten Wildtyp- oder mutagenisierten NLRP7-Konstrukten unterschiedlich
ausgepragte Aggresom-Formationen im Zytoplasma von HEK293T-Zellen.

4.1.1 Die NAD-Domane induziert die Oligomerisierung von NLRP7

Wie alle NLRs gehort NLRP7 zu der Proteinfamilie der STANDs innerhalb der AAA+
Proteinsuperfamilie [33]. Basierend auf den experimentellen Untersuchungen
verschiedener STAND-ATPasen (z.B Apaf1), existiert fur diese Proteinfamilie ein
anerkanntes Aktivierungsmodell. STAND-ATPasen wechseln demnach zwischen
einem monomeren, inaktiven Zustand und einem multimeren, aktiven Zustand hin
und her. Durch das Binden von ATP kommt es zu einer Oligomerisierung des NLRs,
wodurch sich eine aktivierte Plattform fur nachfolgende Signalkaskaden ausbildet.
Bislang galten die konservierten Sequenzmotive Walker A/P-loop und Walker B
innerhalb der ATPase-Domane als entscheidende Mediatoren fur die Bindung von
ATP und seine anschlieRende Hydrolyse [34]. Aufgrund der starken Ahnlichkeit
zwischen der NACHT-Domane in den NLRPs und der in Apaf1 befindlichen NB-ARC-
Domane konzentrierten sich bisher alle durchgefuhrten  Struktur und
Aktivierungsanalysen auf die NACHT-Domane der NLRPs als potentielle
Oligomerisierungsdoméane [32,33,47]. Nur selten wird die NAD-Domane als
eigenstandige funktionale Domane in dem Proteingerust der NLRPs berucksichtigt.
Lediglich eine Studie mit NLRP3 und NOD2 untersuchte bislang den strukturellen
Effekt verschiedener Mutationen in der benachbarten NAD-Domane [115].
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Die in dieser Arbeit durchgefuhrten Hefe Di-Hybrid-Analysen reflektieren das direkte
Interaktionspotential eines NLRP7-Proteins. Die zusatzlich generierten in silico-
Modelle zu dem Aktivierungsprozess und der darauf folgenden Oligomerisierung
solliten die Ergebnisse der interdoman-spezifischen Hefe Di-Hybrid-Analyse
verdeutlichen. In dem hier gezeigten inaktiven Proteinmodell von NLRP7 (Abb. 3.6)
wird die NAD-Doméane komplett von der hydrophoben Innenseite der LRR-Domane
eingekesselt. Dies erklart den inhibierenden Effekt der LRR-Domane in den Hefe Di-
Hybrid-Analysen. Die Prasenz der LRR-Doméane in den untersuchten
Deletionskonstrukten verhinderte hier jegliche interdoman-spezifischen Interaktionen.
Weiterhin identifizierte ein heptagonal symmetrisches Oligomerisierungs-Modell von
NLRP7 (Abb. 3.7) die NAD-Domane als entscheidende Interaktions-Schnittstelle, die
bei einer Aktivierung von NLRP7 aus dem hydrophoben Inneren der LRR-Domane
heraus tritt und zusammen mit einem kleineren Abschnitt der LRR-Domane an die
NACHT-Domane eines zweiten NLRP7-Molekuls andockt.

Die NAD-Domane und das Deletionskonstrukt ALRR zeigten in den Hefe-
Experimenten das starkste Interaktionspotential (Abb. 3.2), was unter anderem aus
dem hohen Anteil hydrophober Seitenketten innerhalb der NAD-Domane resultieren
konnte. Der in silico-Vergleich der NAD-Domane in einem inaktiven und einem
aktivierten NLRP7-Molekiil veranschaulicht die pragnanten Anderungen in der
Oberflachen-Hydrophobizitat innerhalb der Domane (Abb. 3.8). Die hydrophoben
Seitenketten der NAD-Domane werden hier bei einer Aktivierung nach auf’en
getragen, und verstarken dadurch das Interaktionspotential zu den anderen
Domanen und auch zu sich selbst. Dementsprechend zeigte jedes NLRP7-Konstrukt
ohne eine LRR- aber mit einer NAD-Domane eine hohe Interaktionsbereitschaft mit
einem weiteren NAD-tragenden NLRP7-Konstrukt (Abb. 3.2: NAD mit NAD = rot,
NAD mit ALRR = blau, ALRR mit ALRR = gelb, NAD mit APYD/LRR = grin und
ALRR mit APYD/LRR = schwarz). Das in silico-Oligomerisierungsmodell basiert auf
einer direkten Interaktion der NAD-Doméane mit der NACHT-Domane. Neben der
starken Eigeninteraktion zeigten sowohl die NAD-Doméane als auch das
Deletionskonstrukt ALRR nur eine einfach positive Interaktion mit der einzelnen
NACHT-Domane (Abb. 3.2. gestrichelt violett) und dem NAD-deletierten Konstrukt
ANAD/LRR (Abb. 3.2 gestrichelt braun). Es kann vorkommen, dass untersuchte
Interaktionen in dem Hefe-System vektorabhangig sind, d.h. eine Interaktion zweier

Proteine bzw. zweier Protein-Domanen zeigt sich nur wenn die eine Doméane in den
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Beute-Vektor und die andere Domane in den Koder-Vektor integriert wurde. Bei
einem Austausch der Inserts in den jeweiligen anderen Vektor verschwindet diese
Interaktion wieder. Dieser Interaktionsverlust kann hier z.B. durch sterische
Hinderungen der beiden Fusionsproteine hervorgerufen werden [116].

inaktives aktiviertes
NLRP7 NLRP7

Th )

[ PYD NLRP7 Oligomer
NN NACHT

u LRR

Abb. 4.1: Skizze eines hypothetischen Modells der NLRP7-Aktivierung und Oligomerisierung.
Bei dem inaktiven NLRP7-Molekil wird die NAD-Domane (magenta) komplett von der hydrophoben
Innenseite der LRR-Doméne (blau) eingekesselt. Durch das Binden von ATP an das Walker A/P-loop
Motiv (gelb) kommt es zu einer Aktivierung und Konformationsdnderung des Molekils, bei dem die
NAD-Doméne aus dem hydrophoben Inneren der LRR-Domane schnellt. Bei einer Oligomerisierung
interagiert die NAD-Doméane und ein kleiner Teil der LRR-Domane eines NLRP7-Molekils mit der
NACHT-Domane eines zweiten NLRP7-Molekils.

Sowohl das NLRP7 Wildtyp-Protein als auch die BiBM-assoziierten Missense-
Mutationen/nsSNP zeigten in dem Hefe Di-Hybrid-System keine nachweisbaren
interdoman-spezifischen Interaktionen. Im Gegensatz dazu zeigte sich in den
Saugerzellen mittels Immunoprazipitation eine klare Eigeninteraktion fur das
Volllangenkonstrukt (Abb. 3.5), was sich vermutlich mit einer fehlenden Aktivierung
von NLRP7 in dem Hefe-System erklaren lasst.

Eine der Hauptschlussfolgerungen aus den interdoman-spezifischen Hefe Di-Hybrid-
und den in silico-Analysen ist, dass fur eine Aktivierung von NLRP7 grolRe
Konformationsanderungen in den umliegenden Regionen der konservierten
Sequenzmotive Walker A/P-Loop und Walker B erforderlich sind um dadurch
zusatzlich Platz fur die reaktive NAD-Domane zu schaffen. Die NAD-Domane dient
schlieBlich wahrend der Oligomerisierung als entscheidende funktionale Domane,
indem sie zusammen mit einem Teil der LRR-Domane von einem NLRP7-Molekdl
mit der NACHT-Domane eines zweiten NLRP7-Molekuls direkt interagiert (Abb. 4.1).
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4.1.2 Eine in silico-Analyse BiBM-assoziierter Missense-Mutationen und

ihre Auswirkungen auf die Proteinstruktur von NLRP7

Bei der Suche nach einem moglichen Einfluss BiBM-assozierter Mutationen auf die
Lokalisation des NLRP7-Proteins in einer Zelle, wurde das Wildtyp-Protein oder eine
der vier Mutationen transient in HEK293T-Zellen transfiziert. Da bislang noch nicht
bekannt ist, in welchen Zellen die Mutationen in vivo den fur BiBM verantwortlichen
Defekt auslosen, wurden die Lokalisationsanalysen unabhangig von einer
immunassoziierten Antwort durchgefuhrt.

Sowohl der Wildtyp als auch die Mutationen zeigten drei unterschiedliche Typen der
Proteinverteilung: Typ | = diffus verteilt, Typ |l = angereichert am MTOC und Typ lll =
grolRes Aggresom. Der Anteil an ,Typ llI* -Zellen war bei den Missense-Mutationen
L398R und R693W um bis zu 30% haufiger verglichen zum Wildtyp (Abb. 3.10). Von
allen vier Sequenzvarianten wurde ein in silico-Modell generiert, welches hier im
Hinblick auf den beobachteten Aggregations-Effekt beschrieben und diskutiert wird.
Alle in dieser Arbeit untersuchten Mutationen bis auf den nsSNP K511R, fuhren zu
einem nicht-konservativen Aminosaurenaustausch, der sich in der Regel negativ auf

die Struktur und damit auf die Funktion eines Proteins auswirkt.

Die in der NACHT-Domane von NLRP7 lokalisierte Missense-Mutation L398R
befindet sich innerhalb einer hydrophoben Oberflache (Abb. 3.11). Die Eingliederung
eines hoch hydrophilen  Arginins fuhrt vermutlich zu  gravierenden
Konformationsanderungen abhangig davon, ob sich der mutierte Seitenrest auf der
hydrophoben Oberflache oder innerhalb der Doméane positioniert. Die im Rahmen
dieser Arbeit durchgefuhrte in silico-Mutagenese deutet darauf hin, dass sich ein Teil
des mutierten Arginins mit einer seiner geladenen Seitenketten zur Oberflache
hinwendet und dadurch moglicherweise potentielle Interaktionen mit den
Seitenketten eines weiteren NLRP7-Molekuls induziert, welche dadurch den
Aggregations-Effekt fur NLRP7 verstarken.

Die beiden LRR-spezifischen Mutationen R693P und R693W reprasentieren ein

interessantes Szenario, bei dem der Austausch von ein und derselben Aminosaure

zu einem unterschiedlichen Aggregations-Effekt fuhrt.
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Die Mutation R693P zeigte einen zum Wildtyp vergleichbaren Aggregations-Effekt,
wahrend der Anteil der Zellen mit gro3en Aggresom-Formationen bei der Mutation
R693W im Vergleich zum Wildtyp um bis zu 27% erhoht war (Abb. 3.10). Diese
Diskrepanz erschien zunachst untypisch da beide Mutationen, sowohl ein Austausch
von Arginin zu Tryptophan als auch ein Austausch von Arginin zu Prolin nicht-
konservativ sind. Die in silico-Analysen verdeutlichen jedoch die unterschiedlichen
Auswirkungen beider Mutationen auf die Proteinstruktur (Abb. 3.11). Im Gegensatz
zu dem Austausch von Arginin zu Prolin verhalt sich die Substitution zu Tryptophan
als nicht-konservativ im Hinblick auf die Hydrophobizitat. Das wildtypische Arginin
befindet sich auf der vorrangig hydrophoben Oberflache der LRR-Domane, dessen
Hydrophobizitat nur vereinzelt von hydrophilen Arginin-Resten unterbrochen wird. Ein
zusatzliches stark hydrophobes Tryptophan wurde das hydrophobe Potential der
gesamten Region und somit auch den Effekt der Aggregation verstarken. Zudem
befindet sich die Aminosaure 693 direkt neben der fur die Oligomerisierung wichtigen
Interaktions-Schnittstelle und kdnnte durch das verstarkte hydrophobe Potential auch
die Interaktion bzw. Aggregation der NAD-Domaéane beeinflussen.

Der Austausch von Arginin zu Prolin verursacht hingegen eine Art Knoten in der
Proteinsequenz, welcher zu einem strukturell falsch gefalteten Protein fihrt und sich
negativ auf dessen Funktion auswirkt. Im Vergleich zu Tryptophan hat Prolin hier
keinen Einfluss auf die Hydrophobizitat der umliegenden Regionen. Da sich die
Aminosaure neben und nicht direkt innerhalb der oligomeren Schnittstelle befindet
beeinflusst Prolin hier auch nicht das Aggregationspotential des NLRP7-Proteins.

Der nsSNP K511R befindet sich in der NAD-Domane und beeinflusst die Schnittstelle
zwischen der NAD- und LRR-Doméane. Die Arginin-Substitution fuhrte zu einem
verminderten Aggregations-Effekt verglichen zum Wildtyp. Die Variante K511R ist
semi-konservativ und fugt anstatt eines Lysins das im Umfang gro3ere Arginin an
Position 511 ein. Dadurch, dass die Seitenketten des grof3eren Arginin mehr
Seitenketten-Bindungen ausbilden konnen als die des kleineren Lysins, stabilisieren
die vermehrten Bindungen vermutlich die Interaktion zwischen den Domanen NAD
und LRR in dem inaktiven NLRP7. Diese zusatzliche Rigiditat in der Proteinstruktur
konnte dadurch die fur die Aktivierung und Aggregation notigen

Konformationsanderungen blockieren.
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4.1.3 Die Regulation von NLRP7 uber das Aggresom: Ein pathologischer

oder physiologischer Mechanismus?

Das Aggresom entsteht bei einem UbermaR an falsch gefalteten und akkumulierten
Proteinen und ist eine natlrliche Reaktion der Zelle wenn die Kapazitat des
Proteasoms ausgeschopt ist. Sicherlich fiihrt allein die Uberexpression eines leicht
aggregierenden Proteins zu der Formation eines zellularen Aggresoms. Dennoch
konnte eine Studie bereits zeigen, dass die Stimulation von peripheren
Blutmonozyten (PBMCs) mit LPS zu einer Akkumulation des zuvor im Zytoplasma
diffus verteilten endogenen NLRP7-Protein fuhrt. Das polarisierte endogene NLRP7-
Signal kolokalisierte mit dem MTOC und die Zerstorung des Mikrotubuli-Netzwerks
mittels einer Nocodazol-Behandlung, fuhrte zu einer Fragmentierung des NLRP7-
Signals [40].

Solche zytoplasmatischen Proteinakkumulationen wie das Aggresom stehen in
Zusammenhang mit der Pathogenese vieler neurodegenerativer Krankheiten wie
Morbus Parkinson oder Chorea Huntington. Die Ursache und Entwicklung fur diese
Krankheiten sind dennoch vollig verschieden. Fir die meisten Krankheiten mit
zellularen Proteinaggregaten ist noch nicht geklart, ob diese den Grund oder die
Konsequenz einer zellularen Dysfunktion darstellen.

Chorea Huntington ist eine autosomal dominant vererbte Erkrankung, deren Ursache
eine Mutationen in dem auf Chr4p16.3 lokalisierten Gen huntingtin (HTT) ist. Die
Mutation fuhrt zu einer Verlangerung des repetitiven Basentriplett CAG in Exon 1.
Enthalt das Protein HTT mehr als 36 dieser repetetiven Glutaminreste fuhrt dies zu
einer Protein-Aggregation. Diese Aggregate kolokalisieren mit verschiedenen
Proteinen aus dem Bereich der Proteolyse, Transkriptionsregulation, Vesikel-
Transport und Ubiquitin-Proteasom-Komponenten von denen vermutet wird, dass sie
von den HTT-Aggregaten beschlagnahmt werden und in dem normalen
Zellmetabolismus fehlen [117].

Die Pathogenese fur Morbus Parkinson ist hingegen viel komplexer und fasst
mittlerweile bis zu 13 verschiedene Ursachen zusammen (PARK1-PARK13). Ein
besonderes Augenmerk gilt den autosomal-dominant verebten Mutationen in dem
Gen alpha-synuclein (SNCA, PARK1) die zu einer gesteigerten Expression und
dadurch zu einer falschen Faltung des Proteins fuhren. Die dadurch entstehenden

Aggregate sind mafligeblich an der Entstehung von zellularen Einschlusskorperchen
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den sog. ,Lewy-Bodies” beteiligt. Man geht davon aus, dass eine gestorte
Degradierung der Proteinaggregate die Ursache fur die Entstehung weiterer
pathologischer Prozesse wie oxidativer Stress, mitochondriale und proteasomale
Dysfunktion, Entzindungsreaktionen und Excitotoxitizitat in der Zelle ist [117].

Eine Studie mit dem in der Immunabwehr aktiven Protein induzierbare NO-Synthase
(INOS) identifizierte  INOS-spezifische  Aggresom-Formationen als einen
physiologisch regulatorischen Prozess [108]. Die mikroskopische Analyse des
endogenen iNOS in verschiedenen Krebszell-Linien und murinen Makrophagen
identifizierte nach einer Stimulation mit LPS oder anderen entzindungsspezifischen
Zytokinen die Entstehung von juxtanuklearen Aggregaten. Weitere Untersuchungen
eines in HEK293T-Zellen Uberexpremierten GFP-markierten iNOS, fuhrten zu den
gleichen zellularen Proteinverteilungen (Typ I-lll) wie die in dieser Arbeit gezeigten
Untersuchungen mit NLRP7. Kolodziejska et al. schlussfolgerten, dass die
Entstehung eines iINOS-Aggresoms ein physiologisch regulatorischer Prozess ist, der
nach einer ubermafigen Proteinexpression eingreift.

Auch im Rahmen von autoinflammatorischen Erkrankungen spielt die Entstehung
von falsch gefalteten Proteinen oder deren Aggregation eine grof3e Rolle [118].
Verschiedene autosomal dominante Mutationen in  NLRP3 induzieren
unterschiedliche Auspragungen des Cryopyrin-assoziierten periodischen Syndroms
(CAPS). Dazu zahlen das Muckle Wells Syndrom (MWS), die familiare Kalteurtikaria
(FCAS) oder die sog. NOMID (neonatal onset multi-system inflammatory disease)
[119]. Alle CAPS-assoziierten Mutationen sind in der NACHT-Domane von NLRP3
lokalisiert wo sie die Oligomerisierung, Inflammasom-Aktivierung und dessen
anschliefende Produktion von IL-1R verstarken [104].

In wie weit die Akkumulation eines falsch gefalteten oder stark aggregierenden
NLRP7-Proteins die Aktivierung von inflammatorischen Zytokinen oder andere
Oozyten-spezifische intrazellulare Signalwege beeinflusst, bleibt hier noch offen.
Dennoch erbrachte ein Vergleich der drei BiBM-assoziierten Mutationen R693P,
R693W und D657V mit dem NLRP7 Wildtyp-Protein in einem sog. Inflammasom-
Rekonstitutions-Assay erste Hinweise, dass die Mutationen eine Aktivierung des
Inflammasoms begunstigen und die Sekretion von IL-13 dadurch erhoht wird [42].
Eine aktuelle Studie zeigte erstmals einen Effekt von erhohten IL-113 Konzentrationen
auf die DNA-Methylierung. Hier beeinflusste die Behandlung von primaren
Chondrozyten mit IL-13 und TNF-a die Expression und Aktivitat von TETs (Ten
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Eleven Translocation) [120]. Die alleinige Gabe von IL-13 fuhrte zu einer
signifikanten Reduktion der TET Enzymaktivitat und der globalen 5ShmC-Level. TETs
(TET1-3) sind eine Gruppe von Enzymen, die die Methylgruppe an Position 5 der
Nukleinbase Cytosin oxidieren (5mC zu 5hmC). Man geht davon aus, dass diese
sog. sechste Nukleinbase eine Zwischenform in dem Prozess der aktiven DNA-
Demethylierung ist [121]. DNA-Demethylierung spielt bereits in der frihen
Gametogenese  eine  wichtige Rolle  fur  die Reetablierung des
geschlechtsspezifischen Imprints. So kdonnte eine von NLRP7 induzierte Erhdhung
der IL-1R3-Sekrektion auch Einfluss auf die anfangliche DNA-Demethylierung in den
heranreifenden Oozyten haben. In Oozyten konnten bereits hohe Expressionslevel
von TET3 nachgewiesen werden deren Funktion in der aktiven Demethylierung
jedoch noch fragwurdig ist und vermutlich erst nach einer Befruchtung in der
genomweiten Reprogrammierung der Zygote und wahrend deren erster Zellteilungen
vermutet wird [122].

Die endogene Expression von NLRP7 konnte durch die Entstehung eines NLRP7-
Aggresoms in der Zelle physiologisch reguliert werden. Bei Anwesenheit einer
Mutation, welche die Expression oder den Prozess der Aktivierung verstarkt erhoht
sich der Prozess der Aggregation. Eine gestorte Degradierung der Proteinaggregate
konnte den normalen Zellmetabolismus stéren und die Entstehung weiterer
pathologischer Prozesse in der Zelle induzieren oder eine Aktivierung der IL1R-
Sekretion verstarken bzw. inhibieren und dadurch die uber TETs regulierte DNA-
Demethylierung wahrend der Oogenese beeinflussen.

Die Oligomerisierung/Aggregation liegt in der Natur des NLRP7-Proteins und ist
unerlasslich fur dessen Aktivierung. Der physiologische und pathologische Prozess
der Aggregation ergriundet sich hochstwahrscheinlich Gber den gleichen

Mechanismus und wird bei Anwesenheit bestimmter Missense-Mutationen verstarkt.
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4.2 ZBTB16 als neuer potentieller Interaktionspartner von NLRP7

Der zweite Teil dieser Arbeit prasentiert ZBTB16 als neuen potentiellen
Interaktionspartner von NLRP7. ZBTB16 beeinflusst wichtige biologische und
entwicklungsspezifische Prozesse, die neue Hinweise fur den fur BiBM
verantwortlichen Pathomechanismus geben konnten.

ZBTB16 verfugt Uber die Fahigkeit der Transkriptions-Repression, indem der
Transkriptionsfaktor mit Hilfe von Histondeazetylasen (HDACs) und verschiedenen
nuklearen Ko-Repressoren eine Umstrukturierung des Chromatins induziert [114].
ZBTB16 bindet unter anderem an den Tyrosinkinase-Rezeptor KIT und kontrolliert
durch dessen Repression den Wechsel zwischen Selbsterneuerung (KIT repremiert)
und Proliferation (aktive Expression von KIT) der Spermatogonien im adulten
mannlichen Organismus [123,124].

Desweiteren gilt ZBTB16 als ein wichtiger Faktor in der Entwicklung myeloider und
lymphoider Zelllinien, wo er die Reifung von naturlichen Killer-T-Zellen (NKTSs)
reguliert [125,126].

Neben der repressiven Funktion von ZBTB16, zeigten zudem verschiedene Studien
wie die N-terminale BTB-Domane des Proteins als substratspezifischer Adaptor fur
eine CULLINS-assoziierte Ubiquitinierung fungiert [127,128,129].

4.2.1 ZBTB16 interagiert nur mit der aktivierten Form von NLRP7

Eine externe LexA basierte Hefe Di-Hybrid-Analyse mit einer ovariellen Transkript-
Bibliothek identifizierte die Zinkfinger-Domane von ZBTB16 als interagierendes
Koder-Konstrukt (Abb. 3.12). Die Interaktion wurde im Rahmen dieser Arbeit mit
einem GAL4-basierten Hefe Di-Hybrid System verifiziert. Nur die NLRP7-
Deletionskonstrukte ohne die LRR-Domane zeigten hier eine Interaktion mit ZBTB16,
wahrend sich mit Hilfe von Immunoprazipitations-Analysen in Saugerzellen auch eine
Interaktion zwischen dem NLRP7 Wildtyp-Protein und ZBTB16 nachweisen liel3
(Abb. 3.13 wund 3.16). Der Grund fur die Diskrepanz der beiden
Untersuchungsmethoden konnte eine fehlende Aktivierung/Oligomerisierung des
NLRP7 Wildtyp Konstruktes in dem Hefe-System sein. Ohne die fur eine Aktivierung
notigen Konformationsanderungen des NLRP7 Proteins, konnten potentielle
Interaktionsabschnitte mit ZBTB16 verborgen bleiben.
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Weitere Immunoprazipitations-Analysen mit verschiedenen Deletionskonstrukten
identifizierten die NACHT-Domane von NLRP7 als wichtigste Interaktions-
Schnittstelle, wahrend ZBTB16 sowohl mit seiner N- als auch seiner C-terminalen
Region an NLRP7 bindet (Abb. 3.18). Die in silico-Analysen zeigten bereits welche
Auswirkungen die Aktivierung von NLRP7 auf die Struktur des Proteins hat (Abb.
3.6). Neben einer Freigabe der NAD-Doméane von der sie umgebenden LRR-
Domane sind die Konformationsédnderungen der NACHT-Domane wahrend des
Aktivierungsprozesses essentiell und sprechen daher fur eine Proteininteraktion
zwischen ZBTB16 und der aktivierten Form von NLRP?7.

Zusatzlich Mutationsanalysen mit dem Hefe Di-Hybrid-System bestatigten die
potentielle Affinitat von ZBTB16 zur NACHT-Domane von NLRP7. Wahrend sowohl
das Wildtyp-Protein als auch die mutagenisierten NLRP7-Volllangenkonstrukte
K511R (NAD), R693P und R693W (LRR) keine Interaktion mit ZBTB16 zeigten,
induzierte die in der NACHT-Domane lokalisierte Mutation L398R eine nachweisbare
Interaktion zwischen beiden Proteinen. Die in dem ersten Abschnitt durchgefuhrte in
silico-Mutagenese der Mutation L398R zeigte bereits, dass sich ein Teil des
mutierten Arginins mit einer seiner geladenen Seitenketten zu der Proteinoberflache
hinwendet und dadurch maglicherweise potentielle Interaktionen begunstigt (Abb.
3.11). So konnte die Mutation L398R in dem in der Hefe analysierten inaktiven
Volllangenkonstrukt NLRP7 normalerweise verdeckte Regionen der NACHT-Domaéne
freilegen und dadurch zu der nachweisbaren Interaktion mit ZBTB16 fuhren.

KHDC3L wurde als das zweite fur BiBM verantwortliche maternale Effektgen
identifiziert. Patientinnen mit einem BiBM-Phanotyp ohne eine erkennbare Mutation
in NLRP7, zeigten hingegen verschiedene proteinverkirzende Mutationen in
KHDCS3L. Aufgrund verschiedener Kolokalisations- und Expressionsanalysen geht
man davon aus, dass beide Proteine Teil eines Multiproteinkomplex sein kdnnten.
Die in dieser Arbeit durchgefuhrten Interaktionsanalysen sollten prufen, ob beide
Proteine moglicherweise direkt miteinander interagieren. Sowohl die Analysen in der
Hefe als auch die Immunoprazipitationen in Saugerzellen wurden als negativ
bewertet (Abb. 3.14 und 3.18). Dennoch zeigten beide Proteine die bereits bekannte
juxtanukleare Kolokalisation in der Zelle (Abb 3.29).
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Es bleibt noch ungeklart, ob die nachgewiesene Kolokalisation beider Proteine nicht
ein Nebeneffekt der Uberexpression und der NLRP7-Aggregation ist. KHDC3L wird
spezifisch in Oozyten expremiert, wodurch eine endogene Lokalisationsanalyse in
HEK293T-Zellen nicht mdoglich ist. Eine native Gelelektrophorese der beiden
Uberexpremierten Proteine NLRP7 und KHDC3L und eine anschlieRende
massenspektroskopische Analyse des gemeinsamen Multiproteinkomplex konnten

zukunftig mehr Informationen Uber mogliche funktionale Zusammenhange geben.

4.2.2 NLRP7 und ZBTB16 zeigen eine falsch positive Kolokalisation in

den nuklearen Speckles

Die Uberexpression der fluoreszensmarkierten Proteine NLRP7 und ZBTB16 in
HEK293T-Zellen zeigte eine falsch positive Kolokalisation beider Proteine in den
nuklearen Speckles der Zelle. Diese nuklearen Organellen sind der typische
Aufenthaltsort von ZBTB16 in einer Zelle. NLRP7 ist hingegen ein zytoplasmatisches
Protein. Zuletzt berichteten Mahadevan et al. Uber eine nukleare Lokalisation von
NLRP7 nach entsprechender Uberexpression und zeigten dessen Interaktion mit
dem Zinkfingerprotein YY1, sowohl im Nukleus als auch im Zytoplasma von HEK293-
Zellen [43]. YY1 ist wie ZBTB16 ein transkriptioneller Repressor der Uber die
Interaktion mit verschiedenen Histondeacetylasen seine repressive Funktion ausubt.
Zudem bindet und kontrolliert YY1 an die differentiell methylierten Regionen (DMRs)
der beiden Imprinting-Loci PEG3 und GNAS [130]. Mahadevan et al. gehen davon
aus, dass der endogene nukleare Anteil von NLRP7 so gering ist, das dieser dadurch
bislang nicht nachgewiesen werden konnte.

Die in dieser Arbeit durchgefuhrten Analysen an einem konfokalen Mikroskop
konnten sowohl nach einer alleinigen NLRP7-Uberexpression mit dem N-terminal
markierten EGFP, als auch mit dem immungefarbten Flag-markierten NLRP7 keine
Lokalisation des Proteins im Nukleus nachweisen.

Eine Koexpression der beiden Fusionsproteine EGFP-NLRP7 und ZBTB16-DsRed?2
suggerierte einen nuklearen Import von NLRP7. Da jedoch eine Koexpression des
grunfluoreszierenden Proteins EGFP mit einem DsRed2-markierten ZBTB16
ebenfalls zu einer Akkumulation von EGFP in den nuklearen Speckles fuhrte, wurde
die nukleare Kolokalisation zwischen NLRP7 und ZBTB16 als falsch positiv gewertet.
Ein terminaler Austausch der fluoreszierenden Proteine EGFP und DsRed2 (NLRP7-
DsRed2 & EGFP-ZBTB16) sollte zusatzlich den mdglichen nukledren Import von
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NLRP7 Uberprufen. Die C-terminale Markierung von NLRP7 mit einem DsRed2-
Protein erwies sich jedoch als sehr instabil. DsRed2 ist eine 28kD groflles rot
fluoreszierendes Protein. Wahrend das EGFP-Monomer (27kD) relativ schnell
fluoresziert, bildet das wildtypische DsRed ein kompaktes Tetramer (ca 100 kD)
welches erst nach 48h seine vollstandige Fluoreszenzleistung erreicht. Das mutierte
DsRed2 enthalt hingegen sechs verschiedene Mutationen, von denen drei eine
verstarkte Fluoreszenz induzieren (V105A, 1161T, S197A) und drei weitere N-
terminale Mutationen (R2A, KS5E, K9T) die Tendenz einer DsRed-Aggregation
deutlich verringern [131]. Die Fusion von DsRed2 mit einem aggregophilen Protein
konnte die Aggregation des zu untersuchenden Proteins artifiziell verstarken. So
zeigte NLRP7-DsRed2 erst nach 48 Stunden ein relativ schwaches juxtanukleares
Signal. Das DsRed2-markierte ZBTB16 fuhrte hingegen bereits nach 24h zu einem
starken nuklearen Signal.

Daraufhin wurde ein N-terminal mit Flag markiertes NLRP7 zusammen mit dem
DsRed2-markierten ZBTB16 in HEK293T-Zellen fur 24h Uberexpremiert und
anschlieend mit einem spezifischen Anti-NLRP7 Erstantikdrper und einem
grunfluoreszierenden AlexaFluor4d88 Zweitantikorper angefarbt. Beide Proteine
zeigten erneut eine falsch positive Kolokalisation in den nukledren Speckles. In
diesem Fall fuhrte eine Kreuzreaktion des NLRP7-spezifischen Antikorper mit
DsRed2 zu den verfalschten Ergebnissen.

Ein letztes Experiment bestatigte schlieBlich die falsch positive Lokalisation von
NLRP7 in dem Nukleus von HEK293T-Zellen. Nach einer Koexpression des Flag-
markierten NLRP7 und einem N-terminal EGFP-markierten ZBTB16, wurde NLRP7
spezifisch mit Anti-NLRP7 und einem rotfluoreszierenden AlexaFluor594
Zweitantikorper angefarbt. Beide Proteine kolokalisierten in dem Zytoplasma und in
einem juxtanuklearen Aggregat.

Zusammengefasst widerlegen die hier in verschiedenen Experimenten
durchgefuhrten mikroskopischen Analysen eine von Mahadevan et al. beobachtete
nukleare Lokalisation von NLRP7. Weiterhin basierten alle beobachteten nuklearen
Kolokalisationen von NLRP7 und ZBTB16 auf einer falsch positiven Reaktion in der
jeweils angewandten Methode.
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4.2.3 NLRP7 und ZBTB16 kolokalisieren in juxtanuklearen Aggregaten

im Zytoplasma

Interessanterweise kam es immer ab einem gewissen MafR an Uberexpression von
NLRP7 und ZBTB16 zu einem nuklearen Export von ZBTB16 welcher zu einer
juxtanukledaren Kolokalisation mit NLRP7 fuhrte. Dies konnte ein normaler
Nebeneffekt sein, bei dem die Uberexpression des aggregophilen NLRP7 mit einem
DsRed2-markierten Protein unwillkirlich ab einem gewissen Zeitpunkt zu deren
Aggregation fuhrt.

Andererseits konnte eine native Proteinextraktion mit Digitonin die hier Myc- und
Flag-markierten Proteine (Flag-NLRP7 & ZBTB16-Myc) in einem 480 kD grof3en
Multiproteinkomplex nachweisen. Die Fusion mit den beiden Peptiden Flag (1,01 kD)
und Myc (1,2 kD) hat so gut wie keine Auswirkungen auf die Struktur und Funktion
von Proteinen, solange man auf die Position des fur die Proteine wichtigen
Lokalisationssignal achtet [132]. Die Extraktion mit dem Detergenz Digitonin ist eine
sehr sanfte Methode um zytosolische Proteine in ihrer nativen Form aus den Zellen
herauszuldsen, wahrend die nuklearen Bestandteile hierbei nicht mit extrahiert
werden [133]. Die Ergebnisse der BN-Page prasentieren demnach beide Proteine im
Zytoplasma. Wahrend NLRP7 als immer grolRer werdendes Oligomer bei einer
GroRe von 480-1200 kD nachweisbar ist, wird ZBTB16 von der Oligomerisierung
nicht mitgetragen sondern zeigt sich als scharfe Bande bei 480 kD.

HEK293T-Zellen zeigen keine endogene Expression von NLRP7. Im Gegensatz
dazu konnte das endogene ZBTB16 mit einem spezifischen AntikOrper gegen
ZBTB16 in den fur das Protein typischen nuklearen Speckles nachgewiesen werden.
Eine Uberexpression des EGFP-markierten NLRP7 fiihrte auch bei dem endogenen
ZBTB16 zu einem nuklearen Export und zu einer Kolokalisation beider Proteine im
Zytoplasma und in einem juxtanuklearen Aggregat.

Nachdem bereits in dem ersten Teil dieser Arbeit gezeigt wurde, dass es sich bei den
zellularen Aggregaten um ein Aggresom handelt, konnte die zytoplasmatische
Kolokalisation mit ZBTB16 mehrere Ursachen haben:

So fuhrte z.B. eine Stimulierung myeloider Vorlauferzellen mit Interleukin-3 zu einem
nuklearen Export von ZBTB16. Durch die Relokalisierung in das Zytoplasma wurde
die repressive Funktion von ZBTB16 aufgehoben und fuhrte zu einer Differenzierung
der Zellen [125].
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Genauso konnte eine Behandlung von Zellen eines Fibrosarkoms mit TPA (12-O-
tetradecanoylphorbol-13-acetat), einem Wirkstoff der in der Krebsdiagnostik
verwendet wird, zeigen wie die I6sliche Form der Metalloprotease H-BEGF-C
(heparin-bindender EGF-like Growth Faktor) an die Zinkfingerdomane von ZBTB16
bindet und dadurch dessen nuklearen Export induziert [134].

Auf der anderen Seite zeigten bereits mehrere Studien wie verschiedene Proteine
mit einer N-Terminalen BTB-Domane als substratspezifischer Adaptor fur eine Cullin-
assoziierte Ubiquitinierung dienen [127,129]. So dient ZBTB16 als Substrat-
spezifischer Adaptor fur Cullin3. Cullin3 bindet an das Ringfingerprotein Roc1 und
steuert dadurch die Rekrutierung des Ubiquitin-konjugierenden Enzyms (E2) zu
einem Ubiquitin-Ligase Komplex (E3). Matthew et al. zeigten jedoch wie ZBTB16 das
zytoplasmatische Protein Cullin3 in den Nukleus von NKT-Zellen transportiert und
dort uber die Ubiquitinierung des mit ZBTB16 interagierenden Chromatin-
modifizierenden Komplex deren Differenzierung und Entwicklung steuert [128].

Ware NLRP7 das Substrat fur ZBTB16, konnte die juxtanukleare Kolokalisation das
Resultat einer Ubiquitin-vermittelten Degradierung sein. In Caenorhabdatis elegans
wurde bereits das BTB enthaltende Protein MEL26 als Substrat-spezifischer Adaptor
fur die Cullin3 E3 Ligase identifiziert. MEL26 bindet hier an MEI-1 und induziert Gber
Cullin3 dessen Abbau. Das MEI-1 Protein generiert die meiotische Spindel in der
Oozyte und lokalisiert wie auch NLRP7 an den polaren Enden der Mikrotubuli [135].

4.2.4 BiBM: Ein defekter Imprintingmechanismus in trans?

Das pathologische Methylierungsmuster einer BiBM wird als Methylierungsdefekt in
frans bezeichnet, d.h. mehrere Imprintingloci (auf dem maternalen Allel) sind
gleichzeitig betroffen [136].

Die in dieser Arbeit durchgefuhrten Methylierungsanalysen verschiedener Imprinting-
Loci nach transienter Transfektion von NLRP7 und ZBTB16 zeigten bei einem
Vergleich mit unbehandelten HEK293T-Zellen keine signifikanten Anderungen in
ihrem Methylierungsprofil.

Der Imprintingstatus in somatischen Zellen wird stabil weitervererbt. Nur in den
primordialen Keimzellen kommt es zu einer vollstandigen Ausléschung und
Reetablierung des geschlechtsspezifischen Imprintingmusters. Bis heute ist jedoch
nicht klar, Uber welchen Mechanismus das richtige Imprintingmuster gesetzt wird.
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Der Methylierungsassay sollte eine mogliche funktionale Verbindung zwischen der
hier identifizierten Proteininteraktion und dem Phanotyp einer BiBM schaffen.

Ein groRRes Defizit in dem hier durchgefuhrten Test waren sicherlich die daflr
verwendeten somatischen Zellen. Die von Mahadevan et al. durchgefihrten
Methylierungsanalysen in humanen embryonalen Stammzellen nach einem NLRP7
Knock-out konnten jedoch ebenfalls keine Anderung auf imprinting-spezifischen
DMRs nachweisen [43].

Sowohl die hier durchgefiihrte Uberexpression von NLRP7 in HEK293T-Zellen, als
auch der NLRP7 Knock-out in hESCs hatte somit keinen direkten Einfluss auf das
maternale Imprintingmuster. Das Fehlen eines geeigneten Modellorganismus (kein
Maus-Homolog) macht es schwierig die eigentlichen Funktionen von NLRP7
wahrend der weiblichen Gametogenese zu erschliefen. Die Etablierung spezifischer
Imprinting-Markierungen erfolgt wahrend der Oogenese und bislang geht man davon
aus, dass die entscheidenden Faktoren bei der Etablierung der Imprinting-
Markierungen im Wachstum der Oozyte und durch eine aktive Transkription reguliert
werden [84].

Die Rolle von ZBTB16 wahrend der Gametogenese fokussierte sich bislang lediglich
auf die mannlichen Keimzellen. Analysen der KIT-Expression wahrend der
Entwicklung mannlicher Keimzellen, zeigten jedoch sowohl in mannlichen als auch in
weiblichen Keimzellen wie eine ansteigende Expression von ZBTB16 gleichzeitig die
Expression von KIT herunterreguliert [137]. ZBTB16 kontrolliert durch eine
spezifische Bindung an den K/T-Promotor und der daraus resultierenden Repression
von KIT die Selbsterneuerung und Differenzierung von Spermatogonien [138].

KIT ist ein entscheidender Faktor fir das Uberleben und die Proliferation primordialer
Keimzellen [139]. Sowohl in Ml Oozyten als auch in den mannliche Gonozyten
kommt es zu einer Herunterregulierung von KIT. Nach der Geburt kommt es in den
wachsenden Oozyten zu einer Reexpression von KIT und dessen Interaktion mit
dem Kit-Liganden (KL). Die KIT/KL Interaktion ist neben der Aktivierung des
primordialen Follikels auch fur die Aufrechterhaltung des MI-Stadiums und fir das
Uberleben und das Wachstum einer Oozyte notwendig [139,140,141].

Zusammenfassend prasentiert der zweite Teil dieser Arbeit ZBTB16 als potentiellen
Interaktionspartner von NLRP7. Ort und Funktion dieser Proteininteraktion bleiben

jedoch noch ungeklart und lassen sich zukunftig nur mit einem geeigneten Zellmodell
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untersuchen. So konnte eine Differenzierung embryonaler Stammzellen (ES-Zellen)
in primordiale Keimzellen ein fur die Erkrankung relevantes Zell-Modell sein. Sowonhl
Expressions- und Lokalisationsanalysen der endogenen Proteine NLRP7 und
ZBTB16, als auch genomweite Methylierungsanalysen wahrend der Differenzierung
von ES-Zellen nach einem NLRP7 Knock-out konnten helfen die Pathogenese einer

BiBM zu verstehen.
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5 Fazit und Ausblick

Ziel dieser Dissertation war es uUber eine interdoman-spezifische Hefe Di-Hybrid-
Analyse potentielle Interaktionsschnittstellen wahrend der NLRP7-Oligomerisierung
ausfindig zu machen. Die Hefe Di-Hybrid- und zusatzlichen in silico-Analysen
identifizierten die NAD-Domane als den physischen Mediator fur die
Oligomerisierung und die LRR-Domane als Inhibitor der interaktionsstarken NAD-
Domane.

Konfokal mikroskopische Untersuchungen von transient transfizierten NLRP7
Wildtyp-Protein oder mutagenisierten NLRP7-Varianten fuhrten zu unterschiedlich
ausgepragten Aggresom-Formationen im Zytoplasma von HEK293T-Zellen. Die zwei
Mutationen L398R und R693W fuhren verglichen zum Wildtyp zu einer gesteigerten
Aggregation, welche mogliche nachfolgende Signalwege stéren und damit einen fur
BiBM verantwortlichen pathophysiologischen Effekt verursachen konnte.

Der zweite Teil dieser Arbeit prasentiert ZBTB16 erstmals als einen potentiellen
Interaktionspartner von NLRP7. ZBTB16 interagiert Uber mehrere Schnittstellen mit
der NACHT-Doméane von NLRP7 und eine Uberexpression von NLRP7 fiihrt zu
einem nuklearen Export des endogenen ZBTB16. Beide Proteine kolokalisieren im
Zytoplasma und in juxtanukledren Aggregaten. Ob und in welchen Zellen diese
Proteininteraktion eine Auswirkung auf die Pathogenese der BiBM hat muss noch
geklart werden.

Fir zukdnftige Untersuchungen von NLRP7 ist ein geeignetes Zellmodell
unverzichtbar. Da in der Maus kein Ortholog von NLRP7 existiert, konnte eine
Differenzierung von embryonalen Stammzellen in primordiale Keimzellen ein
geeignetes Modell fur weitere Analysen schaffen. Ein Knock-out von NLRP7 in
embryonalen  Stammzellen und deren kontrollierte genomweite = DNA-
Methylierungsanalyse wahrend einer Differenzierung in primordiale Keimzellen
konnten neue Einblicke in die Pathogenese der biparentalen Blasenmole geben.
Weiterhin konnten Expressions- und Kolokalisationsanalysen des endogenen NLRP7
und ZBTB16 klaren, welche Relevanz die Interaktion beider Proteine fur eine BiBM
hat.
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A.1 Tabellen

Sichtfelder (40er Objektiv) 1 2 3 4 5 6 Total
Cells (total) 159 286 331 359 280 241 1656
Exp-1 large Aggresome 20 9 10 14 15 77
enriched at MTOC 1 3 2 5 5 3 19
diffusly distributed 7 21 31 26 39 48 172
Cells (total) 212 293 293 281 1079
B2 large Aggresome 20 10 11 10 51
enriched at MTOC 2 5 4 2 13
diffusly distributed 29 28 19 24 100
Cells (total) 293 386 329 278 1286
Exp-3 large Aggresome 18 23 14 17 72
enriched at MTOC 3 4 5 4 16
diffusly distributed 36 48 37 32 153
Sichtfelder (40er Objektiv) 1 2 3 4 5 / Total
Cells (total) 260 268 278 270 249 1325
Byl large Aggresome 20 37 16 29 28 130
enriched at MTOC 5 2 5 1 4 17
diffusly distributed 20 34 17 26 17 114
Cells (total) 215 216 363 160 954
Exp-2 large Aggresome 27 15 22 17 81
enriched at MTOC 5 3 3 2 13
diffusly distributed 17 10 18 12 57
Cells (total) 257 200 202 659
Exp-3 large Aggresome 13 18 15 46
enriched at MTOC 2 1 4 7
diffusly distributed 23 13 12 48
Sichtfelder (40er Objektiv) 1 2 3 4 / / Total
Cells (total) 281 305 285 871
Exp-1 large Aggresome 17 13 10 40
enriched at MTOC 3 3 5 11
diffusly distributed 56 57 40 153
Cells (total) 321 332 320 973
Exp-2 large Aggresome 7 14 14 35
enriched at MTOC 3 5 5 13
diffusly distributed 52 46 41 139
Cells (total) 352 266 331 309 1258
Bd large Aggresome 11 10 19 20 60
enriched at MTOC 7 2 3 5 17
diffusly distributed 58 51 53 56 218
Sichtfelder (40er Objektiv) 1 2 3 / / / Total
Cells (total) 217 307 326 850
Exp-1 large Aggresome 11 19 20 50
enriched at MTOC 4 2 4 10
diffusly distributed 16 33 21 70
Cells (total) 251 324 322 897
Exp-2 large Aggresome 12 17 18 47
enriched at MTOC 3 6 3 12
diffusly distributed 20 37 34 91
Cells (total) 309 280 287 876
Exp-3 large Aggresome 17 22 12 51
enriched at MTOC 5 4 4 13
diffusly distributed 26 25 31 82
Sichtfelder (40er Objektiv) 1 2 3 4 / / Total
Cells (total) 255 206 263 333 1057
Exp-1 large Aggresome 26 33 32 17 108
enriched at MTOC 4 5 4 7 20,
diffusly distributed 18 14 16 14 62
Cells (total) 222 308 248 778
B2 large Aggresome 14 20 24 58
enriched at MTOC 4 5 8 17
diffusly distributed 19 13 10 42
Cells (total) 389 368 310 1067
Exp-3 large Aggresome 15 20 25 60
enriched at MTOC 3 3 1 7
diffusly distributed 19 14 15 48|
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Anhang

NLRP7wt L398R K511R R693P R693W
Exp1 |[diffusely distributed 172 114 153 70 62
counted |enriched at MTOC 19 17 11 10 20
cells large Aggresome 77 130 40 50 108
Cells total 1656 1325 871 850 1057
NLRP7wt L398R K511R R693P R693W
EXp 2 [diffusely distributed 100 57 139 91 42
counted |enriched at MTOC 13 13 13 12 17
cells large Aggresome 51 81 35 47 58
Cells total 1079 954 973 897 778
NLRP7wt L398R K511R R693P R693W
Exp 3 |[diffusely distributed 153 48 218 82 48
counted |enriched at MTOC 16 7 17 13 7
cells large Aggresome 72 46 60 51 60
Cells total 1286 659 1258 876 1067
NLRP7wt L398R K511R R693P R693W
Exp 1 |diffusely distributed 64 44 75 54 33
in% enriched at MTOC 7 6 5 8 10
large Aggresome 29 50 20 38 57
NLRP7wt L398R K511R R693P R693W
Exp 2 |diffusely distributed 61 38 74 61 36
in% enriched at MTOC 8 8 7 8 14
large Aggresome 31 54 19 31 50
NLRP7wt L398R K511R R693P R693W
Exp 3 |diffusely distributed 63 47 74 56 42
in% enriched at MTOC 7 7 6 9 6
large Aggresome 30 46 20 35 52

Tab. A.1b Summe der gezahlten Zellen mit Aggresom-Formation.
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H19 SIRPH (SN1) Average H19 (SN1)
Transfektion 1 2 3 Average Bis-Contr.1 45
HEK 53 55 53 54 Bis-Contr.2 45
NLRP7 52 53 52 53 Bis-Contr.3 45
ZBTB16 54 55 53 54 Bis-Contr.4 46
L398R 53 52 54 53 Bis-Contr.5 46
K511R 54 54 53 54 Bis-Contr.6 45
R693P 53 53 53 53
R693W 53 53 54 54 Run-Contr.1 48
Run-Contr.2 48
ZBTB16+ NLRP7 wt 54 54 53 54 Run-Contr.3 48
ZBTB16 + L398R 53 54 54 53 Run-Contr.4 49
ZBTB16 + K511R 53 54 54 54 Run-Contr.5 48
ZBTB16 + R693P 52 54 53 53 Run-Contr.6 49
ZBTB16 + R693W 54 53 53 54
NESP55 SIRPH (SN1) Average Nesp55 (SN1)
Transfektion 1 2 3 Average Bis-Contr.1 52
HEK 70 70 71 70 58
NLRP7 69 70 59 66 Bis-Contr.3 55
ZBTB16 72 69 75 72 Bis-Contr.4 50
L398R 81 69 69 73 Bis-Contr.5 50
K511R 72 76 73 73 Bis-Contr.6 51
R693P 73 73 72 73
R693W 72 77 79 76 Run-Contr.1 47
Run-Contr.2 47
ZBTB16+ NLRP7 wt 76 64 66 69 Run-Contr.3 47
ZBTB16 + L398R 66 72 75 7 Run-Contr.4 47
ZBTB16 + K511R 72 77 73 74 Run-Contr.5 47
ZBTB16 + R693P 80 68 66 71 Run-Contr.6 47
ZBTB16 + R693W 74 87 64 75
NESP55 SIRPH (SN4) Average Nesp55 (SN4)
Transfektion 1 2 3 Average Bis-Contr.1 51
HEK 86 87 87 87 Bis-Contr.2 57
NLRP7 87 88 82 86 Bis-Contr.3 53
ZBTB16 89 90 89 89 Bis-Contr.4 51
L398R 86 88 91 88 Bis-Contr.5 47
K511R 89 86 91 89 Bis-Contr.6 49
R693P 89 87 82 86
R693W 85 91 86 87 Run-Contr.1 44
Run-Contr.2 45
ZBTB16+ NLRP7 wt 85 88 84 86 Run-Contr.3 44
ZBTB16 + L398R 86 88 91 88 Run-Contr.4 45
ZBTB16 + K511R 85 86 91 87 Run-Contr.5 45
ZBTB16 + R693P 85 86 89 87 Run-Contr.6 45
ZBTB16 + R693W 88 87 83 86
PEG3 SIRPH (SN1) Average PEG3 (SN1)
Transfektion 1 2 3 Average Bis-Contr.1 39
HEK 93 90 92 91 Bis-Contr.2 41
NLRP7 82 76 88 82 Bis-Contr.3 41
ZBTB16 87 93 92 91 Bis-Contr.4 41
L398R 92 93 84 89 Bis-Contr.5 46
K511R 83 92 88 88 Bis-Contr.6 42
R693P 92 93 93 93
R693W 90 93 92 92 Run-Contr.1 46
Run-Contr.2 46
ZBTB16+ NLRP7 wt 93 75 91 86 Run-Contr.3 46
ZBTB16 + L398R 84 91 90 88 Run-Contr.4 46
ZBTB16 + K511R 94 93 92 93 Run-Contr.5 46
ZBTB16 + R693P 93 92 92 92 Run-Contr.6 49
ZBTB16 + R693W 88 72 92 84
SNRPN SIRPH (SN6) Average SNRPN (SN6)
Transfektion 1 2 3 Average Bis-Contr.1 49
HEK 82 85 91 86 Bis-Contr.2 51
NLRP7 88 86 68 80 Bis-Contr.3 52
ZBTB16 89 91 85 89 Bis-Contr.4 54
L398R 87 89 89 88 Bis-Contr.5 53
K511R 85 82 91 86 Bis-Contr.6 56
R693P 78 87 87 84
R693W 85 52 56 65 Run-Contr.1 63
Run-Contr.2 62
ZBTB16+ NLRP7 wt 93 75 87 85 Run-Contr.3 62
ZBTB16 + L398R 89 85 84 86 Run-Contr.4 62
ZBTB16 + K511R 85 85 62 77 Run-Contr.5 62
ZBTB16 + R693P 76 83 90 83 Run-Contr.6 61
ZBTB16 + R693W 83 83 74 80

Tab. A.1c: SIRPH-Analysen maternal und paternal methylierter Imprinting-Loci.
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H19 PYRO (SN 1) Average CpG 1-5
NLRP7 R693P R693W MYC HEK  Bis-Contr

1 43 42 44 39 43 40
2 43 44 43 43 43 41
3 43 42 42 41 42 40
4 43 44 42 42 42 40
5 43 42 42 42 42 4
6 43 44 42 42 41 4
7 43 41 43 40 41 39
8 42 42 4 40 43 40
9 44 42 4 42 42 40
10 43 42 42 42 43 4
Average 43 42 42 41 42 40
NESP55 PYRO (SN 1) Average CpG 1-5

NLRP7 R693P R693W MYC HEK Bis-Contr
1 77 83 76 86 77 50
2 85 89 89 83 88 47
3 87 89 77 86 88 46
4 86 88 90 83 49
5 86 88 85 92 82 48
6 93 90 87 86 51
7 82 81 86 89 51
8 89 86 51
9 86 88 90 86 85 47
10 85 84 84 55
Average 84 88 85 87 85 49

PEG3 PYRO (SN 1) Average CpG 1-5

NLRP7 R693P R693W MYC HEK  Bis-Contr
1 96 97 94 96 96 44
2 95 96 96 95 95 48
3 96 96 96 96 96 52
4 93 91 96 96 48
5 96 96 96 96 95 44
6 96 96 97 94 46
7 90 95 96 95 95 45
8 87 97 94 95 96 45
9 93 96 95 95 88 48
10 94 96 96 96 96 46
Average 94 96 95 96 95 47

SNRPN PYRO (SN 0) Average CpG 1-5

NLRP7 R693P R693W MYC HEK  Bis-Contr
1 76 76 78 74 76 37
2 75 47 70 82 78 43
3 82 75 50 74 74 43
4 70 77 76 75 83 50
5 68 86 80 80 76 43
6 72 7 79 77 82 48
7 59 85 89 68 78 37
8 80 87 7 73 66 47
9 84 74 78 83 79 43
10 71 84 86 52 75 43
Average 74 76 76 74 77 43

Tab. A.1d: Pyrosequenzier-Daten maternal und paternal methylierter Imprinting-Loci.
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A.2 Primersequenzen

Hefe-Di-Hybrid (Gateway-Primer):

Die vektorspezifische Sequenz ist in Kleinbuchstaben und die insertspezifische

Sequenz ist in GroRbuchstaben dargestellt.

Bezeichnung Sequenz 5°- 37 Verwendung

] i gggg aca agt ttg tac aaa aaa gca ggc ttt- | NLRP7 in pDONR
attB-NLRP7-F ATG ACA TCG CCC CAG CTA (AS 1-1037)

] i gggg ac cac ttt gta caa gaa agc tgg gtt- | NLRP7 in pDONR
attB-NLRP7-R GCA AAA AAA GTC ACA GCA (AS 1-1037)
AttB-PYD-F gggg aca agt ttg tac aaa aaa gca ggc ttt- | NLRP7-PYD in pDONR

ATG ACATCG CCC CAG CTA AS 1-171
( )
AttB-PYD-R gggg ac cac ttt gta caa gaa agc tgg gtt- | NLRP7-PYD in pDONR

GCG GCT GAG CTC CTT GCA

(AS 172-501)

attB-NACHT-F

gggg aca agt ttg tac aaa aaa gca ggc ttt-
TAC ACG GTG GTG CTG CAC

NLRP7-NACHT in pDONR
(AS 172-501)

attB-NACHT-R

gggg ac cac ttt gta caa gaa agc tgg gtt-
CTG TAC GTC CCC GAT GTC

NLRP7-NACHT in pDONR
(AS 172-501)

gggg aca agt ttg tac aaa aaa gca ggc ttt-

NLRP7-NAD in pDONR

attB-NAD-F AAG CTG CTT TCC GGA GAA (AS 502-623)
AttB-NAD-R gggg ac cac ttt gta caa gaa agc tgg gtt- | NLRP7-NAD in pDONR
CTGCAGTGAGAGTTT CTG (AS 502-623)
AttB-LRR-F gggg aca agt ttg tac aaa aaa gca ggc ttt- | NLRP7-LRR in pDONR
GTA GCA AAG GGG GTG TTC (AS 624-1037)
attB-LRR-R gggg ac cac ttt gta caa gaa agc tgg gtt- | NLRP7-LRR in pDONR

GCA AAA AAA GTC ACA GCA

(AS 624-1037)

attB-ANAD/LRR-F

gggg aca agt ttg tac aaa aaa gca ggc ttt-
ATG ACA TCG CCC CAG CTA

NLRP7-ANAD/LRR in pDONR
(AS 1-501)

attB-ANAD/LRR-R

gggg ac cac ttt gta caa gaa agc tgg gtt-
CTG TAC GTC CCC GAT GTC

NLRP7-ANAD/LRR in pDONR
(AS 1-501)

attB-ALRR-F

gggg aca agt ttg tac aaa aaa gca ggc ttt-
ATG ACA TCG CCC CAG CTA

NLRP7-ALRR in pDONR
(AS 1-623)

attB-ALRR-R

gggg ac cac ttt gta caa gaa agc tgg gtt-
CTG CAG TGAGAGTTT CTG

NLRP7-ALRR in pDONR
(AS 1-623)

attB-APYD/LRR-F

gggg aca agt ttg tac aaa aaa gca ggc ttt-
TAC ACG GTG GTG CTG CAC

NLRP7-APYD/LRR in pDONR
(AS 172-623)

attB-APYD/LRR-R

gggg ac cac ttt gta caa gaa agc tgg gtt-
CTG CAG TGAGAGTTT CTG

NLRP7-APYD/LRR in pDONR
(AS 172-623)

attB-APYD-F

gggg aca agt ttg tac aaa aaa gca ggc ttt-
TAC ACG GTG GTG CTG CAC

NLRP7-APYD in pDONR
(AS 172-1037)

147




Anhang

attB-APYD-R

gggg ac cac ttt gta caa gaa agc tgg gtt-
GCA AAA AAA GTC ACA GCA

NLRP7-APYD in pDONR
(AS 172-1037)

attB-ANACHT-F

gggg aca agt ttg tac aaa aaa gca ggc ttt-
ATG ACA TCG CCC CAG CTA

NLRP7-ANACHT in pDONR
(AS 1-171_492-1037)

attB-ANACHT-R

gggg ac cac ttt gta caa gaa agc tgg gtt-
GCA AAA AAA GTC ACA GCA

NLRP7-ANACHT in pDONR
(AS 1-171_492-1037)

attB-ZBTB16-F

gggg aca agt ttg tac aaa aaa gca ggc ttt-

ZBTB16 in pDONR

ATG GAT CTG ACA AAA ATG (AS 1-673)
ezEEoR | B e worers

Immunoprazipitation (Megaprimer):

Die vektorspezifische Sequenz ist in Kleinbuchstaben und die insertspezifische

Sequenz ist in GroRbuchstaben dargestellt.

Zusatzlich eingefugte Start- und Stopcodons sind hervorgehoben.

Bezeichnung Sequenz 5°- 37 Verwendung
] i gac tac aaa gac gac gat gac aag ggt NLRP7 in pcDNA3.1-flag
Flag-NLRP7-F acc-ATG ACA TCG CCC CAG CTAGA | (AS 1-1037)
] i gcg ggt tta aac ggg ccc tct aga ctc gag- | NLRP7 in pcDNA3.1-flag
Flag-NLRP7-R TCA GCA AAA AAA GTC ACA GC (AS 1-1037)
Flag-PYD-F gac tac aaa gac gac gat gac aag ggt NLRP7-PYD in pcDNA3.1-flag
9 acc- ATG ACA TCG CCC CAG CTA GA | (AS 1-171)
Flag-PYD-R gcg ggt tta aac ggg ccc tet aga ctc gag- | NLRP7-PYD in pcDNA3.1-flag
g TCA AGG TGT TAG CTT CCT GG (AS 172-501)
i i gac tac aaa gac gac gat gac aag ggt NLRP7-NACHT in pcDNA3.1-flag
Flag-NACHT-F acc-TAC ACG GTG GTG CTG CAC GG | (AS 172-501)
Flag-NACHT-R gcg ggt tta aac ggg ccc tet aga ctc gag- | NLRP7-NACHT in pcDNA3.1-flag
9 TCA CTG TAC GTC CCC GAT GT (AS 172-501)
Flag-NAD-F gac tac aaa gac gac gat gac aag ggt NLRP7-NAD in pcDNA3.1-flag
9 acc-AAG CTG CTT TCC GGA GAA GA | (AS 502-623)
Flag-NAD-R gcg ggt tta aac ggg ccc tet aga ctc gag- | NLRP7-NAD in pcDNA3.1-flag
g TCA CTG CAG TGA GAG TTTCT (AS 502-623)
Flag-LRR-F gac tac aaa gac gac gat gac aag ggt NLRP7-LRR in pcDNA3.1-flag
9 acc-GTA GCA AAG GGG GTG TTC CT | (AS 624-1037)
Flag-LRR-R gcg ggt tta aac ggg ccc tct aga ctc gag- | NLRP7-LRR in pcDNA3.1-flag

TCA GCA AAA AAAGTC ACAGC

(AS 624-1037)
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Flag-ANAD/LRR-F

gac tac aaa gac gac gat gac aag ggt
acc-ATG ACA TCG CCC CAG CTA GA

NLRP7-ANAD/LRR in pcDNA3.1-
flag (AS 1-501)

Flag-ANAD/LRR-R

gcg ggt tta aac ggg ccc tct aga ctc gag-
TCA CTG TAC GTC CCC GAT GT

NLRP7-ANAD/LRR in pcDNA3.1-
flag (AS 1-501)

Flag-ALRR-F

gac tac aaa gac gac gat gac aag ggt
acc-ATG ACA TCG CCC CAG CTA GA

NLRP7-ALRR in pcDNA3.1-flag
(AS 1-623)

Flag-ALRR-R

gcg ggt tta aac ggg ccc tct aga ctc gag-
TCACTG CAGTGAGAGTTTCT

NLRP7-ALRR in pcDNA3.1-flag
(AS 1-623)

Flag-APYD/LRR-F

gac tac aaa gac gac gat gac aag ggt
acc-TAC ACG GTG GTG CTG CAC GG

NLRP7-APYD/LRR in pcDNA3.1-
flag (AS 172-623)

Flag-APYD/LRR-R

gcg ggt tta aac ggg ccc tct aga ctc gag-
TCACTG CAGTGAGAGTTTCT

NLRP7-APYD/LRR in pcDNA3.1-
flag (AS 172-623)

Flag-APYD-F

gac tac aaa gac gac gat gac aag ggt
acc-TAC ACG GTG GTG CTG CAC GG

NLRP7-APYD in pcDNA3.1-flag
(AS 172-1037)

Flag-APYD-R

gcg ggt tta aac ggg ccc tct aga ctc gag-
TCA GCA AAA AAA GTC ACAGC

NLRP7-APYD in pcDNA3.1-flag
(AS 172-1037)

Flag-ANACHT-F

gac tac aaa gac gac gat gac aag ggt
acc-ATG ACA TCG CCC CAG CTAGA

NLRP7-ANACHT in pcDNA3.1-
flag (AS 1-171_492-1037)

Flag-ANACHT-R

gcg ggt tta aac ggg ccc tct aga ctc gag-
TCA GCA AAA AAA GTC ACAGC

NLRP7-ANACHT in pcDNA3.1-
flag (AS 1-171_492-1037)

MYC-ZBTB16-F

aag ctt ggt acc gag ctc gga tcc act agt-
ATG GAT CTG ACA AAA ATG GG

ZBTB16 in pcDNA3.1-myc
(AS 1-673)

MYC-ZBTB16-R

gcc ctec tag act cga gcg gec gec act gtg-
CAC ATA GCA CAG GTA GAG GT

ZBTB16 in pcDNA3.1-myc
(AS 1-673)

MYC-ZBTB16_del1-F

aag ctt ggt acc gag ctc gga tcc act agt-
ATG GAT CTG ACA AAA ATG GG

ZBTB16_del1 in pcDNA3.1-myc
(AS 1-164)

MYC-ZBTB16_del1-R

gcc cte tag act cga gcg gec gec act gtg-
CTC CTC GCT GGA ATG CTT CG

ZBTB16_del1 in pcDNA3.1-myc
(AS 1-164)

MYC-ZBTB16_del2-F

aag ctt ggt acc gag ctc gga tcc act agt-
ATG AAG ATG CTG GAG ACC ATC

ZBTB16-del2 in pcDNA3.1-myc
(AS 120-483)

MYC-ZBTB16_del2-R

gcc ctec tag act cga gcg gec gec act gtg-
ATG GGT CTG CCT GTG TGT CC

ZBTB16_del2 in pcDNA3.1-myc
(AS 120-483)

MYC-ZBTB16_del3-F

aag ctt ggt acc gag ctc gga tcc act agt-
ATG GGA GAG CAG TGC AGC GTG

ZBTB16_del3 in pcDNA3.1-myc
(AS 403-673)

MYC-ZBTB16_del3-R

gcc cte tag act cga gcg gec gec act gtg-
CAC ATA GCA CAG GTA GAG GT

ZBTB16_del3 in pcDNA3.1-myc
(AS 403-673)

MYC-ZBTB16_del4-F

aag ctt ggt acc gag ctc gga tcc act agt-
ATG GGG GAC AAG GTT GAG GA

ZBTB16_del4 in pcDNA3.1-myc
(AS 268-673)

MYC-ZBTB16_del4-R

gcc cte tag act cga gcg gec gec act gtg-
CAC ATA GCA CAG GTA GAG GT

ZBTB16_del4 in pcDNA3.1-myc
(AS 268-673)

MYC-ZBTB16_del5-F

aag ctt ggt acc gag ctc gga tcc act agt-
ATG CCG ACT CGA AGC AGC GT

ZBTB16_del5 in pcDNA3.1-myc
(AS 283-489)

MYC-ZBTB16_del5-R

gcc cte tag act cga gcg gec gec act gtg-
GGC CAT GTC AGT GCC AGT AT

ZBTB16_del5 in pcDNA3.1-myc
(AS 283-489)
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MYC-KHDC3L-F

aag ctt ggt acc gag ctc gga tcc act agt-
ATG GAC GCT CCC AGG CGG

KHDCS3L in pcDNA3.1-myc
(AS 1-217)

MYC-KHDC3L-R

gcc cte tag act cga gcg gec gec act gtg-
TAATCT AGT AAC TGG GTC

KHDCS3L in pcDNA3.1-myc
(AS 1-217)

aag ctt ggt acc gag ctc gga tcc act agt-

NLRP7 in pcDNA3.1-myc

MYC-NLRP7-F ATG ACA TCG CCC CAG CTA GA (AS 1-1037)
_ ] gce cte tag act cga geg gee gec act gtg- | NLRP7 in pcDNA3.1-myc
MYC-NLRP7-R GCA AAA AAA GTC ACA GCA CG (AS 1-1037)
Y C-NADF aag ctt ggt acc gag ctc gga tcc act agt- NLRP7-NAD in pcDNA3.1-myc
ATG AAG CTG CTT TCC GGA GAA | (AS 502-623)
Y C-NADR gce cte tag act cga geg gee gec act gtg- | NLRP7-NAD in pcDNA3.1-myc
CTG CAG TGA GAG TTT CTG CA (AS 502-623)
_ _ aag ctt ggt acc gag ctc gga toc act agt- | NLRP7-ALRR in pcDNA3.1-myc
MYC-ALRR-F ATG ACA TCG CCC CAG CTA GA (AS 1-623)
o gcc ofc tag act cga gog gec gec act gtg- | NLRP7-ALRR in pcDNA3.1-myc

CTG CAG TGAGAG TTT CTG CA

(AS 1-623)

Konfokale Mikroskopie (Megaprimer):

Die vektorspezifische Sequenz ist in Kleinbuchstaben und die insertspezifische

Sequenz ist in GroRbuchstaben dargestellt.

Zusatzlich eingefugte Start- und Stopcodons sind hervorgehoben.

Bezeichnung Sequenz 5°- 3’ Verwendung

FGTPNLRPTE | oG ACA TG GO ORGOTAGA | (s 1108
COTPALRPTR | on ANA AR GTOAGA GG | (AS 11057
DR NLRPTF | S ek cTaah | s )
DsRecNLRPT-R | B S RNEER 68 ™™ s vy

DsRed-KHDC3L-F

cta gcg cta ccg gac tca gat ctc gag cte-
ATG GAC GCT CCC AGG CGG

KHDCS3L in pDsRed2-N1
(AS 1-217)

DsRed-KHDC3L-R

ggc cat ggt ggc gac cgg tgg atc ccg ggc-
TAATCT AGT AAC TGG GTC

KHDCS3L in pDsRed2-N1
(AS 1-217)
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Mutagenese-Primer:

Die jeweiligen Punktmutationen sind hervorgehoben.

Bezeichnung

Sequenz 5°- 3°

BiBM-assoziierte NLRP7 Mutationen

L398R-F CTG CGT TTC CGC TGC AGC CGG TTC CCG CAG
L398R-R CCG GCT GCA GCG GAA ACG CAG GAACAG ccC
K511R-F GAA AGA CTC AGG AAC CCC GAC CTG ATT CAA
K511R-R GTC GGG GTT CCTGAG TCTTTC TTC TCC GGA
R693P-F TCT TCT GTG CCG ATT CTT TGT GAC CAC GTA
R693P-R ACA AAG AAT CGG CAC AGA AGA GTC ACT CAG
R693W-F TCTTCT GTG TGG ATT CTT TGT GAC CAC GTA
R693W-R ACA AAG AAT CCA CAC AGA AGA GTC ACT CAG

Sequenzierprimer (Vektor):

Bezeichnung Sequenz 5°- 3’
pDONR
pDONR-F TAC TCT CGC GTT AAC GCT AG
pDONR-R ATT TTG AGA CAC GGG CCA GA
pGBKT7
pGBKT7-F TCG CCG GAATTT GTAATACG
pGBKT7-R AGA AAT TCG CCC GGA ATT AG
pGADT7
pGADT7-F TGA AGA TAC CCC ACC AAACC
pGADT7-R ACT TGC GGG GTTTTT CAG TA

pcDNA3.1-myc & -flag

pcDNA3.1-F

GTA CGG TGG GAG GTC TAT ATA AGC
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pcDNA3.1-R C AGA ATAGAATGA CAC CTACTC AGA
pEGFP-C1

pEGFP-C1-F CAT GGT CCT GCT GGA GTT CGT G

pEGFP-C1-R GTA ACC ATT ATA AGC TGC AAT
pDsRed2-N1

pDsRed2-F TAG GCG TGT ACG GTG GGAGGT CTAT

pDsRed2-R TGC ATG TGG AAC CTCGGC ATGACC T

Sequenzierprimer (Insert):

Bezeichnung Sequenz 5°- 3’

NLRP7
NLRP7-F2 TAC ACG GTG GTG CTG CAC
NLRP7-R2 GCG GCT GAG CTC CTT GCA
NLRP7-F3 TATTTC CTGAGACACTTT
NLRP7-R3 CAT CTG CAG CTT CAG AGT
NLRP7-F4 GGC CAC GCC TGG GAC ATC
NLRP7-R4 AGT GGC CTC CAACTC CTT
NLRP7-F5 AAC TGG GCT CGG CAG GAT
NLRP7-R5 GTC ACA AAG AAT CCG CAG
NLRP7-F6 ACC ATG ACA CGC CCA AAA
NLRP7-R6 GGG GTT CTT GGC CAA GCA

ZBTB16
ZBTB16-F1 ATG GAT CTG ACA AAA ATG GG
ZBTB16-R1 CTG GAT GGT CTC CAG CAT
ZBTB16-F2 ATG CTG GAG ACC ATC CAG
ZBTB16-R2 CTC CTC GCT GGA ATG CTT
ZBTB16-F3 AAG CAT TCC AGC GAG GAG
ZBTB16-R3 GAT GAC GCT GCT TCG AGT
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ZBTB16-F4 ACT CGA AGC AGC GTC ATC

ZBTB16-R4 ACA CAC GCT GCACTG CTC

ZBTB16-F5 GAG CAG TGC AGC GTG TGT

ZBTB16-R5 CAC ATA GCA CAG GTAGAG G
KHDC3L

KHDC3L-F GAT CAT GAACCT GGC TGA CT

KHDC3L-R AGT CAG CCAGGT TCATGATC

Methylierungsassay-Primer:

Bezeichnung

Sequenz 5°- 3°

Locus

Bi-Hot PCR

Bi-H19-F1 (Outer)

TTITTTG GTAGGT ATAGAGTT

H19 (11p15)
Paternal methyliert

Bi-H19-R1 (Outer)

AAA CCATAACAC TAAAAC CC

H19 (11p15)
Paternal methyliert

Bi-H19-F2 (Nested)

TGT ATA GTATAT GGG TATTTT TGG
AGGTTT

H19 (11p15)
Paternal methyliert

Bi-H19-R2 (Nested)

TCC TAT AAA TAT CCT ATT CCC AAA
TAA CC (5'Biotin)

H19 (11p15)
Paternal methyliert

Bi-NESP55-F1 (Outer)

TTTTTTATT TTATAG GGT GTATTT

NESP55 (20913.2-3)
Paternal methyliert

Bi-NESP55-R1 (Outer)

AAA ATA AAATAC TTAAAC ACC AC

NESP55 (20913.2-3)
Paternal methyliert

Bi-NESP55-F2 (Nested)

TTT TTG TAG AGT TAG AGG GTA GGT

NESP55 (20913.2-3)
Paternal methyliert

Bi-NESP55-R2 (Nested)

AAA AAA AAC AAC TCA AAATCT ACC
(5'Biotin)

NESP55 (20913.2-3)
Paternal methyliert

Bi-PEG3-F1 (Outer)

GGA GAT TTT GTAGTAGTT TTT TAG
ATTT

PEG3 (19913.4)
Maternal methyliert

Bi-PEG3-R1 (Outer)

CCCTTT TCC AAACCT AAC TTT AAA
A

PEG3 (19913.4)
Maternal methyliert

Bi-PEG3-F2 (Nested)

AAA AGG TAT TAATTATTT ATAGTT
TGG T

PEG3 (19913.4)
Maternal methyliert

Bi-PEG3-R2 (Nested)

AAA ACT ACT AAT TAA CTA ACA CAA
AAA CC (5'Biotin)

PEG3 (19913.4)
Maternal methyliert
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Bi-SNRPN-F1 (Outer)

TCC AAA ACA AAAAAC TTT AAAACC
CAAATTC

SNRPN (15g11.2)
Maternal methyliert

Bi-SNRPN-R1 (Outer)

AGGTTTTTT TTT ATT GTA ATA GTG
TTG TGG GG

SNRPN (15911.2)
Maternal methyliert

Bi-SNRPN-F2 (Nested)

TCA ATA CTC CAA ATC CTA AAA ACT
TAA AAT ATC

SNRPN (15911.2)
Maternal methyliert

Bi-SNRPN-R2 (Nested)

TGT GGG GTT TTA GGG GTT TAG TAG
TTITTTTTTT TTT AGG (5'Biotin)

SNRPN (15911.2)
Maternal methyliert

SNuPE

H19-SN1 TGG TTG TAG TTG TGG AAT
NESP55-SN1 GTG TTT AAG AGG ATG GAT
NESP55-SN4 GGTATTTTITTGAGTT TTT
PEG3-SN1 GTTATTTTG GTT TAG AGT
SNRPN-SN6 TAA GGT TAG TTG TGT

Pyrosequenzierung

Pyro-H19 (SN1)

TGG TTG TAG TTG TGG AAT

Pyro-NESP55 (SN1)

GTG TTT AAG AGG ATG GAT

Pyro-PEG3 (SN1)

GTTATTTTG GTT TAG AGT

Pyro-SNRPN

GGG ATTTTT GTATTG
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A.3 Vektorkarten

I attP 1 1) attP2 I
Comments for: pDONR™201
4470 nucleotides
S: <k

B T2 transcription termination sequence (c) 73-100
rmB T1 transcription termination sequence (c) 232-275

pDONR201 Recommended lorward priming sile 300-324
anP1 332-563
cedB gene (c) 959-1264
Chloramphenicol resistance gene (c) 1606-2265
aftP2 (c) 2513-2744
Recommended reverse priming site 2769-2792
Kanamycin resistance gene 2868-3677
pUC origin 3794-4467
(c) = complementary strand

Vektorkarte pDONR201.
Die cDNA aller in dieser Arbeit verwendeten Hefe Di-Hybrid-Konstrukte (NLRP7, ZBTB16, KHDC3L)

wurde Uber die Gateway-Klonierungsmethode in den Vektor eingefugt.

Hindlll
(6544)
on PADHY

GAL4

HindIII
(1479)

pGADT7 AD
7987 bp

Hindlll Amp*
(1606)

pGBKT7
713kb

A c-Myc epitope tag

Matchmaker 5 DNA-BD Ve
1185 1"‘29’:‘355:“"‘“ A'“”‘":Z('m' GAL4 DNA-Binding Domain Matchmaker § AD LD-Insert Screcning Amplimer Activaion Domain z Seﬁls::::n::‘w
TCATCG GAA GAG AGT AGT AAC AAA GGT CAA AGA CAG TTG ACT GTA TCG CCG GAA TTT 1857 CTATTC GAT GAT GAA GAT ACC CCA CCA AAC CCA AAA AAA Eé’\aﬁ ATCTTT AAT ACG ACT
aa. 881
1212 T7 Sequencing Primer " I START HA Epitope Tag
17 Promoter c-Myc Epitope Tag f—— inviro
1914 CAC TAT AGG GCG AGC GCC GCC ATG GAG TAC CCA TAC GAC GTA CCA GAT TAC GCT

GTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG CGA GCC GCC ATC ATG GAG GAG CAG AAG CTG ATC TCA GAG GAG GAC CTG
START

1 1968  CAT ATG GCC ATG GAG GCC AGT GAATTC CAC CCG GGT GGG CAT CGA TAC GGG ATC CAT

CAT ATG GCC ATG GAG GCC GAA TTC CCG GGG ATC CGT CGA CCT GCA GCG GCC GCA TAACTAGCATAACCCC NGl EcoRT Small Clal BamHI
Ndel  Neol Sfil  EcoRl gmay BamHl Sall  Pstl STOP sTOP A sop ma
1342 . Xmal .
: 17 Terminator 2025 CGA GCT CGA GCT GCA GATGAATCGTAGATACTGAAAAACCCCGCAAGTTCACTTC
TTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTGCGCGCTTGCAGCCAAGCTAATTCCGGGCGAATTTCTTATGATTT Sadl -
STOP Xhol Matchmaker 3 AD LD-Insert Screening Amplimer

ot 3)

1430 2080 AACTGTGCATCGTGCACCATCT

.ATG ATTTTTATTATTAAATAAGTTATAAAAAAAATAAGTGTATACAAATTTTAAAGTGACTCTTAGGTTTTAAAACGAAAA 3 AD Sequencing Primer
—

3' DNA-BD Sequencing Primer
Matchmaker 3 DNA-BD Vector
Insert Screening Amplimer

Vektorkarten pGBKT7 und pGADTY7.

Die cDNA aller in dieser Arbeit verwendeten Hefe Di-Hybrid-Konstrukte (NLRP7, ZBTB16, KHDC3L)
wurde uber den pDONR-Vektor (Gateway-Klonierung) jeweils in den Kdder-Vektor pGBKT7 und in
den Beute-Vektor pGADT7 kloniert.
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Anhang

enhancer region (3 end)

689 CATTGACGTC AATGGGAGTT TGTTTTGGCA CCAAAATCAA CGGGACTTTC CAAAATGTCG
CAAT TATA

749 TAACAACTCC GCCCCATTGA CGCAARATGGG CGGTAGGCGT GTACGGTGGG AGGTCTATAT

s 3'end of hCMV |—>
1 putative transcriptional start
pCDNA3,1 (+ —) 809 AAGCAGAGCT CTCTGGCTAR CTAGAGAACC CZ\CTGCT’]{ Flag: DYKDDDDK jTTAI\TAC

5428/5427 bp T7 promoter/primer binding site ,\r;ﬂ‘fl P/i‘m[ AﬂI]HdeJ AspTIST Kpnl

| | | |
869 GACTCACTAT AGGGAGACCC AAGCTGGCTA TAAAC TTAAQCTTGG TACCGAGCTC

Comments for pcDNA3.1 (+)
5428 nucleotides Bani 1 BuX1* EegR1 EeoR v BaXT* Notl ol
CMV promoter: bases 232-819 929 GGATCCACTA GTCCAGTGTG GTGGAATTCT GCAGATATCC AGCACAGTGG CGGCCGCTCG
T7 promoter/priming site: bases 863-882
Multiple cloning site: bases 895-1010
pcDNA3.1/BGH reverse priming site: bases 1022-1039

BGH polyadenylation sequence: bases 1028-1252

Xbal Apal  Pmel pcDNA3.1/BGH reverse priming site
| |
989 AGTCTAGAGG GCCCGTTTAA ACCCGCTGAT CAGCCTCGAC TG

SCCTTCT AGTTGCCAGC

f1 origin: bases 1298-1726 1049 CATCTGTTGT TTGCCCCTCC CCCGTGCCTT CCTTGACCCT GGAAGGTGCC ACTCCCACTG
SV40 early promoter and origin: bases 1731-2074

Neomyecin resistance gene (ORF): bases 2136-2930 BGH poly (A) site

SV40 early polyadenylation signal: bases 3104-3234 1109 TCCTTTCCTA ATAARATGAG GAAATTGCAT

pUC origin: bases 3617-4287 (complementary strand)

Ampicillin resistance gene (bla): bases 4432-5428 (complementary strand)
ORF: bases 4432-5292 (complementary strand)
Ribosome binding site: bases 5300-5304 (complementary strand)
bla promoter (P3): bases 5327-5333 (complementary strand)

Vektorkarte pcDNA3.1 mit N-terminalen Flag-Epitop.
In die MCS wurde die cDNA aller in dieser Arbeit verwendeten NLRP7-Konstrukte kloniert.

N e cprove [ _oxtis [P

Not |
Xho |
Xba I*
Apa I*™*
Sful
Pmel

I T7 promoter/priming site Hind Il Kpn'| BamH |
T 1 | | |

861 ATTAATACGA CTCACTATAG GGAGACCCAA GCTGGCTAGT TAAG CTT GGT ACC GAG CTC GGA

Leu Gly Thr Glu Leu Gly

le‘XI EC?R| E[:OIRV le‘XI Nt|7tl
923 TCC ACT AGT CCA GTG TGG TGG AAT TCT GCA GAT ATC CAG CAC AGT GGC GGC CGC

Ser Thr Ser Pro Val Trp Trp Asn Ser Ala Asp Ile Gln His Ser Gly Gly Arg
Xhol )tn?l Ap‘al Salc I Sful myc epitope

| |
CAA AAA CTC ATC TCA GAA GAG GAT
P

977 TCG AGL CTA GAG CCG _CGG| TTC
pcDNATM3 1’ Ser Ser Leu Glu Gln Lys Leu Ile Ser Glu Glu Asp
.

Pro Arg Phe G
™ Polyhistidine tag Pmel
H . r 1 |
myc- Is 1028 CTG AAT ATG CAT ACC GGT CAT CAT CAC CAT CAC CAT TGA GTTT AAACCCGCTG
Leu Asn Met His Thr Gly His His His His His Hisg ***

A B C BGH Rewerse priming site

s B2, —cHRewerse priming site
55kb 1081 ATCAGCCTCG ACTGTGCCTT CTAGTTGCCA

Vektorkarte pcDNA3.1 mit C-terminalen Myc- und 6xHis Epitop.
In die MCS wurde die cDNA aller ZBTB16-Konstrukte (ZBTB16wt und ZBTB16_del1-5), KHDC3L und
die NLRP7-Konstrukte NLRP7wt, NAD und ALRR kloniert.
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Anhang

McS
(591-671)

HSSYTAK DsRed2 Stul(112)
V2 pDsRed2-N1

4.7 kb
Not | (1358)

Kan'/ .
Neo SV40 ori fl
P svao, i

Stul
(2535)
591 601 611 621 631 641
[;1 CTA GCG CTA (.)CG GAC TCA GAT CTC GAG CTEI AAG CTT CGA ATT CTG CAG TCG AC
Nhel Ecodllll Bglll  Xhol Hind 1l EcoR | Sall
Sacl Accl
651 661 671

DsRed2

G.GTA CCG CGG GCC CGG GAT CCA CCG GTC GCC ACC ATG GCC
Kpnl Apal BamH1  Agel
Asp18l Xmal g
Sacll Smal

Vektorkarte pDsRed2-N1 mit C-terminalem DsRed2.
In die MCS wurde die cDNA von NLRP7, ZBTB16 und KHDC3L kloniert.

Eco01091 b
e L | P o EGFP-C1
4.7 kb
SV40 ori f
Pow P =
> e Miul 64z
A Dralll 872
Stul
(2577)
EGFP 1230 1340 150 1280 1370 1380 120 1400 STOPs
TAC AAG TCC 0BA CTC ABATCT CGA GCT CAA GCT TCG AAT TCT 6CA GTC GAC GGT ACE GCG 66C CCG 36A TCC ACC GBATCT AGATAA CTG ATC A
BspEl  Balll Xhol N Hindll EcoRl Pstl  Sall Kpnl Apal N BamHl Xbal* Bell
Sacl Acc\ Asplig1 { Bspi201 Xmal
Ech3s 1l skl Smal

Vektorkarte pEGFP-C1 mit N-terminalem EGFP.
In die MCS wurde die cDNA von NLRP7 kloniert.
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