
 
Eine Interaktionsanalyse des            
Nod-like-Rezeptors NLRP7  

 
Interdomän-spezifische Analysen und die Identifizierung 

neuer Proteininteraktionen 

 
 
 

Dissertation 
 

zur 

Erlangung des Doktorgrades (Dr. rer. nat.) 

der 

Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultät 

der 

Rheinischen Friedrich-Wilhelms-Universität Bonn 
 
 
 
 

vorgelegt von 

Heike Singer 
aus  

Gummersbach 

 
 

Bonn, Mai 2014 
 



 

 

Angefertigt mit Genehmigung der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultät 

der Rheinischen Friedrich-Wilhelms-Universität Bonn 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1. Gutachter: Priv. Doz. Dr. Osman El-Maarri 

2. Gutachter: Prof. Dr. med. Joachim L. Schultze 

 

Tag der Promotion: 10.11.2014 

Erscheinungsjahr: 2015 

 

 

 

 

 



 

 
Erklärung zur Urheberschaft  
 

 

Hiermit versichere ich, dass diese Dissertation von mir und ohne unerlaubte Hilfe 

angefertigt wurde. Ich habe keinerlei andere als die angegebenen Hilfsmittel 

verwendet. Jegliches direkt oder indirekt übernommenes Gedankengut wurde nach 

bestem Wissen und Gewissen kenntlich gemacht. 

Ferner erkläre ich hiermit, dass diese vorliegende Arbeit an keiner anderen 

Hochschule als Dissertation vorgelegt worden ist. 

 

Bonn, den 12.05.2014 

 

 

 

 

Heike Singer 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

 

 

 

 

für meine Eltern 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 I 

Inhaltsverzeichnis 
 

Zusammenfassung .................................................................................................... 1	  
Summary .................................................................................................................... 3	  
1	   Einleitung .............................................................................................................. 5	  

1.1	   Villöse Trophoblastenerkrankungen ................................................................ 5	  
1.1.1	   Sporadische Blasenmole .......................................................................... 5	  

1.1.1.1	   Partialmole ......................................................................................... 6	  
1.1.1.2	   Blasenmole (komplette Mole) ............................................................. 7	  

1.1.2	   Rezidivierende biparentale Blasenmole (BiBM) ....................................... 7	  
1.2	   Der Nod-like Rezeptor NLRP7 ...................................................................... 10	  

1.2.1	   Struktur und Effektordomänen von NLRP7 ............................................ 10	  
1.2.2	   Bekannte Funktionen von NLRP7 .......................................................... 12	  
1.2.3	   Das NLRP7 Inflammasom ...................................................................... 13	  
1.2.4	   Zelluläre Lokalisation und Expression von NLRP7 ................................. 16	  

1.3	   NLR-Proteine und ihre Rolle in der Fortpflanzung und Entwicklung ............. 17	  
1.3.1	   NLRP5 .................................................................................................... 17	  
1.3.2	   NLRP2 .................................................................................................... 17	  
1.3.3	   NLRP14 .................................................................................................. 18	  

1.4	   KH domain containing 3-like (KHDC3L) ........................................................ 18	  
1.5	   Epigenetik und BiBM ..................................................................................... 19	  

1.5.1	   Epigenetik ............................................................................................... 19	  
1.5.1.1	   DNA-Methylierung ............................................................................ 20	  
1.5.1.2	   Histonmodifikationen ........................................................................ 21	  
1.5.1.3	   Epigenetik in Keimzellen .................................................................. 22	  

1.5.2	   Deregulation multipler Imprinting-Loci bei BiBM ..................................... 23	  
1.6	   Die Zwei Treffer-Hypothese .......................................................................... 26	  
1.7	   Zielsetzung und Vorgehen ............................................................................ 27 

 
2	   Material und Methoden ...................................................................................... 28	  

2.1	   Material 28	  
2.1.1	   Reagenzien und Chemikalien ................................................................. 28	  
2.1.2	   Laborgeräte ............................................................................................ 30	  
2.1.3	   Verbrauchsmaterialien ............................................................................ 31	  
2.1.4	   Kommerzielle Anwendungs-Kits ............................................................. 32	  
2.1.5	   Vektoren ................................................................................................. 32	  
2.1.6	   Längenstandards .................................................................................... 33	  
2.1.7	   Puffer und Lösungen .............................................................................. 33	  
2.1.8	   Enzyme ................................................................................................... 34	  
2.1.9	   Primärantikörper ..................................................................................... 34	  
2.1.10	   Sekundärantikörper .............................................................................. 35	  
2.1.11	   Verwendetes biologisches Material ...................................................... 35	  
2.1.12	   Medien für Bakterienkultur .................................................................... 36	  
2.1.13	   Medien für Hefekultur ........................................................................... 36	  
2.1.14	   Medien für Zellkultur ............................................................................. 37	  
2.1.15	   Oligonukleotide ..................................................................................... 37	  
2.1.16	   Programme ........................................................................................... 38 

 



 

 IV 

2.2	   Methoden ...................................................................................................... 39	  
2.2.1	   Molekularbiologische Methoden ............................................................. 39	  

2.2.1.1	   Polymerasekettenreaktion (PCR) ..................................................... 39	  
2.2.1.2	   Gezielte Mutagenese ....................................................................... 40	  
2.2.1.3	   Agarose-Gelelektrophorese ............................................................. 41	  
2.2.1.4	   DNA-Isolation aus Agarosegelen ..................................................... 42	  
2.2.1.5	   Sequenzierung ................................................................................. 42	  
2.2.1.6	   Klonierung ........................................................................................ 44	  
Gateway Klonierungs-Technologie ................................................................. 44	  
Restriktionsfreies Klonieren ............................................................................ 47	  
2.2.1.7	   DpnI Verdau ..................................................................................... 49	  
2.2.1.8	   Transformation in E.coli ................................................................... 49	  
2.2.1.9	   Plasmid-Präparation ......................................................................... 50	  
2.2.1.10	   Bestimmung der DNA-Konzentration ............................................. 50	  
2.2.1.11	   Bisulfit Konversion der DNA ........................................................... 50	  
2.2.1.12	   BiHot PCR ...................................................................................... 53	  

2.2.2	   Zellbiologische Methoden ....................................................................... 54	  
2.2.2.1	   Kultivierung von human embryonic kidney Zellen (HEK293T) ......... 54	  
2.2.2.2	   Subkultivierung von HEK293T Zellen .............................................. 54	  
2.2.2.3	   Langzeitlagerung von HEK293T Zellen ........................................... 54	  
2.2.2.4	   Zellzahlbestimmung ......................................................................... 55	  
2.2.2.5	   Transfektion ..................................................................................... 55	  

2.2.3	   Hefe Di-Hybrid-System ........................................................................... 56	  
2.2.3.1	   Kultivierung von Hefezellen .............................................................. 56	  
2.2.3.2	   Präparation kompetenter Hefezellen ................................................ 57	  
2.2.3.3	   Transformation von Hefezellen ........................................................ 57	  
2.2.3.4	   Identifikation interagierender Proteine mit dem Hefe-Zwei-Hybrid-
System 57	  

2.2.4	   Proteinbiochemische Methoden ............................................................. 58	  
2.2.4.1	   SDS-PAGE ....................................................................................... 58	  
2.2.4.2	   Immunopräzipitation ......................................................................... 60	  
2.2.4.3	   Blue-Native-PAGE ........................................................................... 60	  

2.2.5	   Konfokale Laser-Rastermikroskopie ....................................................... 63	  
2.2.6	   Pyrosequenzieren ................................................................................... 65	  

2.2.6.1	   Die Pyrosequenzier-Reaktion .......................................................... 65	  
2.2.6.2	   Einzelstrang-Präparation für die Pyrosequenzierreaktion ................ 66	  

2.2.7	   SIRPH (SNuPE-IP RP HPLC)-Analyse .................................................. 68	  
2.2.7.1	   SNuPE (Single Nukleotid Primer Extension) .................................... 68	  
2.2.7.2	   IP-RP-HPLC ..................................................................................... 69	  

2.2.8	   Protein Modellierung ............................................................................... 70 
 
3	   Ergebnisse .......................................................................................................... 71	  

3.1	   Oligomerisierung von NLRP7 ........................................................................ 71	  
3.1.1	   Hefe Di-Hybrid Interaktionsanalysen zur Charakterisierung der 
Oligomerisierungs-Schnittstellen von NLRP7 .................................................... 71	  
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 ............................................................................. 74	  
3.1.3	   Verifizierung der NLRP7 Hefe Di-Hybrid Interaktion zwischen der NAD-
Domäne und dem Deletions-Konstrukt ΔLRR über Immunopräzipitation .......... 76	  



 

 IV 

3.1.4	   Ein APAF1 basiertes „in silico“ Modell von NLRP7 und dessen 
Aktivierung 77	  
3.1.5	   Der Einfluss BiBM-assoziierter NLRP7-Mutationen auf die zelluläre 
Lokalisation des Proteins ................................................................................... 80	  
3.1.6	   Identifizierung der juxtanukleären NLRP7-Aggregate nach transienter 
Transfektion ........................................................................................................ 83	  
3.1.7	   In silico Analyse der BiBM-assoziierten NLRP7-Mutationen und ihr 
möglicher Einfluss auf die Oligomerisierung ...................................................... 85	  

3.2	   ZBTB16 als neuer potentieller Interaktionspartner von NLRP7 .................... 87	  
3.2.1	   Kommerzielle Hefe Di-Hybrid Analysen zur Identifizierung neuer 
Interaktionspartner ............................................................................................. 87	  
3.2.2	   Verifizierung des potentiellen Interaktionspartner ZBTB16 und 
Lokalisierung der Interaktions-Schnittstellen zwischen NLRP7 und ZBTB16 mit 
dem Hefe Di-Hybrid System ............................................................................... 88	  
3.2.3	   Interaktionsanalyse zwischen NLRP7 und KHDC3L mit dem Hefe Di-
Hybrid System .................................................................................................... 90	  
3.2.4	   Einfluss der BiBM-assozierten NLRP7-Mutationen auf die Interaktion mit 
ZBTB16 91	  
3.2.5	   Verifizierung der Hefe-Di-Hybrid Interaktion zwischen NLRP7 und 
ZBTB16 mittels Immunopräzipitation ................................................................. 92	  

3.2.5.1	   ZBTB16 interagiert mit der NACHT-Domäne von NLRP7 ............... 93	  
3.2.5.2	   ZBTB16 bindet mit N- und C-terminalen Regionen an NLRP7 ........ 95	  

3.2.6	   Nachweis von NLRP7 und ZBTB16 in einem Multiproteinkomplex ........ 99	  
3.2.7	   Kolokalisations-Analysen von NLRP7 und ZBTB16 in HEK293T- Zellen 
mittels konfokaler Mikroskopie ......................................................................... 100	  
3.2.8	   Kolokalisations-Analysen von NLRP7 und KHDC3L in HEK293T-Zellen 
mittels konfokaler Mikroskopie ......................................................................... 106	  
3.2.9	   SIRPH-Analysen der Imprinting-Loci H19, PEG3, NESP55 und SNRPN 
nach transienter Transfektion von NLRP7 und ZBTB16 in HEK293T-Zellen ... 107	  
3.2.10	   Imprinting-Analyse der BiBM-assoziierten Mutationen R693P und 
R693W nach transienter Transfektion in HEK293T-Zellen mit der 
Pyrosequenzier-Methode ................................................................................. 111 

 
4	   Diskussion ........................................................................................................ 113	  

4.1	   Aktivierung und Oligomerisierung von NLRP7 ............................................ 113	  
4.1.1	   Die NAD-Domäne induziert die Oligomerisierung von NLRP7 ............. 113	  
4.1.2	   Eine in silico-Analyse BiBM-assoziierter Missense-Mutationen und ihre 
Auswirkungen auf die Proteinstruktur von NLRP7 ........................................... 116	  
4.1.3	   Die Regulation von NLRP7 über das Aggresom: Ein pathologischer oder 
physiologischer Mechanismus? ....................................................................... 118	  

4.2	   ZBTB16 als neuer potentieller Interaktionspartner von NLRP7 .................. 121	  
4.2.1	   ZBTB16 interagiert nur mit der aktivierten Form von NLRP7 ............... 121	  
4.2.2	   NLRP7 und ZBTB16 zeigen eine falsch positive Kolokalisation in den 
nukleären Speckles .......................................................................................... 123	  
4.2.3	   NLRP7 und ZBTB16 kolokalisieren in juxtanukleären Aggregaten im 
Zytoplasma ....................................................................................................... 125	  
4.2.4	   BiBM: Ein defekter Imprintingmechanismus in trans? .......................... 126 

 
5	   Fazit und Ausblick ........................................................................................... 129	  
Literaturverzeichnis .............................................................................................. 130	  



 

 IV 

Abbildungsverzeichnis ......................................................................................... 138	  
Abkürzungsverzeichnis ........................................................................................ 141	  
Aminosäurencode ................................................................................................. 142	  
Anhang ................................................................................................................... 143	  

A.1 Tabellen 143	  
A.2 Primersequenzen .......................................................................................... 147	  
A.3 Vektorkarten .................................................................................................. 155 

 
Publikationsverzeichnis ........................................................................................ 158	  

 



Zusammenfassung 

 1 

Zusammenfassung 
Mutationen in NLRP7 (NOD-Like Receptor family, pyrin domain containing 7) sind für 

das wiederholte Auftreten von biparentalen Blasenmolen (BiBMs) verantwortlich. 

Typische Merkmale dieser abnormalen Schwangerschaft sind ein übermäßiges 

Wachstum der Plazenta, eine gestörte Entwicklung bis hin zu einem fehlenden 

Embryo und ein verändertes Imprintingmuster an multiplen Imprinting-Loci. Bislang 

wurde noch nicht geklärt, 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 könnte auf eine Störung in der 

Etablierung des Imprints während der maternalen Gametogenese hinweisen. 

Aufgrund von fehlenden Informationen über die Funktion von NLRP7 während der 

Gameto- und Embryogenese konnte der Zusammenhang zwischen Geno- und 

Phänotyp der BiBM bislang nicht geklärt werden. 

In dem ersten Teil dieser Dissertation wurde eine interdomän-spezifische Hefe Di-

Hybrid-Analyse mit dem NLRP7-Protein durchgeführt, um vermeintliche Interaktionen 

der einzelnen Domänen während der Oligomerisierung ausfindig zu machen. 

Zusätzlich 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-Domäne 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 

präsentieren Einblicke in die strukturellen inter-/intradomän-spezifischen 

Konformationsänderungen während der Aktivierung und nachfolgenden 

Oligomerisierung von NLRP7. Die in dieser Arbeit untersuchten Missense-

Mutationen beeinflussen die intrazelluläre Formation eines Aggresoms, welches 

dadurch mögliche nachfolgende Signalwege stören und damit für einen der 

pathophysiologischen molekularen Effekte in BiBM verantwortlich sein könnte.      

Der zweite Teil dieser Dissertation präsentiert 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-Domäne von ZBTB16. Die Interaktion wurde mittels 

Immunopräzipitation und konfokaler Mikroskopie in Säugerzellen bestätigt. 

Interaktions-Untersuchungen zwischen verschiedenen Deletionskonstrukten beider 

Proteine identifizierten multiple Interaktionsabschnitte von ZBTB16, welche 

vorwiegend mit der NACHT-Domäne von NLRP7 interagieren. Eine native 

Gelelektrophorese zeigte, dass beide Proteine Teil eines hochmolekularen, 480 kD 

großen Proteinkomplex sind. Die Überexpression von NLRP7 in HEK293T-Zellen 

führte zu einem nukleären Export des endogenen ZBTB16, wo beide Proteine im 

Zytoplasma und in juxtanukleären Aggregaten miteinander kolokalisieren. 

Methylierungsanalysen der imprintingspezifischen Loci H19, NESP55, PEG3 und 

SNRPN zeigten keine signifikanten Änderungen nach transienter Transfektion beider 

Proteine in HEK293T-Zellen.  
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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. 
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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 für eine familiäre biparentale Form der Blasenmolen-Schwangerschaft. 

Typische Merkmale einer solchen Schwangerschaft sind eine deutlich vergrößerte 

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 für den wiederkehrenden Phänotyp einer Blasenmole 

verantwortlich ist. 

1.1 Villöse Trophoblastenerkrankungen 

 

In der sich entwickelnden Plazenta bilden zytotrophoblastäre Stammzellen den 

villösen Trophoblasten, ein zweischichtiges Epithel welches die Chorionzotten 

überzieht. Die zwei Schichten des Trophoblasten bestehen aus Zytotrophoblastzellen 

und dem äußeren Synzytiotrophoblasten [1,2]. Das Synzytium spielt eine 

entscheidende Rolle für die plazentare Versorgungsfunktion und dient als 

Schutzbarriere für den Fetus. 

Das typische Merkmal für eine villöse Trophoblastenerkrankung ist der Nachweis 

differenzierungsgestörter Chorionzotten. 

 

1.1.1 Sporadische Blasenmole 
 

Die verbreitete Form der Blasenmole ist sporadisch und lässt sich in die beiden 

Erscheinungsformen Partialmole und Blasenmole (komplette Mole) einteilen [3,4].  

Die Blasenmole ist eine villöse Trophoblastenerkrankung und repräsentiert eine 

abnorme Schwangerschaft infolge einer Befruchtungsstörung [5]. 

Die geographische Verteilung der Erkrankung variiert mit einer Frequenz von 1:600 

Schwangerschaften in westlichen Ländern [6], und zeigt zwei- bis zehnfach höhere 

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

Bei der Partialmole handelt es sich zytogenetisch in 90% der Fälle um einen 

triploiden Karyotyp mit absteigender Häufigkeit 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 vergrößerte Plazenta die mit blasigen Strukturen 

durchsetzt sein kann. Die HCG-Werte (humanes Choriongonadotropin) sind nur 

teilweise erhöht und ein Embryo ist regelmäßig entwickelt mit unterschiedlich stark 

ausgeprägten Fehlbildungen. Die histologischen Merkmale zeigen vereinzelte fokale 

Zottenblasen mit trophoblastärer Proliferation. Außerdem können extraembryonale 

Membranen wie Chorion und Amnion, Nabelschnur, kernhaltige rote Blutzellen, 

embryonales Gewebe bis hin zu einem normal oder fehlgebildeten Fötus in einer 

Partialmole auftreten (Abb. 1.1) [10,11]. 

 

                
Abb. 1.1: Blasenmole und Partialmole: Histologische Präparate im Vergleich. A) Hämatoxylin-

Eosin-Färbung (HE) einer kompletten Blasenmole. Die Chorionzotten (CV) zeigen eine exzessive 

Proliferation des Trophoblasten (siehe weiße Pfeile). B) HE-Färbung einer Partialmole. Nur vereinzelte 

Chorionzotten (CV) zeigen eine Proliferation des Trophoblasten (weiße Pfeile). Die Vergrößerung 

zeigt kernhaltige rote Blutzellen, die normalerweise nur im Blutkreislauf des Fetus vorkommen (weiß 

gestrichelter Kasten). C) Chorionzotte einer Partialmole mit trophoblastären Einschlüssen (weiß 

gestrichelter Kasten) D & E) Fetale Zehenanlagen und fetale Membranen in einer Partialmole. F) Im 

Vergleich zu einer Blasenmolen zeigt die HE-Färbung eines Spontanaborts keine Proliferation des 

Trophoblasten an den Chorionzotten (Slim & Wallace, 2013). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slim and Wallace NLRP7 and hydatidiform moles reviewed

FIGURE 2 | (A) Hematoxilin and eosin (H&E) staining of a section of
chorionic villi (CV) from a CHM. Note the presence of excessive
circumferential trophoblastic proliferation around all CV (arrows) and the
beginning of hydropic degeneration in two CV (asterisks). (B) H&E staining
of a section of CV from a PHM. Note the presence of circumferential
trophoblastic proliferation (arrows) around one chorionic villus (indicated by
CV) while the others have no or few sprouts of trophoblastic proliferation

(arrows). Note the presence of nucleated red blood cells inside the chorionic
villus (on the right corner) in the conception that led to PHM. (C) One CV
from a PHM displaying trophoblastic inclusions (arrows and magnified view
on the right corner). (D) A view from a PHM showing phalanges of fetal
foot. (E) Another view from a PHM showing fetal membranes. (F) H&E
staining of a section of CV from a spontaneous abortion. Note the absence
of trophoblastic proliferation around the CV.

over time and are used to help standardize and optimize treatments
of these conditions. For good reviews on these topics see (37–39).
In recent times, the most commonly used guidelines are those
of the World Health Organization (WHO) and the Fédération
Internationale de Gynécologie et d’Obstétrique (FIGO).

The most common malignant degeneration of HMs or GTNs
are invasive moles and gestational choriocarcinomas (CCs). The
diagnosis of invasive moles is based on persistent or rising lev-
els of hCG and histopathological identification of CV within
the myometrium (the deep layer of uterine tissues beneath the
endometrium), maternal blood vessels, or within extrauterine tis-
sues. Invasive moles affect approximately 20 and 2–4% of patients
with CHMs and PHMs, respectively (34).

CCs may occur after any type of pregnancy in the following pro-
portions: 35–60% after CHMs, 0.5–2% after PHMs, 15–20% after
SAs, 1–2% after ectopic pregnancies, and 25–42% after normal
pregnancies (40, 41). The diagnosis of CC is based on high hCG
levels and both clinical and laboratory evidence demonstrating the
presence of tumor cells in distant maternal tissues such as the lung,
lower genital tract, brain, liver, kidney, gastrointestinal tract, and
spleen. A definitive diagnosis of CC is based on histopathologi-
cal findings demonstrating the presence of cytotrophoblastic and
syncythiotrophoblast cells, without organized villous structures in
distant maternal tissues (42). CCs are the most aggressive GTNs
because of their ability to spread hematogenously. They may be
fatal in the absence of appropriate follow-up and management.
Again, both invasive HMs and CCs have higher frequencies in
both developing and underdeveloped countries than in developed
countries (40).

THE IMPORTANCE OF CROSSING OUR DISCIPLINE
Despite the ancient clinical recognition of HMs and the presence
of several reports describing cases of recurrent moles (15, 43–46)
no attempts were made to identify causative genes for the recur-
rent form until the report by Seoud et al. (47) that led to the
mapping of the first maternal locus to 19q13.4 (48). At that time,
only six other familial cases of RHMs had been reported in the
English PubMed literature since 1980 (49–52). Consequently, we
and others believed that the familial form of moles was extremely
rare. However, this was not true and approximately 30 new famil-
ial cases have been reported since 1999 (47, 53–69) indicating that
familial RHMs are not extremely rare as originally believed, but
were probably under-reported. In addition, about 88 singleton
cases of RHMs have been described since 1999. The importance
of the case reported by Seoud and his collaborators (47) is in the
fact that the authors crossed the boundaries of their disciplines, a
common practice in many medical specialties, but a rare one in the
field of Obstetrics and Gynecology. These authors sought the help
of scientists from other disciplines at a time where small nuclear
consanguineous families were an opportunity for gene mapping
by homozygosity analysis. This original family as well as another
(51) led to the mapping of the first maternal-effect locus responsi-
ble for recurrent moles to 19q13.4 (48) and opened a new avenue
of research aimed at identifying maternal genes causing RHMs
and recurrent fetal loss.

LESSONS FROM STUDYING EXTREME PHENOTYPES
One difficulty associated with homozygosity mapping and study-
ing rare families is in narrowing down the size of the candidate

www.frontiersin.org August 2013 | Volume 4 | Article 242 | 3
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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 väterlichen 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 vergrößerte Plazenta 

mit blasig vergrößerten Chorionzotten. Die HCG-Werte sind stark erhöht und ohne 

Anlage eines Embryos. Histologisch zeigen fast alle Chorionzotten eine 

Hyperproliferation des sie umgebenden Trophoblastenepithels mit degenerativen 

Flüssigkeitseinlagerungen innerhalb der Zotten. In der Blasenmole lässt 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 Bläschen (weiße Pfeile) repräsentieren die mit Wasser gefüllten 

Chorionzotten. B) Foto einer Blasenmole nach der Entfernung von Blutresten. Die wasserbefüllten 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 (Prägung) unterliegen werden abhängig von welchem Elternteil das Allel 

stammt entweder nur auf dem paternalen Allel (Vater) oder nur auf dem maternalen 
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FIGURE 1 | Gross-morphology of HMs. (A) A photograph of

gross-morphology of a HM directly after surgical evacuation. Note the

presence of vesicles (only four are indicated by arrows) which represent

edematic chorionic villi (CV) that have accumulated fluid and are covered

with blood. (B) Another gross-morphology photograph of a HM after

removing the blood. Note the hydropic degeneration of the CV and their

appearance as a grape-like structure (only two are indicated by arrows). In

(B) photo courtesy of Professor Edward C. Klatt, School of Medicine,

Mercer University.

a high hCG test will necessitate dilatation and curettage suction
of the POC. The evacuated tissues (Figure 1) are submitted for
histopathological examinations and the diagnosis is made based
on histopathological findings and criteria.

HISTOPATHOLOGY AND DIAGNOSIS
The original definition of HM was a pregnancy devoid of a fetus
in which the chorion is replaced by grape-like vesicles. A long time
ago, the severe form of this condition was believed to originate
from pathologic ovaries (15) and was originally called“true moles”
or “classical moles,” which correspond to what we now call com-
plete HMs. This classification evolved and other terms emerged
later to describe milder forms of the same condition such as “tran-
sitional,” “partial,” and “incomplete” moles (16–18). The current
histopathological classification of spontaneously arrested preg-
nancies includes three entities designated complete HM (CHM),
partial HM (PHM), and non-molar spontaneous abortion (SA)
(19). CHMs display circumferential trophoblastic proliferation
affecting most CV (Figure 2) and do not contain extra-embryonic
membranes (chorion and amnion), a fetal cord, fetal nucleated
red blood cells, or any other embryonic tissue of inner cell mass
origin. Both SAs and PHMs may contain extra-embryonic mem-
branes (chorion and/or amnion), a fetal cord, fetal nucleated red
blood cells, other embryonic tissues (cartilage, bones, etc.), or even
a normal or an abnormal complete fetus (Figure 2). PHMs display
mild and focal trophoblastic proliferation that can be observed
on some CV and in several microscopic fields, whereas SAs do
not display abnormal circumferential trophoblastic to warrant
close hCG follow-up (Figure 2). The histopathological subdivi-
sion of spontaneously arrested pregnancies into CHMs, PHMs,
and SAs has always been challenging and several scientists have
noted the continuous variation in the molar degeneration (18).
This challenge is more problematic nowadays because of the early
evacuation of arrested pregnancies based on ultrasonography and
before the manifestations of all their histopathological features.
Consequently, there is a wide inter-observer and intra-observer

variability in distinguishing non-molar SAs from PHMs and in
distinguishing PHMs from CHMs (20–22). Practically, the diffi-
culty for the pathologists is to know where to draw the lines of
separation between the three entities due to the continuous spec-
trum of abnormalities and due to the fact that histopathology is
a qualitative descriptive science (mild, excessive, focal, occasional,
etc.) that lacks quantitative measurements to assess the degree and
extent of trophoblastic proliferation.

KARYOTYPE AND GENOTYPE DATA
Karyotype and genotype analyses have shown that sporadic
moles may have different genotypic types with the majority of
CHMs being diploid androgenetic and the majority of PHMs
being triploid diandric dispermic. Among androgenetic moles, the
majority are monospermic and 10–20% are dispermic (23–27). In
a minority of cases, some CHMs have been reported to be diploid
biparental (25), triploid diandric dispermic (23), tetraploid trian-
dric (3 paternal and 1 maternal sets of chromosomes) (28) or
digynic (29), aneuploid, or mosaic with two cellular populations.
Sporadic PHMs are mostly triploid diandric dispermic, but they
have also been reported with diploid biparental, triploid digynic
(29), triploid monospermic (30), tetraploid triandric (31, 32), or
aneuploid genomes. Based on the major categories of complete
and partial moles, different hypothetical models at the origin of
moles’ formation were proposed and have been accepted by the sci-
entific community over the last 30 years. One of these models pos-
tulates that an androgenetic monospermic mole results from the
fertilization of an empty oocyte by a haploid sperm that undergoes
an endoreduplication of its genome to form the diploid androge-
netic monospermic mole. Similarly, androgenetic dispermic moles
would result from the fertilization of an empty oocyte by two sper-
matozoa,while triploid diandric (or dispermic) moles would result
from the fertilization of a haploid oocyte by two different haploid
spermatozoa. These accepted models were recently challenged by
Golubovsky (33) who refutes the existence of empty oocytes at the
origin of androgenetic moles. Instead, he proposes that dispermic
fertilization followed by complex postzygotic abnormalities and
diploidization is at the origin of the various genotypic types of
moles as well as mixoploidies, trisomies, and various aneuploi-
dies. These different models and their implications in the genesis
of HMs are discussed below.

POST-EVACUATION hCG SURVEILLANCE AND
MALIGNANCIES
Molar pregnancies are the most common gestational tumors and
are benign in about 80% of cases. In these cases, hCG falls to non-
pregnant levels after the surgical evacuation of the molar concep-
tion. However, in about 20% of cases in western countries, elevated
hCG levels persist for several weeks post-evacuation or rise after
falling down, which indicates the retention of some trophoblastic
tissues. Such conditions are termed persistent gestational tro-
phoblastic diseases (PGTDs) or gestational trophoblastic neo-
plasias (GTNs) and may necessitate a second surgical evacuation
and/or chemotherapy treatments. GTNs occur most commonly
after CHMs (15–29%), less frequently after PHMs (0.5–4%), and
rarely after SAs, ectopic pregnancies, or normal pregnancies (34–
36). Several classification systems of GTNs have been elaborated
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Allel (Mutter) aktiv expremiert. Der Überschuss eines paternalen 

Chromosomensatzes führt 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 familiäre Fälle (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 gleichmäßigen Verteilung des maternalen und paternalen Genoms, zu einem 

wiederholten Auftreten einer Blasenmolen-Schwangerschaft [14]. Bis 1980 waren nur 

sechs rezidivierende familiäre Fälle in der Literatur bekannt, dessen Zahl sich jedoch 

bis 1999 um 30 neue familiäre Fälle ausweitete. Bis 1999 wurden weitere 88 

Einzelfälle einer rezidivierenden Blasenmole beschrieben [15].  

Bei der Suche nach einem für die rezidivierende BiBM verantwortlichen Gen, 

identifizierte eine Arbeitsgruppe 1999 den ersten dafür 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 Bevölkerungen beschrieben wurden (siehe Abb. 1.3) 

[18,19,20,21,22,23,24,25]. In 65% der Fälle handelt es sich um proteinverkürzende 

Mutationen (Stop-Mutationen, Splice-Mutationen, kleine Insertionen und Deletionen), 

während 35% der BiBMs Missense-Mutationen aufweisen. 

Die familiäre BiBM zeigt eine ungewöhnliche Variabilität in ihrem Phänotyp. So 

erlitten drei betroffene Patientinnen innerhalb einer Familie (MoLb1*) neben 

Blasenmolen auch spontane Aborte (SA), Totgeburten, einen frühen neonatalen 

Todesfall, eine mißgebildete Lebendgeburt, aber auch zwei 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-Domäne), 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 

Bevölkerung 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 Fälle 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 gehäuft in der zugehörigen ethnischen 

Bevölkerungsgruppe zu finden ist.  Bei einem nsSNP kommt es zu einem 

Aminosäurenwechsel, 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 

schwächeren Phänotyp aufweisen als Patientinnen mit zwei defekten Allelen. 
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intervals. This was the case of 19q13.4 candidate region, which
was originally four megabases and is a gene-dense region. Con-
sequently, the identification of the causative gene, NLRP7, was
tedious and required the screening of 80 different genes until
the first causative mutations were identified (70). The mutations
segregated in the studied families and each patient had two defec-
tive alleles, each inherited from one parent as expected for an
autosomal recessive disease. Later, others and we confirmed the
causality of NLRP7 mutations in patients from different popula-
tions (54, 60, 63, 66, 67, 69, 71, 72), demonstrating that NLRP7
is a major gene for RHMs. To date, approximately 42 differ-
ent mutations have been reported in patients with two defective
alleles (Figure 3) (73) Of these mutations, 65% are protein-
truncating (stop codon, splice mutations, small insertions and
deletions, and large rearrangements) and 35% are missense muta-
tions, which are, respectively, higher and lower than the frequen-
cies of these two categories of mutations observed in all human
diseases, 56 and 44% (http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php).
Although, this difference is not statistically significant, it indicates
that patients with RHMs and two mutations may represent the
most severe phenotype of the disease.

The identification of NLRP7 is therefore one of many exam-
ples where rare families segregating severe monogenic Mendelian
forms of common conditions have led to the identification of
causative genes [for an interesting review on the subject see
(74)]. This raises an important question: do familial RHM cases
with NLRP7 mutations have more severe mutations than single-
ton cases? The originally reported families tended to have more

protein-truncating mutations than singleton cases. However, this
is no longer the case since reports of singleton cases with protein-
truncating mutations have increased lately. This could be due to
the fact that many singleton cases do not manifest as familial cases
because of the small size of families in current societies and/or
the lack of other female siblings who have tried to conceive. These
factors may have prevented the familial manifestation of many
singleton cases with inherited mutations from the two parents.

NLRP7 EXPRESSION

Before the identification of the causal link between NLRP7 and
RHMs, NLRP7 transcripts were shown to be expressed in a large
number of human tissues including liver, lung, placenta, spleen,
thymus, peripheral blood leukocytes, testis, and ovaries (75, 76).
After our group linked NLRP7 to RHMs,we investigated its expres-
sion in oocytes and detected its transcripts in all stages of immature
oocytes, fertilized eggs, and early embryo cleavage stages (70).
These data were later confirmed in an interesting study that showed
that NLRP7 transcripts decrease progressively during oocyte mat-
uration and reach their lowest level on day 3 post-fertilization,
which corresponds to the morula stage, then increase sharply from
day 3 to day 5, which corresponds to the blastocyst stage and the
activation of the fetal genome transcription (77).

At the protein level, NLRP7 expression was shown in all
stages of growing follicles and in all these stages, its expres-
sion was restricted to oocytes (72). In another study reported
by our group, we detected variable levels of NLRP7 protein in
seven analyzed hematopoietic cells: Epstein Barr virus transformed

FIGURE 3 | Schematic representation of NLRP7 protein structure
and identified mutations and variants in patients with
hydatidiform moles and reproductive loss. PYD, stands for the pyrin

domain, NACHT, stands for found in the NAIP, CIITA, HET-E, and TP1

family proteins; ATP for adenosine 5
�
-triphosphate binding motif; and

LRR, for leucine rich repeats. The ATP binding domain is a small motif

of 8 amino acids and starts at position 178. Mutations found in patients

with two defective alleles are in red and include nonsense, frameshift,

invariant splice site, and missense mutations. Variants found in patients

in a heterozygous state and not in controls are mostly missenses and

are in blue. Variants found in patients and in subjects from the general

population are in black. Mutation nomenclature is according to the

Human Genome Variation Society (HGVS) guidelines

(http://www.hgvs.org/mutnomen/recs.html).
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1.2 Der Nod-like Rezeptor NLRP7 

 

NLRP7 ist ein Nod-like Rezeptor (NLR) und zählt zu einer der vier großen 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. Während die NLRs und RLRs ausschließlich intrazellulär und frei 

im Zytoplasma lokalisieren sind die CLRs und TLRs membrangebunden. PRRs 

reagieren auf ein großes Spektrum an mikrobiellen Pathogenen über sog. PAMPs 

(Pathogen-associated molecular patterns) und endogene Bestandteile beschädigter 

Zellen sog. DAMPs (Danger-associated molecular patterns) woraufhin sie die 

Produktion von entzündungsspezifischen Zytokinen wie Interleukin-1ß (IL1ß), 

Interleukin 6 (IL6) und Interleukin 18 (IL18) induzieren [27]. 

Die verschiedenen NLR Protein-Subfamilien werden anhand ihrer N-terminalen 

Effektordomänen, der Pyrin-Domäne (PYD), der Baculovirus inhibitor recruitment 

Domain (BIR) oder der Caspase recruitment Domain (CARD) unterschieden [28]. 

 

 
1.2.1 Struktur und Effektordomänen von NLRP7  
 

NLRP7 besteht aus vier funktionellen Domänen, einer N-terminalen Pyrin-Domäne 

(PYD), einer NACHT-Domäne (benannt nach den vier NTPase-Domäne 

enthaltenden Proteinen NAIP, CIITA, HET-E und TP1), einer NACHT-assoziierten 

Domäne (NAD) und einer C-terminalen LRR-Domäne bestehend aus 8-10 LRR 

(Leucin-rich Repeats), abhängig 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-Domäne 

voneinander unterscheiden [30]  

Die PYD-Domäne ist eine kleine Domäne (92 Aminosäuren) 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 ähnlichen Domänen zu 
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bilden. Zu diesen Domänen zählen die „death domain“ (DD), die „death effector 

domain“ (DED) und die „Caspase activation and recruitment domain“ (CARD) [31]. 

Die NACHT- und die NAD-Domäne bezeichnet man gemeinsam auch als Nukleotid-

bindende Domäne (NBD). An dem N-terminalen Abschnitt der NACHT-Domäne 

befindet sich das ATP-bindende Walker A/P-loop und das Mg2+ bindende Walker B 

Motiv [32]. Aufgrund der hier lokalisierten und in allen NLRPs hoch konservierten 

Sequenzabschnitte, zählen 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 

anschließende Oligomerisierung der NLRPs induziert, und dadurch eine für die 

Immunabwehr wichtige Signal-Plattform ausbildet [34]. So konnte gezeigt werden, 

dass die Bindung der Nukleotide ATP/dATP an NLRP3 essentiell für 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 Mg2+ hydrolysiert, 

was schließlich zu einer Konformationsänderung in dem Protein führt [32,33]. Die 

funktionale Rolle der NAD-Domäne ist bislang unbekannt.  

Die Leucin-Rich-Repeat-Domäne (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-Domäne in das extrazelluläre Milieu und dient dort als Sensor für 

PAMPs und DAMPs. Sobald ein pathogenes oder „danger“-assoziiertes Molekül 

erkannt wird, kommt es zu einer Signalweiterleitung in die Zelle und zu einer 

anschließenden Immunantwort [36]. Man geht davon aus, dass die LRR-Domäne in 

den NLRs die gleiche Funktion wie bei den TLRs ausübt. Jedoch kommt es nach der 

Erkennung eines LRR-spezifischen PAMP oder DAMP zu einer Oligomerisierung des 

intrazellulären NLRs. Dieses Oligomer dient als Grundgerüst für 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-Domäne 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 über den 
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Kernporenkomplex zwischen Zellkern und Zytoplasma hin und her zu transportieren 

[37].  

Ein Großteil 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 fünf verschiedenen Studien 

untersucht. Die Untersuchungen beschränken sich hierbei hauptsächlich auf die 

angeborene Immunantwort einzelner NLRP7-Domänen nach Zugabe verschiedener 

mikrobieller und chemischer Substanzen.  

Die Transkription und Synthese eines IL1ß Vorläuferproteins (Pro-IL1ß) wird erst 

nach einer immuninduzierten Stimulation (z.B. durch NLRs, TLRs) aktiviert. Das im 

Zytosol befindliche Pro-IL1ß trifft hier auf die inaktive Form der Caspase-1 (Pro-

Caspase-1). Nach einer Aktivierung der Caspase-1 induziert diese die Abspaltung 

des aktiven IL1ß von seinem Vorläuferprotein, welches daraufhin in das 

extrazelluläre Milieu sezerniert wird. 

Zwei Studien konnten mittels transienter Transfektion zeigen, das NLRP7 eine 

herunterregulierende Wirkung auf das intrazelluläre IL1ß Vorläuferprotein hat. 

In der ersten Studie erklärte man sich die herunterregulierende Wirkung von NLRP7 

auf Pro-IL1ß als Folge einer gestörten Abspaltung des aktiven IL1ß von seinem 

Vorläuferprotein. Die Untersuchungen zeigten das NLRP7 sowohl an Pro-IL1ß als 

auch an Pro-Caspase-1 bindet, und dass die durch Caspase-1, ASC und 

NLRP1ΔLRR induzierte Sekretion von IL1ß gleichermaßen von NLRP7 inhibiert wird. 

Die Arbeitsgruppe schlussfolgerte, dass NLRP7 nach dem Prinzip der negativen 

Rückkopplung eine anti-inflammatorische Rolle einnimmt [39]. 

In der zweiten Studie geht man hingegen davon aus, dass die Überexpression von 

NLRP7 die Produktion des intrazellulären IL1ß Vorläuferproteins vermindert bzw. 

stört. In den Untersuchungen war die Synthese von Pro-IL1ß gleichermaßen gestört, 

unabhängig davon, welche Domäne (PYD, NACHT oder LRR) oder welche 

Deletionskonstrukte (ΔPYD, ΔNACHT, ΔLRR) von NLRP7 überexpremiert wurden 

[40]. Weiterhin zeigte diese Studie, dass eine LPS-Stimulierung peripherer 

mononukleärer Blut-Zellen (PBMCs) von BiBM-Patienten mit ein oder zwei NLRP7 

Mutationen zu einer deutlich verringerten IL1ß Sekretion führt. 
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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 testikulären 

Krebszelllinie (Tera-1) reduziert [41]. Diese Daten lieferten eine interessante 

Parallele für die bei der BiBM einhergehende Hyperproliferation des 

Trophoblastenepithels. NLRP7 könnte demnach wichtige Funktionen während des 

Zellzyklus bzw. während 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 verfrühten Expression der beiden Trophoblasten-Marker GCM1 

(Glial Cells Missing Homolog 1) und INSL4 (Insulin-Like 4) sowie zu einer Erhöhung 

der HCG-Werte führt [43]. Diese Ergebnisse bestätigen das klinische Bild der 

Blasenmole, in dem ein mutiertes NLRP7 zu einer Hyperproliferation des 

Trophoblasten mit erhöhten HCG-Werten führt.  

 

1.2.3 Das NLRP7 Inflammasom 
 

Manche NLRPs können 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 für 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 (NLRP6, 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 1q44 lokalisiert sind [45]. 

NLRP1 besitzt neben den klassischen vier NLRP-Domänen C-terminal noch die zwei 

zusätzlichen Domänen 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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Abb. 1.4: Domänen-Struktur der NLRP Protein-Familie. Alle NLRPs zeigen die gleiche Vier-

Domänenstruktur: PYD-NACHT-NAD-LRR. Lediglich NLRP10 und NLRP1 variieren: NLRP10 enthält 

keine LRR-Domäne und NLRP1 besitzt C-terminal noch die zwei zusätzlichen Domänen FIIND und 

CARD (adaptiert von Tschopp et al.2003).  

 

Bei einem Inflammasom fungieren die NLR-Proteine als Sensoren für PAMPs und 

DAMPs. Man geht davon aus, dass die LRR-Domäne hierbei die exogenen oder 

endogenen Pathogene erkennt. Nach der Stimulation kommt es zu einer 

Konformationsänderung in dem inaktiven Protein bei der die zuvor von der LRR-

Domäne verborgene NACHT-Domäne freigelegt wird. ATP und Mg2+ binden an die 

konservierten Sequenzmotive Walker A und Walker B innerhalb der NACHT-Domäne 

und aktivieren somit den hochenergetischen Prozess der Oligomerisierung. Das 

NLRP-Oligomer rekrutiert daraufhin über die PYD-Domäne das 

Signaltransduktionsmolekül ASC (apoptosis-associated speck-like protein containing 

CARD) welches schließlich über die CARD-Domäne Caspase-1 aktiviert. Die aktive 

Caspase-1 induziert dann die Aktivierung und Sekretion von IL1ß 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 Domäne 

und der Caspase-5. Der dadurch entstandene Kontakt beider Caspasen führt somit 

zu einer Caspase-Aktivierung mit anschließender Aktivierung und Sekretion der 

Cytokine IL1ß und IL18 [29,47]. 

!"#$%&

!"#$'&

!"#$(&

!"#$)&

!"#$*&

!"#$+&

!"#$,&

!"#$-&

!"#$.&

!"#$%/&

!"#$%%&

!"#$%'&

!"#$%(&

!"#$%)&

%)'.&

%/+'&

%/()&

..)&

%'//&

--+&

%/(,&

%/'.&

.-+&

+**&

%/((&

%/+%&

%/)(&

..(&

!"#$ %&'()$ %&#$ *++$ ,--%#$ '&+#$



1. Einleitung 

 15 

Entscheidend bei der Inflammasom-induzierten Immunantwort ist die Spezifität der 

jeweiligen LRR-Domäne. Jedes NLRP erkennt andere PAMPs oder DAMPs die zu 

einer Aktivierung und Formierung eines Inflammasoms führen. So erkennt die LRR-

Domäne von NLRP1 z.B. Muramyldipeptid (MDP), ein Bestandteil der Zellwand in 

Mykobakterien und das von dem Erreger B. anthracis produzierte Anthrax-Toxin 

[47,48].  

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

stimulierten Zellen befindet sich das NLRP-Protein in einem inaktiven Zustand, indem die LRR 

Domäne an der NACHT-Domäne bindet und dadurch dessen Oligomerisierung verhindert. Sobald die 

LRR-Domäne spezifische PAMPs oder DAMPs erkennt, kommt es zu einer Konformationsänderung 

und zu einer Freilegung der NACHT-Domäne. Durch das Binden von ATP und Mg2+ an der NACHT-

Domäne kommt es zu einer Aktivierung und anschließenden Oligomerisierung des Proteins. ASC 

bindet an die PYD-Domäne welche daraufhin die Caspase-1 aktiviert. Die aktive Caspase-1 induziert 

die Aktivierung und anschließende Sekretion von IL-1ß (Schema adaptiert von Pétrilli et al.,2007). 

              
Die LRR-Domäne 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 erhöht und erst weitere DAMP-spezifische Signale wie reaktive 
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Sauerstoffspezies (ROS), Poren-formende Toxine, oder ein gestörter Kalzium/Kalium 

Austausch zu einer Interaktion mit ASC und anschließender Inflammasom-

Formierung führen [49,50,51,52]. 

NLRP6 und NLRP12 wurden in Zusammenhang mit Darmentzündungen und 

Darmkrebs entdeckt [53,54]. Beiden Proteinen wird eine inhibierende Wirkung 

zugeschrieben. So konnte gezeigt werden, dass sie eine TLR-induzierte Aktivierung 

von NF-κB unterdrücken [44]. Es ist jedoch noch unklar welche Liganden zu einer 

Konformationsänderung und einer anschließenden Inflammasom-Formation führen. 

Zuletzt konnten Khare et al. zeigen, dass die von Mykoplasmen produzierten 

diacylierten Lipopeptide die Formierung eines NLRP7-Inflammasoms induzieren [42]. 

                         
 
1.2.4 Zelluläre 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 führte 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 Überexpression von NLRP7 in HEK293T-Zellen zeigte eine diffuse Verteilung 

des Proteins im Zytoplasma dessen Signal sich jedoch je nach Intensität und Menge 

des Proteins als punktartige Akkumulation neben dem Zellkern nachweisen lässt 

[42]. 

NLRP7 wird in einer Vielzahl an Geweben expremiert. Dazu gehören die Leber, 

Lunge, Plazenta, Milz, Schilddrüse, 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 während der 

Gameto- und Embryogenese zu untersuchen. Die Transkripte von NLRP7 wurden in 

Keimzellen, Meiose I und II Oozyten, Spermatozyten und in 2-5 Tage alten Embryos 

nachgewiesen [55]. Weiterhin zeigte sich hier, wie die Expression von NLRP7 

während der Oogenese stetig sinkt und ihren niedrigsten Wert an Tag 3 der 

Embryogenese erreicht. Ab Tag 3 des entwickelnden Embryos kommt es schließlich 

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 
 

NLRP5 (ursprünglich OP1, Mater) war das erste Gen bei dem gezeigt wurde, dass es 

eine entscheidende Rolle in der Fortpflanzung von Säugern 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 Mäusen am dritten Tag nach ihrer Geburt den Thymus 

entwickeln diese spontane Autoimmun-Erkrankungen mit organspezifischen 

Entzündungen und Lymphozyten-Infiltrationen [57]. In manchen Maus-Stämmen 

richtete sich der prägnanteste Antikörper gegen die Eizellen und reagierte dort mit 

NLRP5. Daraufhin wurden weibliche NLRP5 -/- Knock-out-Mäuse erzeugt. Trotz 

einer normalen Ovulation und in vivo-Fertilization der Weibchen, stoppte die 

embryonale Entwicklung im Zwei-Zell-Stadium. 

NLRP5 ist Bestandteil spezialisierter cytoplasmatischer Intermediärfilamente in der 

Oozyte (CPLs = Cytoplasmic Lattices) die für die Verteilung von Organellen, 

maternalen mRNAs und maternalen Proteinen zuständig sind [58]. Zusätzlich konnte 

gezeigt werden, dass NLRP5 auch an den Mitochondrien und den Kernporen einer 

Oozyte lokalisiert ist, was als Antwort auf oxidativen Stress während der Eizellen-

Alterung gewertet wird [59]. 

 
1.3.2 NLRP2 
 

NLRP2 ist das dem NLRP7 am nächsten verwandte humane Gen. Man geht davon 

aus, dass beide Gene während der Evolution aus demselben Maus-Ortholog 

entstanden sind [45]. Eine Mutation in NLRP2 führt 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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NLRP2 beschrieben. Ein NLRP2 -/- Knock-out in noch unreifen murinen Oozyten, 

führte wie in NLRP5 zu einem embryonalen Arrest im Zwei-Zell-Stadium [61]. 

 
1.3.3 NLRP14 
 

Das humane NLRP14 wird ausschließlich in Testes expremiert. Eine Studie zeigte 

das NLRP14 Mutationen zu Störungen in der Spermatogenese führen [62]. NLRP14 

liegt auf dem chromosomalen Locus 11p15 innerhalb dessen sich ein großes Gen-

Cluster aus monoallelisch expremierten Genen (Imprinting-Loci) befindet (siehe dazu 

1.5.1.4). Analysen über den genomischen Imprintingstatus von NLRP14 zeigten 

jedoch eine biallelische Expression. NLRP14 liegt neben den beiden für die 

Zinkfinger-Proteine ZNF214 und ZNF215 codierenden Regionen die für Defekte in 

der Spermatogenese verantwortlich sind. Westerveld et al. beschrieben vier kausale 

heterozygote Missense-Mutationen und eine Stopmutation für NLRP14. Seither 

wurden jedoch keine weiteren Fälle 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 für BiBM verantwortliche Gen [63].  

KHDC3L liegt auf dem Chromosom 6 und bislang wurden 4 BiBM-assoziierte 

Mutationen für 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]. 

 

                                     
Abb. 1.6: Proteinstruktur von KHDC3L mit beschriebenen Mutationen und nsSNPs. KHDC3L 

kodiert für ein 217 Aminosäuren großes Protein mit einer atypischen KH-Domäne (grün). Rot: 

Patienten mit zwei defekten Allelen. Blau: Sequenzvarianten, ein defektes Allel (meist Missense- 

Mutationen) Schwarz: Sequenzvarianten, die auch in der normalen Bevölkerung zu finden sind. 

(Nguyen & Slim, 2014) 

An Interesting Emerging Role for NLRP7 in Trophoblast
Differentiation

Another novel and interesting role for NLRP7 was recently
demonstrated by Mahadevan et al. In this study, the authors
showed that NLRP7 knockdown in human embryonic stem
cells led to an earlier expression of two trophoblast differen-
tiation markers, GCM1 and INSL4, suggesting that NLRP7
loss of function accelerates trophoblast differentiation [35•].
Another interesting finding in this study was that NLRP7
knockdown increased the level of human chorionic gonado-
tropin (hCG), known to be very high in patients with molar

pregnancies. This new role of NLRP7 is very important in
view of the fact that hydatidiform mole is characterized by
hyperproliferation of the trophoblast and production of high
levels of hCG.

Possible Roles of NLRP7 in the Pathology of Moles

The known functions of NLRP7 in inflammatory signalling of
hematopoietic cells raise questions as to whether NLRP7’s
role in IL-1β production may be the cause of the early em-
bryonic development arrest observed in molar pregnancies.
Available data do indicate some connection between IL-1β,
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KHDC3L gehört zu der Oozyten- und Embryo-spezifischen KHDC1 (KH homology 

domain containing 1) Protein-Familie. Es kodiert für ein 217 Aminosäuren großes 

Protein mit einer atypischen KH-Domäne, welches im Vergleich zu anderen KH-

Domänen-Proteinen nicht die Fähigkeit besitzt RNA zu binden. Zu der humanen 

KHDC1 Protein-Familie zählen KHDC3L, KHDC1, DPPA5 (developmental 

pluripotency associated 5) und OOEP (oocyte-expressed protein) [65]. Reddy et al. 

zeigten in einer lymphoblastären Zelllinie eine Kolokalisation von KHDC3L und 

NLRP7 am MTOC und dem Golgi-Apparat. Man geht davon aus, dass beide Proteine 

zusammen in einem Proteinkomplex ähnliche oder überlappende Funktion ausüben.  

 

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 

Überschuss des paternalen (Xp) Chromosomensatz (69,XpXpXm), bzw. das 

komplette Fehlen eines maternalen (Xm) Chromosomensatz (46,XpXp) zu Störungen 

in der Embryonalentwicklung und zu einer Hyperproliferation des Trophoblasten 

führt. Die Arbeitsgruppe um Surani et al. konnte anhand von nukleären 

Transplantionen in Mäusen zeigen, das der paternale Chromosomensatz für die 

Entwicklung des extraembryonalen Gewebe zuständig ist, während der maternale 

Chromosomensatz die Entwicklung des Embryos gewährleistet [66]. Diese 

Beobachtungen wurden auch durch die spezifischen Phänotypen androgenetischer 

und gynogenetischer Aborte bestätigt. Während Aborte mit einem 69XpXpXm 

Genotyp den Phänotyp einer klassischen PHM aufweisen, zeigen 69XmXmXp 

Genotypen einen gut entwickelten Embryo mit degeneriertem Trophoblast [67]. Die 

beschriebenen Phänotypen einer Blasenmole begründen sich hier aus dem 

Ungleichgewicht der monoallelisch expremierten Gene („imprinted Genes“), deren 

Expression für gewöhnlich 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 Veränderungen der Nukleotid-Sequenz, sondern ergibt sich 

aus der Aktivität der verschiedenen Gene in dem jeweiligen Zelltyp. So wird in einer 

typischen Zelle nur die Hälfte des Genoms aktiv transkribiert und schließlich für die 

Produktion eines Proteins verwendet. Dieser universelle Vorgang der Genexpression 

führt durch sein differenzielles zeitliches und räumliches Vorkommen zur Entwicklung 

der verschiedenen Charakteristika einzelner Zellen. Die spezialisierten 

Aktivierungsmuster benötigen 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 größten und vielfältigsten 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) zusätzlich eine Kontrolle der 

Genexpression, Genrepression, Kontrolle der Differenzierung und Entwicklung von 

Zellen, die Erhaltung chromosomaler Integrität, 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 Übertragung einer Methylgruppe von dem Methyldonor S-Adenosyl-L-Methionin 

(SAM) auf das fünfte Kohlenstoff-Atom des Pyrimidinrings eines Cytosins (5-mC) von 

Cytosin-Guanosin-Dinukleotiden (CpGs). Ein Großteil 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 zählt 

sechs Mitglieder mit zum Teil gleichen Funktionen. DNMT1 erhält das 

Methylierungsmuster während der DNA-Replikation und bevorzugt hemimethylierte 

DNA als Substrat [68]. DNMT1o ist eine oozyten-spezifische Isoform der DNMT1. 

Ihre Deletion führt in mutanten Mäusen zum Verlust der maternalen Prägung von 
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Genen [72]. Die Methyltransferase DNMT2 ist eine RNA-Methyltransferase welche 

über den Mechanismus einer DNA-Methyltransferase arbeitet. Die DNMT2 besitzt 

neben einer nur schwachen DNA-Methylierungsaktivität die Fähigkeit tRNA zu 

methylieren [73]. Die beiden Methyltranferasen DNMT3a und DNMT3b sind 

sogenannte De novo-Methyltransferasen. Sie sind für 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 Transferaseaktivität sondern interagiert 

mit den beiden anderen Dnmt3-Proteinen und ist essentiell für 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 

führen dazu, dass sich das DNA-Molekül um die Nukleosomen legt. Diese 

interagieren zusätzlich mit weiteren Proteinen und führen zu einer dichteren Packung 

der DNA. Somit spielen sie eine entscheidende Rolle für die Zugänglichkeit 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 Kerndomänen als auch hauptsächlich in den aminoterminalen 

Schwanzbereichen werden die Histone posttranslational durch mehr als 100 

Modifikationen beeinflusst. Dazu zählen 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 Anziehungskräfte zwischen den dadurch neutralisierten Histonen 

und dem negativ geladenem Phosphatrückrat des DNA-Strangs werden somit stark 

geschwächt. Die DNA wird so für Proteine zugänglicher, was in den meisten Fällen 

zu einer erhöhten Expressionsrate führt. Bei der durch HDACs (Histondeacetylasen) 

bewirkten Umkehrung dieser Reaktion kommt es zur Inaktivierung benachbarter 

Gene. Weiterhin können Methylierungen von Histonen  zur Festschreibung eines 

inaktivierten Chromatinzustands führen oder auch als Bindesignal für 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 (väterlichen 

Ursprungs) und die maternale DNA (mütterlichen Ursprungs) sich voneinander 

unterscheiden. Nachdem sie die Nuclei zweier Oozyten in einer Oozyte zu einer 

Zygote fusionierten zeigte sich, dass die uniparentalen Embryos nicht lebensfähig 

sind und für 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“ führen.Während 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 Signalmolekül 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 unterdrückt schließlich die 

Expression von differenzierungsspezifischen Homeobox-Genen und verhindert 

dadurch eine Ausdifferenzierung der noch somatischen Zellen während 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 Veränderungen innerhalb der Zelle. Die Methylierung an den CpGs 

geht langsam verloren, während die Methylierung an verschiedenen Histonen 

ansteigt [82]. Erreichen die PGCs die Genitalleiste kommt es zu einer zweiten 

Demethylierungswelle, welche schließlich die Methylierung der paternal und maternal 

geprägten Regionen entfernt [83]. Dieses komplette Auslöschen des parentalen 

Imprinting-Musters ist essentiell für den sich entwickelnden Embryo, da somit ein 



1. Einleitung 

 23 

dem Geschlecht entsprechendes neues Imprinting-Muster in den Keimzellen etabliert 

werden kann. Der Zeitpunkt für die Etablierung des neuen Imprints ist ebenfalls 

geschlechtsspezifisch. In männlichen 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 I endet. Der genaue molekulare Mechanismus wie es zu der 

Erkennung der spezifischen Imprinting-Regionen kommt ist jedoch bis heute 

ungeklärt. 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 Größe 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 Hälfte des parentalen Chromosomenguts erhalten. Auch hier zeigte 

sich wie wichtig bestimmte epigenetische Markierungen für die Verteilung der 

Chromosomen sind. Fehlt z.B. die Histon-Methyltransferase PRDM9, führt dies 

sowohl in der männlichen als auch in der weiblichen Gametogenese zu Störungen 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 unerlässlich bei der Segregation der 

Chromosomen. So ermöglicht 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 für die korrekte Reifung der männlichen 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 Phänotyp 

zu einer sporadischen Mole. Dies führte zu der Hypothese, dass die für BiBM 

verantwortlichen Gene NLRP7 und KHDC3L wichtige Funktionen in der Etablierung 

oder Erhaltung des Imprinting ausüben könnten.  
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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. a = primärer Imprint, b = sekundärere 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 

primären und sekundären 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 später herausstellte, homozygoten Missense-Mutation in dem Codon1 

von KHDC3L [63]. Sechs von sieben maternal methylierten DMRs zeigten einen 

Verlust in der Methylierung, während es bei einem von zwei paternal methylierten 

Imprinting-Loci (NESP55) zu einer Zunahme der Methylierung kam. Der paternal 

methylierte Lokus H19 zeigte hingegen eine normale Methylierung. Diese Diskrepanz 

zwischen den beiden paternal methylierten Loci gab erste Hinweise darüber, dass 

der Defekt nicht während der männlichen Gametogenese auftritt. H19 ist ein primärer 

Imprint der während der männlichen Gametogenese etabliert wird, während NESP55 

als sekundärer Imprint erst nach der Befruchtung in der Blastozyste etabliert wird. 

Insgesamt zeigten die maternalen Loci in dieser Studie sowohl bei den primären als 

two parental copies of a gene. The involvement of genomic
imprinting in the pathology of hydatidiform moles emerged
soon after the demonstration that sporadic complete moles are
androgenetic, which made them an important experimental
tool in characterizing the expression and/or methylation of
imprinted genes [49–51]. Later, the identification of recurrent
familial moles that have the same histopathological features as
the sporadic androgenetic moles [52] and the finding that
these moles are diploid biparental [53] entertained the plausi-
ble and interesting idea that the causative gene for recurrent
moles would be responsible for setting or maintaining the
maternal imprints in the oocytes. To date, four studies have
examined the DNA methylation of imprinted genes in a total
of eight diploid biparental hydatidiform moles from patients
with two defective alleles in KHDC3L or NLRP7 [23, 47, 54,
55]. The first study demonstrated, in one diploid biparental
CHM from a patient with two KHDC3L defective alleles, the
loss of methylation marks at six of seven analyzed differen-
tially methylated regions (DMR) that are normally maternally

methylated, and the gain of methylation marks on one pater-
nallymethylatedDMR (NESP55) that acquires its methylation
at the blastocyst stage (Table 2). In contrast, the methylation at
theH19DMR, which is normally established in the male germ
line, was normal. Two additional diploid biparental moles
from the same patient were later studied, but unfortunately at
different DMRs, and their analysis showed the same trend of
abnormal methylation with the exception of one gene, PEG10,
which preserved its normal methylation on the maternal allele
(Table 2) [23]. Other studies also examined the methylation
status of DMRs in moles from patients with two NLRP7
defective alleles and reported abnormal loss and gain of meth-
ylation at some of them [23, 54, 55]. In one of these studies,
single nucleotide polymorphisms were used to distinguish
parental alleles at some imprinted genes and showed that the
abnormal methylation, indeed, affected the maternal alleles
[54] (Table 2). In conclusion, these data demonstrated the
presence of imprinting abnormalities in diploid biparental
moles from patients with KHDC3L or NLRP7 mutations and

Table 1 Summary of molar genotypes from patients with NLRP7 and KHDC3Lmutations

Diploid biparental Diploid androgenetic Triploid dispermic Triploid digynic References

NLRP7mutations

2 defective alleles 81 (98 %) 0 (0 %) 1 (1 %) 1 (1 %) [21, 23, 26, 27, 30, 46, 55, 65–72]

1 defective allele 4 (33 %) 5 (42 %) 3 (25 %) 0 (0 %) [21, 26, 27, 30, 73]

KHDC3Lmutations

2 defective alleles 8 (100 %) 0 (0 %) 0 (0 %) 0 (0 %) [23, 41, 47]

Table 2 Recapitulation of methylation analysis data in diploid biparental molar tissues from patients with NLRP7 or KHDC3Lmutations

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

KCNQ1OT1a 11 − − − − − − − − − − − − − − −
SNRPNb 15 − − − −, − − − − − − − −
PEG1 7 − − − − − −
PEG3 19 − − − − − − − − − − − −
GNAS-1A a 20 − − − − − − − − −
GNAS-AS 20 − − − Complex Inconcl.

GNAS-XLαS b 20 Normal Normal Normal

ZACa 6 − − − − − − − − −
PEG10 a 7 Normal, − − Normal Normal

Paternally methylated

H19 a 11 Normal +, ++ Normal Inconcl.

GNAS-NESP55b 20 +++ +++ +++ +++ c +++ +++

Chr, chromosome; a primary imprint; b secondary imprint ; c gain of methylation at this locus was found in the two diploid biparental moles as well as in
one normal term placenta and in one androgenetic mole; Inconcl., inconclusive. Different results on two HM tissues are separated by a comma

Curr Obstet Gynecol Rep (2014) 3:55–64 59
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auch bei den sekundären Imprints einen generellen Methylierungs-Verlust, was als 

Hinweis für einen Defekt in der weiblichen Gametogenese sprechen würde.  

Eine spätere 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 familiäre Vorgeschichte (Abb. 1.7 

Ref. 23: [21]). 

Für 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), während 

die anderen beiden BiBMs auf diesem Lokus unauffällig 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 NLRP7.  

Hierbei untersuchte unsere Gruppe die vier verschiedenen Imprinting-Loci H19, 

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, während 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 familiäre Vorgeschichte für 

BiBMs. Die BiBMs beider Patientinnen zeigten eine verminderte Methylierung auf vier 

von sechs maternal methylierten DMRs, während die paternale Methylierung des 

sekundären Imprints von NESP55 sich signifikant erhöht 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 während der Oogenese oder 

Embryogenese entstanden sind.  

 

1.6 Die Zwei Treffer-Hypothese 

 

Trotz vieler Daten weiß 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 während 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 frühen Entwicklung an 

seinem Wachstum hindern (Treffer 1). Aufgrund einer gestörten Immunantwort wird 

die abnormale Schwangerschaft ohne Embryo von dem Immunsystem nicht erkannt 

und abgestoßen, 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 für die Pathogenese von biparentalen 

Blasenmolen. Der dafür verantwortliche molekulare Mechanismus ist jedoch bis 

heute ungeklärt. 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 

hauptsächlich auf die immunspezifischen Aufgaben des Proteins, was unter anderem 

daran liegt, dass in der Maus kein NLRP7-Homolog existiert.  

 

Eine Intradomän-spezifische Hefe Di-Hybrid-Analyse von NLRP7 soll den für diese 

Proteinfamilie bekannten Prozess der Aktivierung und Oligomerisierung darstellen 

und helfen den möglichen Einfluss drei BiBM-assoziierter Missense-Mutationen und 

eines non-synonymen SNP (nsSNP) auf diesen Prozess zu untersuchen. Weiterhin 

soll mittels transienter Transfektion die zelluläre Lokalisation dieser Mutationen im 

Vergleich zu der Lokalisation des Wildtyp-Proteins in HEK293T-Zellen untersucht 

werden. 

 

Da NLRP7 keine DNA-Bindedomäne enthält oder vergleichbare Funktionen bzw. 

Domänen mit Methyltransferasen teilt, soll eine Suche nach potentiellen NLRP7-

Interaktionspartnern helfen, mögliche imprintingspezifische nukleäre Signalwege 

aufzuspüren. Mit Hilfe einer Hefe Di-Hybrid-Analyse zwischen NLRP7 und zwei 

verschiedenen Transkriptbibliotheken (normalisiert und ovariell) sollen mögliche 

Interaktionspartner identifiziert und verifiziert werden. Potentielle Interaktionen sollen 

mittels Immunopräzipitation und konfokaler Mikroskopie in HEK293T-Zellen bestätigt 

werden. 
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2 Material und Methoden 
Die beschriebenen Versuchsansätze wurden in molekularbiologischen Laboren der 

Sicherheitsstufe S1 mit der dafür üblichen Ausstattung durchgeführt. Alle 

Chemikalien wurden in den höchsten 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  Biozym Scientific GmbH  
(Hessisch Oldendorf, Deutschland) 

Ampicillin Sigma-Aldrich (München, Deutschland) 

Bacto Yeast Extract (Hefeextrakt) BD Biosciences (Heidelberg, Deutschland) 

ß-Mercaptoethanol Merck (Darmstadt, Deutschland) 

CDP-Star Chemiluminescent Substrate Sigma-Aldrich (München, Deutschland) 

ddTTP Fermentas (St. Leon-Rot, Deutschland) 

ddCTP Fermentas (St. Leon-Rot, Deutschland) 

dNTPs Fermentas (St. Leon-Rot, Deutschland) 

dH2O (Deionisiertes Wasser) Merck (Darmstadt, Deutschland) 

DMSO (Dimethylsulfoxid) Sigma-Aldrich (München, 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 (München, Deutschland) 

Dulbecco’s PBS  
(1x, ohne Ca2+ und Mg2+) 

PAA Laboratories GmbH  
(Cölbe, Deutschland) 

Eisessig Merck (Darmstadt, Deutschland) 

Ethanol Merck (Darmstadt, Deutschland) 
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Ethidiumbromid Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

FBS/Sera plus (Fetales Kälberserum)  PAN Biotech GmbH 
(Aidenbach, Deutschland) 

Glycin Merck (Darmstadt, Deutschland) 

HiDi Formamid Applied Biosystems  
(Darmstadt, Deutschland) 

Kanamycin Sigma-Aldrich (München, Deutschland) 

Lithium-Acetat Sigma-Aldrich (München, Deutschland) 

Luminol Sigma-Aldrich (München, Deutschland) 

MEM with Earls Salts PAA Laboratories GmbH  
(Cölbe, 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 Aminosäuren) 

PAA Laboratories GmbH  
(Cölbe, Deutschland) 

N,N-Dimethylacrylamide (DMA) Sigma-Aldrich (München, 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 (München, Deutschland) 

Pen/Strep 
(Penicillin/Streptomycin 100 x) 

PAA Laboratories GmbH  
(Cölbe, Deutschland) 

Proteaseinhibitor (compete mini) Roche Applied Science  
(Mannheim, Deutschland) 
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Polyethylene-Glycol (PEG 4000) Sigma-Aldrich (München, Deutschland) 

SDS Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

Streptavidin Sepharose High 
Performance GE Healthcare (Buckinghamshire, UK) 

Triethylammoniumacetat (TEAA) Transgenomics (Glasgow, UK) 

TO-PRO-3 Iodide (642/661) in DMSO Invitrogen/Life Technologies  
(Darmstadt, Deutschland) 

Tris Sigma-Aldrich (München, Deutschland) 

Tris-Glycine SDS Gele,  
Ladepuffer und Laufpuffer 

Bio-Rad (München, Deutschland) 

Triton X-100 Sigma-Aldrich (München, Deutschland) 

Trypton/Pepton BD Biosciences (Heidelberg, Deutschland) 

Tween 20 Sigma-Aldrich (München, Deutschland) 

Vectashield Mounting Medium Vector Labs (Burlingame, US) 

Whatman Westran PVDF membran Sigma-Aldrich (München, Deutschland) 

YPD Agar Medium Clontech (Saint-Germain-en-Laye, Frankreich) 

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

 
 
2.1.2 Laborgeräte 

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 (München, Deutschland) 

CO2-Inkubator  (Zellkultur) Nunc (Langenselbold, Deutschland) 

HPLC (WAVE DNA Fragment 
Analyse System) Transgenomics (Glasgow, UK) 

Induce II Inkubator MMM Münchener Medizin Mechanik GmbH 
(Planegg, Deutschland) 

Konfokales Mikroskop Olympus 
Fluoview FV 1000 

Olympus (Tokyo, Japan) 

Mini-Protean Tetra Cell & Mini 
Trans-Blot 

Bio-Rad (München,Deutschland) 
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pH-Meter Knick (Berlin, Deutschland) 

Photometer (Nanodrop 3300) Thermo Scientific (Waltham, US) 

Pipette  
(Reference 10 µl, 100 µl, 1000 µl, 
Research Mehrkanal 100 µl) 

 
Eppendorf (Hamburg, Deutschland) 

PowerPac HV Power Supply Bio-Rad (München,Deutschland) 

Pyrosequenzierer (PSQ96MA) Biotage AB (Uppsala, Schweden) 

Sequenziergerät 3130xl Genetic 
Analyzer Applied Biosystems (Darmstadt, Deutschland) 

Thermocycler (T1, T3, T3000) Biometra (Göttingen, Deutschland) 

Thermomixer comfort Eppendorf (Hamburg, Deutschland) 

Waage (PM2000) Mettler (Gießen, Deutschland) 

X Cell Sure Lock Mini Cell &  
X Cell II 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 Reaktionsgefäße Eppendorf (Hamburg, Deutschland) 

15 ml / 50 ml Röhrchen Greiner Bio-One GmbH  
(Frickenhausen, Deutschland) 

Cellstar 6 Well Cell Culture Plate Greiner Bio One GmbH 
(Frickenhausen, Deutschland) 

Kryoröhrchen 2 ml Corning B.V. Life Sciences (Amsterdam, 
Niederlande) 

Stripette 5 ml / 10 ml / 25 ml Costar Sigma-Aldrich (München, Deutschland) 

Tissue Culture Dish 100 mm Sarstedt (Nümbrecht, Deutschland) 

Pipettenspitzen Sarstedt (Nümbrecht, Deutschland) 

Objektträger (26 x 76mm) Labomedic (Bonn, Deutschland) 

Deckgläser (24 x 60mm) Labomedic (Bonn, Deutschland) 

Deckgläser rund (15mm) Labomedic (Bonn, Deutschland) 

Mini Proteian TGX Gele 10%  
10-well 

Bio-Rad (München,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 (München, 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) 

QIAprep Spin Miniprep/ 
Midiprep Kit  QIAGEN (Hilden, Deutschland) 

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 

pDONR 201 
Gateway-Klonierung 
(Entry-Vektor) 

Invitrogen/Life Technologies 
(Darmstadt, Deutschland) 

pGBKT7 
Yeast-Two-Hybrid  
(Gal4-System) 

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

pGADT7 
Yeast-Two-Hybrid  
(Gal4-System) 

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

pcDNA3.1/myc-His B Immunopräzipitation Invitrogen/Life Technologies 
(Darmstadt, Deutschland) 

pcDNA3.1/Flag Immunopräzipitation 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) 
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2.1.6 Längenstandards 

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 (München, Deutschland) 

NativeMARKTMUnstained Protein 
Standard 

Invitrogen/Life Technologies 
(Darmstadt, Deutschland) 

 
2.1.7 Puffer und Lösungen 

Auftragspuffer  
für Agarosegele (4x) 

 40 % w/v Saccharose  
0,1 % w/v Xylencyanol 
0,1 % w/v Bromphenolblau 
auf 100 ml mit TAE-Puffer auffüllen 

Dream Taq Puffer (1x) 
100 µl 10 x Dream-Puffer 
  80 µl Nukleotidstammlsg. (Endkonzentration 2,5 mM) 
720 µl Aqua. Dest 

EtOH-Acetat-Lösung 
0,1 M NaAc pH 4,6 
75 % v/v EtOH 

Lösung A 
(HRP-Detektion) 

0,1 M Tris-HCl 
25 mg Luminol 

Lösung B 
(HRP-Detektion) 

    11 mg Hydroxycumarinsäure 
in 10 ml DMSO 

Nonidet-P40 
150 mM NaCl 
  1% NP-40 / Triton 100 
  50 mM Tris, pH 8,0 

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

„Stripping“ Puffer 

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

TAE (50x) 

0,5 M EDTA pH 8,0 
   2 M Tris  
   1 M Eisessig 
Erst EDTA in 100 ml Aqua dest. Lösen und pH-Wert 
einstellen, dann 900 ml mit den anderen Chemikalien 
versetzen und die Volumina mischen. 
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TBS (10x) 
0,1 M Tris 
1,5 M NaCl 

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

Transferpuffer (10x) 
 250 mM Tris (pH 8,3) 
1,92 M Glycin 
1% w/v SDS 

 
2.1.8 Enzyme 

Name Hersteller 
BP Clonase II Enzym Mix Invitrogen/Life Technologies (Darmstadt, 

Deutschland) 
Dream Taq DNA Polymerase Fermentas (St. Leon-Rot, Deutschland) 

DpnI Fermentas (St. Leon-Rot, Deutschland) 

ExoI Fermentas (St. Leon-Rot, Deutschland) 

FastAP Fermentas (St. Leon-Rot, Deutschland) 

Hotfire Taq Polymerase Solis Biodyne (Tartu, Estland) 

iproof DNA Polymerase Bio-Rad (München, Deutschland) 

LR Clonase II Enzym Mix Invitrogen/Life Technologies (Darmstadt, 
Deutschland) 

Phusion High-Fidelity DNA 
Polymerase  

Finnzymes/Thermo Scientific  
(Vantaa, Finnland) 

Pfu Turbo DNA Polymerase Agilent Technologies (Böblingen, Deutschland) 

TERMI Polymerase Solis Biodyne (Tartu, Estland) 
 

2.1.9 Primärantikörper 

Name Verdünnung Hersteller 
Anti-c-Myc (rabbit) WB: 1:500 Sigma-Aldrich  

(München, Deutschland) 

Anti-c-Myc-HRP (mouse) WB: 1:2500 Miltenyi Biotech (Bergisch 
Gladbach, Deutschland) 

Anti-Flag M2 (mouse) WB: 1:500 Sigma-Aldrich (München, 
Deutschland) 

Anti-Flag M2-AP (mouse) WB: 1:1000 Sigma-Aldrich  
(München, 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-γ-tubulin (mouse) IF: 1:100 Santa Cruz Biotechnology  
(Heidelberg, Deutschland) 

Anti-Vimentin (rabbit) IF: 1:100 Santa Cruz Biotechnology  
(Heidelberg, Deutschland) 

 

2.1.10 Sekundärantikörper 

Name Verdünnung Hersteller 
Anti-mouse IgG2a-HRP (goat) WB: 1:4000 Santa Cruz Biotechnology  

(Heidelberg, Deutschland) 
Anti-mouse IgG (goat)- 
Alexa Fluor 488 

IF: 1:1000 Invitrogen/Life Technologies 
(Darmstadt, Deutschland) 

Anti-mouse IgG (donkey)- 
Alexa Fluor 555 

IF: 1:1000 Invitrogen/Life Technologies 
(Darmstadt, Deutschland) 

Anti-rabbit IgG (goat)-  
Alexa Fluor 555 

IF: 1:1000 Invitrogen/Life Technologies 
(Darmstadt, Deutschland) 

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

 

2.1.11 Verwendetes biologisches Material 

Name Firma/Hersteller 
E. coli DH5α,  
Library Efficiency DH5α Competent Cells 

Invitrogen/Life technologies 
(Darmstadt, Deutschland) 

HEK293T (human embryonic kidney cells) DMSZ (Braunschweig, Deutschland) 

One Shot TOP10  
Chemically Competent E. coli 

Invitrogen/Life Technologies 
(Darmstadt, Deutschland) 

Hefestamm AH109 Clontech (Saint-Germain-en-Laye, 
Frankreich) 
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2.1.12 Medien für Bakterienkultur 
 
DH5alpha 
LB-Medium:              

Trypton/Pepton 

Bacto Yeast Extract 

NaCl 

10 g/L 

  5 g/L 

  5 g/L 

Der Ansatz wird mit Wasser bidest. aufgefüllt und autoklaviert. Nach Abkühlen auf 

mindestens 50°C werden die entsprechenden Antibiotika in einer Endkonzentration 

von 50 µg/ml zugeben. 

 

LB-Platten:   

Trypton/Pepton 

Hefeextrakt 

NaCl  

Agar 

10 g/L 

  5 g/L 

  5 g/L 

15 g/L 

Der Ansatz wird mit Wasser bidest. aufgefüllt und autoklaviert. Nach Abkühlen auf 

mindestens 50°C werden die entsprechenden Antibiotika (Endkonzentration             

50 µg/ml) zugeben und in Petrischalen gegossen. Die ausgehärteten Platten werden 

bei 4°C gelagert. 

 

Bakterienstock: 

Die Vorkultur (5 ml) wird abzentrifugiert, das Pellet in 730 µl frischem LB-Medium 

resuspendiert und in Kryoröhrchen überführen. Des Weiteren wurde 130 µl Glycerol 

hinzugefügt und die Glycerolstocks bei -80°C gelagert. 

 

2.1.13 Medien für 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 

-Leu/-Trp D0 Supplement 

46,7 g/L 

0,64 g/L 

 

SD-Agar-Platten (SD med):              

Minimal SD Agar-Base 

-Leu/-Trp/-His D0 Supplement 

46,7 g/L 

0,62 g/L 

 

SD-Agar-Platten (SD high):              

Minimal SD Agar-Base 

-Leu/-Trp/-His/-Ade D0 Supplement 

46,7 g/L 

0,60 g/L 

 

 

 
2.1.14 Medien für Zellkultur  
 
HEK293T 
Expressionsmedium:                           

MEM-Medium  

FBS  

NEAA                 

Penicillin/ Streptomycin     

500 ml 

  50 ml (10%) 

    5 ml (1%) 

    5 ml (1%) 

 

Transfektionsmedium:                

MEM-Medium  

                  

500 ml 

 

 

2.1.15 Oligonukleotide 
 

Alle verwendeten Oligonukleotide wurden bei der Firma Eurofins hergestellt. 

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 Vervielfältigung spezifischer Nukleinsäuren 

[89,90].Bei dieser Methode macht man sich die Eigenschaft der DNA-Polymerase 

zunutze, welche doppelsträngige DNA an ihrem freiem 3´OH-Ende verlängert. Diese 

Situation kann künstlich durch kurze Oligonukleotide (Primer) erzeugt werden, die 

komplementär zu einem bestimmten DNA-Abschnitt sind. Zwei Primer (jeweils für 

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 Stränge 

des ursprünglichen DNA-Moleküls getrennt indem man den Ansatz für 30 Sekunden 

zwischen 92-98°C erhitzt („Denaturierung“). Anschließend wird das 

Reaktionsgemisch schnell auf eine Primer-spezifische Temperatur (zwischen         

50-62°C) abgekühlt, damit die Primer mit einem 3´-Ende eines DNA-Stranges 

hybridisieren können („Annealing“). Schließlich erfolgt die DNA-Synthese bei 72°C, 

der optimalen Reaktionstemperatur der Taq-DNA-Polymerase (aus dem 

thermophilen Bakterium Thermus aquaticus), die beide Primer in Richtung der 

Zielsequenz, von 5´ nach 3´ verlängert („Elongation“). Die Zielsequenz wird so 

exponentiell amplifiziert. Im Idealfall entsteht nach n Zyklen die 2n -fache 

Produktmenge. 

 

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

alle vier Desoxyribonucleosidtriphosphate (dNTPs), eine Pufferlösung, Mg2+-Ionen 

und eine hitzestabile DNA-Polymerase für die Amplifikation benötigt.  
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PCR-Ansatz:    PCR-Programm: 
24 µl 1x PCR-Puffer        95°C            5 min 

je 0,5 µl  20 pmol Primer         95°C         30 s 
 („forward“ und „reverse“) 50 - 62°C            30 s         25-30 x 

   0,2 µl Taq - Polymerase 72°C           1 min / kb 
20 - 100 ng   DNA        72°C   5 min 

  4°C                 ∞ 
 

 

2.2.1.2 Gezielte Mutagenese 
 

Die PCR kann auch dazu genutzt werden, um einen gezielten Nukleotidaustausch in 

der DNA durchzuführen (engl. site-directed mutagenesis). Dafür werden 

Mutagenese-Primer benötigt, die die gewünschte Punktmutation in der Mitte tragen, 

ansonsten aber komplementär zur Zielsequenz und insgesamt mindestens 30 

Basenpaare lang sind [91]. 

Für die Mutagenese-PCR wurde die PFU-Polymerase verwendet, welche neben der 

5´-3´ Polymeraseaktivität auch eine 3´-5´ Exonukleaseaktivität besitzt. Durch die     

3´-5´ Exonukleaseaktivität erhält die PFU-Polymerase Korrektur-Eigenschaften (proof 

reading) mit der falsch eingebaute Nukleotide erkannt und anschließend entfernt 

werden. Somit arbeitet die PFU-Polymerase genauer aber auch wesentlich 

langsamer im Vergleich zur herkömmlichen Taq-Polymerase. 

 

PCR-Ansatz:    PCR-Programm: 
23 µl 1x PFU-Puffer        95°C            3 min 

je 0,4 µl  20 pmol Primer         95°C         30 s 
 („forward“ und „reverse“) 60°C              1 min                                  15x 

   0,5 µl PFU - Polymerase 68°C   2 min / kb des Plasmids 
1 µl Template (10 ng/µl)        95°C        30 s 

  60°C       1 min                                              15x 
  68°C           2 min / kb des Plasmids + 2 min 
  4°C                 ∞ 

 
Nach der Mutagenese wurde ein DpnI-Verdau wie unter 2.2.1.7 beschrieben 

durchgeführt. 
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Abb. 2.1: Prinzip der Mutagenese-PCR. 

Nach der Denaturierung des Orginal-Plasmids hybridisieren die Mutagenese-Primer mit dem Plasmid 

und die Taq-Polymerase beginnt das Plasmid zu amplifizieren. Nach der PCR-Reaktion wird das 

Orginal-Plasmid durch die Endonuklease DpnI abgebaut, das neu amplifizierte, mutationstragende 

Plasmid hingegen nicht. 

 

2.2.1.3 Agarose-Gelelektrophorese 
 
Mit Hilfe der Agarose-Gelelektrophorese können DNA-Moleküle hinsichtlich ihrer 

Größe aufgetrennt werden. Dazu wird an das Agarose-Gel ein elektrisches Feld 

angelegt und die aufgrund ihrer Phosphatreste negativ geladenen DNA-Moleküle 

wandern zur Anode. Zwischen der Größe der Fragmente und deren zurückgelegter 

Wegstrecke besteht ein negativ logarithmischer Zusammenhang, so dass eine 

Auftrennung nach Größe möglich wird. Durch die Agarosekonzentration kann die 

Porengröße des Gels und somit die Wanderungsfähigkeit der DNA-Moleküle 

beeinflusst werden. Die aufgetrennte DNA kann schließlich mittels des  

Fluoreszenzfarbstoffs Ethidiumbromid, der in doppelsträngige DNA interkaliert, durch 

Bestrahlung mit UV-Licht (254-366 nm) sichtbar gemacht werden [92]. 

VektorVektor

VektorVektorVektorVektor

VektorVektor

VektorVektor

1. MutagenesePCR

2. DpnI-Verdau
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Für die Herstellung eines 1%igen Agarosegels wurde Agarose 1%ig w/v mit 1 x TAE-

Lösung aufgekocht und Ethidiumbromid hinzugegeben (Endkonzentration 10 µg/ml). 

Die DNA-Proben wurden mit 1x Auftragspuffer versetzt und anschließend für 25-35 

min bei 150V in 1xTAE-Puffer elektrisch aufgetrennt. Als Längenstandard wurden je 

nach Größe des erwarteten PCR-Produkts definierte DNA-Marker verwendet. Die 

Detektion sowie Dokumentation erfolgte über ein ChemiDoc-System der Firma 

Biorad. 

 

2.2.1.4 DNA-Isolation aus Agarosegelen 
 
Nach elektrophoretischer Auftrennung von DNA-Fragmenten können diese gezielt 

aus Agarosegelen herausgeschnitten und aufgereinigt werden. In dieser Arbeit 

wurden hauptsächlich sog. „Megaprimer“ aus Agarosegelen ausgeschnitten und 

aufgereinigt um diese für das restriktionsfreie Klonieren (RF) zu verwenden 

(Abschnitt 2.2.1.6). 

Die Isolation von DNA-Molekülen 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 möchte, mittels PCR amplifiziert und anschließend aufgereinigt 

um überschüssige Primer und dNTPs zu entfernen. Die Sequenzierreaktion erfolgt 

mit dem aufgereinigten PCR-Produkt, einem einzelnen Primer, dNTPs, 

fluoreszenzmarkierten ddNTPs (für jede Base ein anderer Fluoreszenzfarbstoff) und 

einer Taq-Polymerase. Ähnlich wie bei der herkömmlichen PCR läuft die 

Sequenzierreaktion auch in den Schritten Denaturierung, Primer-Anlagerung und 

Primer-Verlängerung ab. Der Unterschied liegt darin, dass aufgrund der Benutzung 

von nur einem Primer auch nur ein komplementärer Strang während der Reaktion 

verlängert wird. Zusätzlich wird neben der großen Menge an Desoxy-Nukleotiden 

(dNTPs), eine kleine Menge an Didesoxy-Nukleotiden (ddNTPs), denen die OH-

Gruppe am 3´ C-Atom fehlt, eingesetzt. Nach zufälligem Einbau eines 

fluoreszenzmarkierten ddNTPs wird der DNA-Strang nicht weiter verlängert, da die 
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DNA-Polymerase das nächste 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 Länge mit einem spezifisch endständigen 

fluoreszierendem ddNTP. Über eine Kapillarelektrophorese können diese Fragmente 

aufgetrennt und der Fluoreszenz-Farbstoff in Abhängigkeit zu der Länge des DNA-

Fragments detektiert werden. Schließlich 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 µl aufgereinigtes PCR-Produkt oder 

Plasmid 
       96°C   1 min 

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

 

Nach Abschluss der Sequenzierreaktion wurde der Ansatz sofort mittels Ethanol-

Acetat Fällung aufgereinigt oder zur späteren Aufreinigung bei -20°C gelagert. 

 

EtOH-Acetat-Fällung und Sequenzierung  
Das Sequenzierprodukt wurde mit einer Ethanol-Acetat-Lösung gefällt und mit EtOH 

gewaschen um überschüssige ddNTPs zu entfernen, die bei der Detektion des 

Sequenzierproduktes stören würden. 

Zu dem Sequenzierprodukt wurden 10 µl Aqua dest., 2 µl Natrium-Acetat (3M, pH 

4,6) und 50 µl Ethanol (95%) hinzugefügt und 45 min bei 4°C und 4000 U/min 

zentrifugiert. Anschließend wurde der Ansatz auf Zellstoff ausgeklopft und 1 min über 

Kopf bei 1000 U/min zentrifugiert. Das Pellet wurde dann mit 200 µl Ethanol (70%) 

versetzt und abermals bei 4°C bei 4000 U/min 10 min zentrifugiert. Der Überstand 

wurde nach der Zentrifugation wiederholt verworfen und die Peletts getrocknet. Zur 

Analyse mittels eines Kapillarsequenziergeräts wurden die Pellets in 15 µl HiDi-

Formamid aufgenommen. 
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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 anschließend zur Vermehrung in einen 

Wirtsorganismus (z.B. Escherichia coli) transformiert werden kann. 

Die „klassische“ Klonierung nutzt Restriktionsenzyme um das Plasmid zu öffnen. 

Somit wird das Plasmid linearisiert und besitzt je nach Wahl des Restriktionsenzyms 

sog. „glatte“ Enden (blunt ends) oder „überhängende“ Enden (sticky ends). Die DNA, 

die als Insert in den Vektor integriert, sollte möglichst dieselben Enden wie die des 

offenen Vektors besitzen. Durch eine DNA-Ligase kann das Insert kovalent mit dem 

Vektor verknüpft werden. Klonieren ist auch ohne die Verwendung von 

Restriktionsenzymen und DNA-Ligase möglich:  

 

Gateway Klonierungs-Technologie 
Die Gateway Klonierungs-Technologie stammt von Invitrogen. Das System nutzt die 

seitenspezifische Rekombination des Phagen Lambda. Für die Integration der 

Lambda-DNA in das E.coli Genom besitzen beide Organismen sogenannte 

Rekombinations-Abschnitte, attP in dem Phagen Lambda und attB in E.coli. Die 

Integration wird über zwei Enzyme katalysiert: Das Phagen-kodierte Protein Int 

(Integrase) und das E.coli Protein IHF (Integration Host Factor). Dieser Vorgang ist 

reversibel. Für die Exzision wird zusätzlich das Phage Lambda Protein Xis benötigt. 

Die Gateway-Reaktion ist eine „in vitro“ Version der Integration und Exzision 

zwischen Lambda und E.coli. Hierbei wird zunächst der zu klonierende DNA-

Abschnitt mit den entsprechenden DNA Rekombinations-Sequenzen (attB1 und 

attB2-Überhang) amplifiziert. Diese 25bp Überhänge werden in der BP-Reaktion von 

den an der Rekombination beteiligten Enzymen erkannt und über Rekombination in 

einen sog. Donor-Vektor (pDONR201) kloniert (Abb 2.2). Der Donor-Vektor enthält 

eine Gateway-Kassette dessen attP-Überhänge das ccdB-Gen flankieren. Bei dem 

ccdB-Gen handelt es sich um ein Selbstmordgen, dessen Genprodukt auf die im 

Labor verwendeten Bakterienstämme toxisch wirkt indem es die Gyrase hemmt. 

Durch die Rekombination zwischen den attB und attP-Überhängen wird das ccdB-

Gen gegen das PCR-Produkt ausgetauscht und es entsteht ein Entry-Klon 

(Eingangs-Clone) mit flankierenden attL-Überhängen. Als Nebenprodukt bleibt das 

mit attR versehene Selbstmordgen erhalten. Nach erfolgreicher Transformation sind 

somit nur die Bakterien mit dem korrekt rekombinierten Entry-Klon überlebensfähig.  
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Abb. 2.2: Gateway-Klonierung BP-Reaktion. Die zu klonierende cDNA mit attB-Überhängen 

rekombiniert nach Zugabe der BP Clonase mit den attP-Überhängen des ccdB-Gens im Donorvektor. 

Es entsteht ein cDNA enthaltender „Entry“-Klon mit attL Überhängen, während das mit attR-

Überhängen versehene ccdB-Gen ein inaktives Nebenprodukt bildet (Quelle: Invitrogen, Gateway 

Technology). 
 

Aus dem transkriptionell stillen Entry-Klon kann man schließlich den zu klonierenden 

Genabschnitt in jeden beliebigen Expressions-Vektor umklonieren. Hierbei schneiden 

die entsprechenden Rekombinationsproteine der LR-Reaktion die flankierenden attL-

Überhänge des Entry-Klons und ligieren diese mit den entsprechenden attR-

Überhängen eines sogenannten Destination-Vektors (Ziel-Vektor). Zwischen den  

attR-Überhängen befindet sich wieder ein ccdB-Gen. Nach erfolgreicher 

Rekombination entsteht ein Expressions-Vektor mit flankierenden attB-Überhängen. 

Sein Nebenprodukt enthält das ccdB-Gen mit flankierenden attP-Überhängen (Abb 

2.3). Nach erfolgreicher Transformation sind somit nur die Bakterien mit dem korrekt 

rekombinierten Expressions-Klon überlebensfähig. Die unterschiedliche Antibiotika-

Resistenz zwischen Entry-Vektor (Kanamycin) und Expressions-Vektor (Ampicillin) 

ermöglicht eine doppelte Selektion.  

 

 
Abb. 2.3: Gateway-Klonierung LR-Reaktion. Die attL-Überhänge des „Entry“-Klon rekombinieren 

bei Zugabe der LR Clonase mit dem „Destination“-Vektor. Nach dem Austausch entsteht ein 

Expressions-Klon mit attB-Überhängen und als Nebenprodukt ein Vektor mit dem jetzt inaktiven ccdB-

Gen und flankierenden attP-Überhängen (Quelle: Invitrogen, Gateway Technology). 
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Lambda recombination is catalyzed by a mixture of enzymes that bind to specific 
sequences (att sites), bring together the target sites, cleave them, and covalently 
attach the DNA. Recombination occurs following two pairs of strand exchanges 
and ligation of the DNAs in a novel form. The recombination proteins involved 
in the reaction differ depending upon whether lambda utilizes the lytic or 
lysogenic pathway (see the following table). 
The lysogenic pathway is catalyzed by the bacteriophage  Integrase (Int) and 
E. coli Integration Host Factor (IHF) proteins (Gateway® BP Clonase® II enzyme 
mix) while the lytic pathway is catalyzed by the bacteriophage  Int and 
Excisionase (Xis) proteins, and the E. coli Integration Host Factor (IHF) protein 
(Gateway® LR Clonase® II enzyme mix). For more information about the 
recombination enzymes, see published references and reviews Landy, 1989; 
Ptashne, 1992.  

!
Pathway Reaction Catalyzed by! 

Lysogenic! attB × attP  attL × attR! Gateway® BP Clonase® II 
(Int, IHF) 

Lytic! attL × attR  attB × attP! Gateway® LR Clonase® II  
(Int, Xis, IHF) 
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The Gateway® Technology uses the lambda recombination system to facilitate 
transfer of heterologous DNA sequences (flanked by modified att sites) between 
vectors Hartley et al., 2000. Two recombination reactions constitute the basis of the 
Gateway® Technology: 

) BP Reaction: Facilitates recombination of an attB substrate (attB-PCR product 
or a linearized attB expression clone) with an attP substrate (donor vector) to 
create an attL-containing entry clone (see the following diagram). This reaction 
is catalyzed by the Gateway® BP Clonase® II enzyme mix. 

!

®

!
!

$ ) LR Reaction: Facilitates recombination of an attL substrate (entry clone) with 
an attR substrate (destination vector) to create an attB-containing expression 
clone (see the following diagram). This reaction is catalyzed by the Gateway® 

LR Clonase® II enzyme mix. 
!
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Die attB-PCR-Produkte wurden mittels einer iproof DNA-Polymerase (Bio-Rad) 

hergestellt: 

PCR-Ansatz:    PCR-Programm: 
10 µl HF-Puffer        98°C                 30 s 

1 µl dNTPs (10 mM)         98°C        10 s 
je 1 µl  20 pmol Primer  

(„forward“ und „reverse“) 
       60°C  

72°C         
       30 s       30 x 
  1 min 

1 µl Template (10 ng)         72°C 10 min 
   0,5 µl iproof DNA - Polymerase 4°C                 ∞ 

ad 50 µl Aqua dest.   
 

 

Aufreinigung des attB-PCR-Produktes:  

50 µl PCR-Produkt  
150 µl TE 
100 µl 30% PEG/Mg Lösung 

Der Ansatz wurde gut gemischt und bei 10,000xg für 15 min bei Raumtemperatur 

zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und das Pellet in 50 µl TE gelöst. 

 

 

BP-Reaktion:  
1-10 µl aufgereinigtes attB-PCR-Produkt (30-300ng) 

2 µl Donor-Vektor (150ng/µl) 
4 µl 5 x BP ClonaseTM Reaktionspuffer 

auf 16µl TE-Puffer, pH 8,0 
  

4 µl BP ClonaseTM Enzym-Mix 
 

Der Ansatz wurde in ein 1,5 ml Zentrifugengefäß pipettiert und gut gemischt. Der 

Enzym-Mix wurde zuletzt hinzugefügt und die Reaktion schließlich über Nacht bei 

Raumtemperatur inkubiert. Durch Zugabe von 2 µl Proteinase K und einer 

Inkubationszeit von 10 min bei 37°C  wurde die Reaktion gestoppt. Von der BP-

Reaktion wurde 1 µl in 50 µl kompetente E.colis transformiert. 
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LR-Reaktion:  
1-10 µl Entry-Klon (100-300ng) 

2 µl Destination-Vektor (150ng/µl) 
4 µl 5 x LR ClonaseTM Reaktionspuffer 

auf 16µl TE-Puffer, pH 8,0 
  

4 µl LR ClonaseTM Enzym-Mix 
 

Der Ansatz wurde in ein 1,5 ml Zentrifugengefäß pipettiert und gut gemischt. Der 

Enzym-Mix wurde zuletzt hinzugefügt und die Reaktion schließlich über Nacht bei 

Raumtemperatur inkubiert. Durch Zugabe von 2 µl 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 durchgeführt. Das Enzym darf in diesem Fall nur im Entry-Vector 

schneiden. Von der LR-Reaction wurde 1 µl in 50 µl 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 gewünschte 

DNA-Fragment mittels PCR in den Vektor integriert. Dafür muss das DNA-Fragment 

Sequenz-Überhänge in einer Länge von mindestens 30bp besitzen, die 

komplementär zu der für die Insertion gewählte Vektorsequenz sind. Da das Insert 

bis zu 3 kb groß sein kann und mit seinen Überhängen die Funktion eines Primers 

hat, wird es auch „Megaprimer“ genannt. Die Megaprimer werden über PCR 

generiert und mittels Gelextraktion für den Einsatz in die „restriction free cloning-

PCR“ (RF-PCR) entsprechend aufgereinigt. Prinzipiell funktioniert die RF-PCR wie 

eine herkömmliche PCR. Der Megaprimer hybridisiert mit dem einzelsträngigen 

Plasmid und die Taq-Polymerase synthetisiert den Gegenstrang. Nach der RF-PCR 

wird ein DpnI-Verdau durchgeführt um das ursprüngliche Plasmid ohne Insert zu 

entfernen. Mittels RF-Klonierung sind auch Deletionen oder ein kompletter Austausch 

des Inserts möglich [94]. 
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Abb 2.4: Schema zum restriktionsfreiem Klonieren (Restriction free cloning). 

In einem ersten PCR-Ansatz wird ein sog. „Megaprimer“ mit Überhängen, die komplementär zu dem 

Plasmid sind amplifiziert. In der zweiten PCR (RF-PCR) bindet der Megaprimer an das Plasmid und 

die Taq-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 µl HF-Puffer        98°C                 30 s 

1 µl dNTPs (10 mM)         98°C        10 s 
je 1 µl  20 pmol Primer  

(„forward“ und „reverse“) 
       60°C  

72°C         
       30 s       30 x 
  1 min 

1 µl Template (10 ng)         72°C 10 min 
   0,5 µl iproof DNA - Polymerase 4°C                 ∞ 

ad 50 µl Aqua dest.   
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Insert
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RF-PCR-Ansatz:    PCR-Programm: 
4 µl Phusion HF-Puffer        98°C          2 min 30 s 

1,6 µl dNTPs (2,5 mM)         98°C           30 s 
1 µl  Megaprimer (50 - 100 ng)        60°C  1 min             30x 

0,5 µl Phusion High-Fidelity DNA-Polymerase        72°C 6 min 
   1,5 µl Vektor (10 ng/µl)        72°C 7 min 
11,5 µl Aqua dest. 4°C                 ∞ 

 

Alle in der Immunopräzipitation und konfokalen Mikroskopie verwendeten cDNA-

Konstrukte wurden über das restriktionsfreie Klonieren („restriction free cloning“) in 

die entsprechenden Vektoren eingefügt. 

 

 

2.2.1.7 DpnI Verdau 
 

DpnI ist eine Endonuklease die spezifisch methylierte und hemimethylierte DNA an 

der Sequenz 5´- Gm6ATC- 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 trägt, abzubauen. Die 

mutagenisierten Plasmide, die mittels PCR generiert wurden, sind nicht methyliert 

und werden somit nicht von der Endonuklease DpnI geschnitten. 

 

In den PCR-Ansatz (20-25 µl, Mutagenese oder RF-Klonierung) wurden 1 µl DpnI 

hinzugegeben und für 1 Stunde bei 37°C inkubiert. 

 

2.2.1.8 Transformation in E.coli 
 

Plasmide werden für eine Vervielfältigung in kompetente Zellen (E.coli) transformiert. 

Eine Selektion erfolgt über Nährböden mit Antibiotikum, auf dem nur E.coli wachsen 

können, 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 µl) wurden 5 µl 

des mit DpnI verdauten Mutagenese-Ansatzes/ RF-Ansatzes gegeben. Nach 30 min 

Inkubation wurde ein Hitzeschock bei 42°C für 45 s durchgeführt. Der Ansatz wurde 

direkt für 2 min auf Eis gekühlt und anschließend erfolgte eine Zugabe von 250 µl 

SOC-Medium. Die E.coli-Zellen wurden für 60 min bei 37°C geschüttelt und 

abschließend auf einer LB-Platte (mit entsprechendem Antibiotikum) ausgestrichen 

und über Nacht bei 37°C inkubiert. 

 

 
2.2.1.9 Plasmid-Präparation 
 
Die Plasmidpräparation 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. Schließlich 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 bestimmt. 

 
2.2.1.10 Bestimmung der DNA-Konzentration 
 
Die Konzentration von DNA lässt sich mittels eines UV-Spektralphotometers 

bestimmen. Da einzel- sowie doppelsträngige Nukleinsäuren ihr Absorptions-

maximum bei einer Wellenlänge von 260 nm haben, wurde die Messung bei dieser 

Wellenlänge durchgeführt.  

 
2.2.1.11 Bisulfit Konversion der DNA 
 

Die Bisulfit-Konvertierung ermöglicht die gezielte und genomweite 

Basenumwandlung eines DNA-Moleküls. 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, während methylierte Cytosin-Reste als 

Cytosinbasen bestehen bleiben .  

Die Reaktion verläuft 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 unverändert. Es ist daher 

wichtig, dass die DNA zuvor denaturiert wird. Bei der nun vorliegenden Einzelstrang-

DNA verläuft die Reaktion hoch selektiv.  

            
Abb. 2.5: Bisulfit Konversionsreaktion. I. Sulfonierung, II. Desaminierung, III. Desulfonierung 
 
 

Das Uracil wird in der darauffolgenden BiHot-PCR (siehe 2.2.1.12) als Thymin 

amplifiziert, so dass ein ursprüngliches 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, erhält man Informationen 

über intragene, intergene aber auch über genomweite Methylierungsmuster. 
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Abb. 2.6: Bisulfitkonversion genomischer DNA. Das Schema zeigt den gezielten Basenaustausch 

eines DNA-Moleküls an einer Beispielsequenz. Nach der Denaturierung bewirkt Natriumbisulfit die 

Konversion von allen unmethylierten Cytosin-Resten in Uracil-Reste während die methylierten 

Cytosin-Reste nicht umgewandelt werden. 

 

 

Für die Bisulfitkonversion wurde die DNA der zuvor transient transfizierten Zelllysate 

isoliert (DNeasy Blood & Tissue, Qiagen) 1 µg in einem Volumen von 10 µl 

eingesetzt und auf  20 µl mit Aqua dest. aufgefüllt. Jede Probe wurde dann mit 130 µl 

Konversionsreagenz versetzt und in einem Thermozykler entsprechend den 

Angaben der Hersteller denaturiert und desaminiert: 

 

 

Bisulfitkonversion:    PCR-Programm: 
          20 µl DNA (500 ng) in a.dest        98°C                   10 min 

130 µl Konversionsreagenz        64°C        150 min 
          4°C  

  
          ∞ 

 
 
 

   

5´  ATTCGTATTCGTACGAATCGTAATCTACGTAA   3´ 
m m 

3´  TAAGCATAAGCTAGCTTAGCATTAGATGCATT  5´ 
m m 

5´  ATTCGTATTCGTACGAATCGTAATCTACGTAA   3´ 

3´  TAAGCATAAGCTAGCTTAGCATTAGATGCATT  5´ 

Denaturierung 

5´  ATTCGTATTUGTAUGAATCGTAATUTAUGTAA   3´   

3´  TAAGCATAAGUTAGUTTAGCATTAUATGUATT  5´ 

1.! Sulfonierung 

2.! Desaminierung 

3.! Desulfonierung 

m m 

m m 

m m 

m m 
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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 einzelsträngig und die 

unmethylierten Cytosine wurden durch Uracil ersetzt. Wegen der RNA-ähnlichen 

Struktur wurde die Hotfire Taq Polymerase eingesetzt. Diese ist chemisch so 

modifiziert, dass sie erst nach einem 15 minütigen Hitzeschritt von 95 °C aktiviert 

wird. So verhindert man Primerdimere oder eine vorzeitige Elongation von 

unspezifisch gebundenen Primern.  

 
PCR-Ansatz:    PCR-Programm: 

2,5 µl MgCl2 (25mM)        95°C                 15 min 
2,5 µl 10x Puffer B Solis Biodyne        92°C        30 s 
2,5 µl  dNTP´s (je 2,5 mM)        X°C*         30 s         34 x 
je 1 µl 20 pmol Primer  

(„forward“ und „reverse“) 
72°C       1 min 

2,5 µl Bisulfit-DNA        72°C     10 min 
   1 µl Hotfire Taq Polymerase 5 U/µl 4°C                        ∞ 

ad 14,5 µl Aqua dest.   
 

*Die Anlagerungstemperatur ist abhängig 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 vorgewärmt. 

 

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 adhärent bei 37°C unter 5% CO2 Begasung. 

Die dauerhafte Kultivierung von HEK293T-Zellen erfolgte mit MEM-Medium, dem 

10% FBS zugeführt wurde, sowie 1% NEAA und 1% Penicillin/Streptomycin 

(=Expressionsmedium). Ein Nährmediumwechsel erfolgte in regelmäßigen 

Abständen 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 

zunächst das Medium entfernt, die Zellen mit PBS gewaschen und anschließend für 

2 min bei 37°C mit 2 ml Trypsin-EDTA inkubiert. Die Endopeptidase Trypsin bewirkt 

ein Ablösen der adhärenten Zellen durch Spalten der extrazellulären Proteine. Durch 

Zugabe der doppelten Menge an Medium wird das Trypsin inaktiviert. Nach 

anschließender Zentrifugation (500 g, 2 min) wird das Zellpellet in frischem Medium 

aufgenommen und im gewünschten Passagier-Verhältnis 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 zurückgreifen zu können. 

Dazu wurden die Zellen zuerst mit Trypsin behandelt und abzentrifugiert. Das 

Zellpellet wurde in 1,5 ml Medium, welches zusätzlich DMSO (10%) und FBS (20%) 

enthielt, resuspendiert und direkt in auf Eis gekühlten Kryoröhrchen überführt. 
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Anschließend wurden die Zellen für eine Stunde bei -20°C, danach für 24-48 

Stunden bei -80°C und schließlich für die Langzeitlagerung in flüssigem Stickstoff 

aufbewahrt. 

Zur Rekultivierung der Zellstocks wurden die Zellen bei 37°C im Wasserbad 

aufgetaut, sofort in 8 ml frisches Medium überführt und zentrifugiert. Der Überstand 

wurde zur Entfernung des zellschädigenden DMSO abgenommen, das Zellpellet mit 

frischem Medium vermengt und auf eine Zellkulturschale gegeben. 

 

2.2.2.4  Zellzahlbestimmung 
 

Damit die Zellen zur Transfektion die nötige Konfluenz von 80-90% erreichen und die 

Versuche reproduzierbar sind, wurden die Zellen 24 Stunden zuvor mittels einer 

Neubauer-Zählkammer gezählt. Für 6-well (3,6 cm) Platten wurden 1,1 Mio. Zellen in 

3 ml Medium in jede Vertiefung verteilt. 

 

2.2.2.5 Transfektion  
 

Für die Transfektionen von HEK293T-Zellen wurde Lipofectamine2000 benutzt. 

Lipofectamine2000 ist ein Gemisch aus Lipiden und anderen Komponenten, die DNA 

komplexieren. Dieser Komplex sorgt für das unbeschadete Eindringen der DNA in 

Säugerzellen, die somit mit der gewünschten DNA transfiziert werden. Für eine 

effiziente Transfektion sollten die Zellen eine Konfluenz von 80-90% aufweisen. 

Die Transfektion wurde in 6-well (3,6 cm) Platten durchgeführt. Vor der Transfektion 

wurde ein Mediumwechsel durchgeführt, da das FBS und Antibiotikum in dem 

Standardmedium die Transfektion stören. Dafür wurde das alte Medium 

abgenommen und 2 ml Transfektionsmedium (MEM, ohne Zusätze) pro Vertiefung 

hinzugefügt. Für die Transfektion wurden 10 µl Lipofectamine2000 in 100 µl 

Transfektions-medium (Opti-MEM) vermengt und 5 min bei RT inkubiert. 

Währendessen wurden 4 µg DNA in 100 µl Transfektionsmedium vermengt. Beide 

Ansätze wurden vermischt und 20 min bei RT inkubiert. Anschließend 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 Zusätzen) für 48h inkubiert.  
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2.2.3 Hefe Di-Hybrid-System 
 

Das Hefe Di-Hybrid-System wurde ursprünglich von Fields und Song (1989) 

entwickelt und dient der Identifikation von Protein-Protein-Interaktionen in vivo [95]. 

Die Grundlage für dieses System bilden Transkriptionsfaktoren, die aus zwei 

Domänen definierter Struktur und Funktion bestehen: Die DNA-Bindungsdomäne 

(DNA-BD) erkennt spezifische Sequenzen einer upstream activating sequence 

(UAS), die Aktivierungsdomäne (AD) initiiert den Transkriptionskomplex. Von dem 

Promotor ausgehend erfolgt durch Zusammenwirken dieser Komponenten die 

Transkription der Zielgene. Für 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, gleichermaßen wird 

die „Köder“-cDNA in den sog. Köder-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 enthält neben den 

drei Reportergenen His3, Ade2 und lacZ zusätzlich 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 für Doppeltransformanden. 

 

2.2.3.1 Kultivierung von Hefezellen 
 

Die Hefezellen werden bei -80°C als Glycerin-Stock gelagert (in YPD-Medium mit 

25% Glycerin). Zur Erstellung einer YPD-Stock-Platte wurden mit einem sterilen 

Glasstab ein paar Zellen von der noch gefroreren Oberfläche des Glycerin-Stocks 

abgekratzt und auf einer YPD-Platte ausgestrichen mit Parafilm verschlossen und für 

2-3 Tage bei 30°C  im Brutschrank inkubiert. Die Stock-Platte wurde nie länger als 1 

Monat bei 4°C aufbewahrt.  
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2.2.3.2 Präparation kompetenter Hefezellen 
 

Von der Stock-Platte wurden mehrere 2-3 mm große Kolonien des Hefestammes 

AH109 gepickt und in 1 ml flüssigem YPD resuspendiert. Diese Suspension wurde zu 

50 ml YPD-Medium gegeben und bei 30°C über Nacht geschüttelt (200 UpM). Nach 

dem erreichen der stationären Phase (OD600 > 1,5) wurde die Vorkultur mit YPD-

Medium auf ein Gesamtvolumen von 300 ml verdünnt (OD600 0,3) und weitere 2h bei 

30°C geschüttelt. Nach erreichen einer OD600 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 
 

Für jeden Transformations-Ansatz wurden je 100 ng Plasmid-DNA des Beute- bzw. 

Köder-Vektors zusammen mit 100 µg Träger-DNA (Herings-Sperma-DNA) und 100 

µl kompetenten Hefezellen pipettiert und gut gemischt. Nach Zugabe von 600 µl 

PEG/Lithiumacetat-Lösung wurde der Ansatz für 30 min bei 30°C inkubiert (200 

UpM). Nach der Zugabe von 70 µl DMSO und vorsichtigem invertieren (3-4x), 

erfolgte der Hitzeschock bei 42°C in einem Wasserbad (15 min). Der Ansatz wurde 

anschließend für 2 min auf Eis gekühlt, abzentrifugiert (13000 UpM, RT, 5 s) und das 

Sediment in 500 µl 1xTE-Puffer resuspendiert. Von der Zellsuspension wurden 

anschließend 200 µl auf Selektionsmedium ausgestrichen und für 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-tägiger Inkubation bei 30°C wurden 

die positiven Doppeltransformanden zusätzlich auf  -LEU/-TRP/-HIS- (SDmed) und 

auf –LEU/-TRP/-HIS/-ADE- (SDhigh) Mangelmedien überimpft. Hierzu wurden je 3-4 

Kolonien in 200 µl Aqua dest. resuspendiert und davon je 10 µl auf die drei 

verschiedenen Mangelmedien getropft. Somit diente das Selektionsmedium –LEU/-
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TRP zur Kontrolle und Bestätigung von Doppeltransformanden, während 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 zusätzlichen Mangel von 

Adenin im SDhigh-Medium unterdrückt werden kann. Zudem lässt 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 Trägermembran (z.B. 

Nitrozellulose oder PVDF) übertragen und schließlich mittels Immundetektion 

spezifisch nachgewiesen. Somit erhält man unter anderem Informationen über die 

Größe, Reinheit und die Expressionsmenge eines Proteins. 

 

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

nach ihrer Größe in einem Polyacrylamidgel aufgetrennt werden. 

Nichtkovalente Proteinwechselwirkungen werden durch das anionische Detergenz 

Natriumdodecylsulfat (SDS) zerstört und durch Zugabe von ß-Mercaptoethanol oder 

DTT werden die Disulphidbrücken der Proteine reduziert. Dadurch wird 

gewährleistet, dass das Laufverhalten der Proteine nur durch ihre Masse bestimmt 

wird, da ein SDS-Anion zwei Aminosäuren bindet und die negative Ladung, die das 

Protein dadurch erhält, größer ist als seine Eigenladung. 

Für 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 µl RIPA-Puffer inkl. Proteaseinhibitor aufgeschlossen. In 10 ml RIPA-Puffer 

wurde je eine Tablette Proteaseinhibitor aufgelöst. Ungefähr 20 µg Protein wurden im 

Verhältnis 1:2 mit 2xLaemmli-Ladepuffer dem 5% ß-Mercaptoethanol zugesetzt 

wurde vermengt und für 5 min bei 75°C inkubiert. Als Protein Größen-Standard 

wurden 5 µl „Precision Plus Protein Dual Xtra“ verwendet.  
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Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte mit einem Tris-Glycin/SDS-Laufpuffer 

(1x) bei einer Stromstärke von 200 V für 30 min. 

 

Proteinblotting 
Bei dem Western Blot werden die zuvor im SDS-Gel aufgetrennten Proteine auf eine 

Trägermembran übertragen. Die PVDF-Membran wurde zunächst in Methanol und 

anschließend wie das Whatman-Papier in Transferpuffer eingelegt. Der Transfer 

erfolgte bei 250 mA für 60 min auf Eis. 

 

Immundetektion 
Nach dem Proteintransfer wurde die PVDF-Membran über Nacht bei 4°C in           

5% Milch-TBST inkubiert um freie, unspezifische Proteinbindungsstellen zu 

blockieren. Anschließend wurde die Membran 3 x 5 min mit TBST gewaschen. Die 

Inkubation mit dem ersten Antikörper erfolgte für 60 min bei RT. Nach 3-fachem 

Waschen mit TBST für jeweils 5 min erfolgte die Inkubation mit dem zweiten 

Antikörper für 60 min bei RT. Anschließend wurde die Membran abermals 3 x 5 min 

mit TBST gewaschen.  

Zur HRP-Immundetektion wurde 1 ml Lösung A mit 100 µl Lösung B und 1,3 µl H2O2 

gemischt und auf der Membran verteilt. Die an den zweiten Antikörper gekoppelte 

Meerrettichperoxidase (HRP) oxidiert das in der Detektionslösung vorhandene 

Luminol. Es entsteht eine Chemilumineszenz die detektiert werden kann.  

 

„Stripping“ von Western Blots 
Die PVDF-Membran kann nach der Detektion von den Antikörpern befreit werden um 

anschließend dieselbe Membran mit anderen Antikörpern zu inkubieren. 

Dazu wurde die Membran zweimal für 10 min mit dem „Stripping“-Puffer, 2 x 10 min 

in PBS und schließlich 2 x 5 min mit TBST gewaschen. Die Membran wurde über 

Nacht in 5% Milch-TBST blockiert, 3 x 5 min in TBST gewaschen und danach mit den 

entsprechenden Antikörpern behandelt. 
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2.2.4.2  Immunopräzipitation 
 

Die Immunopräzipitation ist eine Methode um Protein-Interaktionen unter in vivo-

ähnlichen Verhältnissen nachzuweisen. Die zu untersuchenden Proteine werden 

zunächst in einer eukaryotischen Zelllinie überexprimiert. Aus dem entsprechenden 

Zelllysat wird mit Hilfe eines Antikörpers eines der beiden Proteine präzipitiert. Alle 

Proteine die mit diesem Protein direkt interagieren werden kopräzipitiert und können 

dadurch mittels Immunoblot nachgewiesen werden.  

Die Antikörper für die Präzipitation können entweder direkt an das Protein binden 

oder sich gegen ein sogenanntes „tag“ richten. Tags sind kleine Peptid-Epitope die 

man mit der jeweiligen Proteinsequenz fusioniert und überexpremiert. Das Epitop 

eines solchen Tags wird dann spezifisch von einem entsprechenden Antikörper 

erkannt. In dieser Arbeit wurde mit Myc- und Flag-markierten Proteinen gearbeitet. 

Die Immunopräzipitation erfolgte dann mit Agarose-Beads an die ein Anti-Flag-M2 

spezifischer Antikörper gekoppelt wurde (Firma Sigma Aldrich).   

Pro Ansatz wurden 40 µl Anti-Flag-Beads mit 250 µl Zelllysat über Nacht bei 4°C in 

einem Überkopfmischer inkubiert. Am nächsten Tag wurden die Beads 6x mit je 700 

µl eiskaltem PBS gewaschen und das Präzipitat schließlich in 25 µl Laemmli-Puffer 

mit 5% ß-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 Schägger verwendet [96]. Mit 

dieser Methode können 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 durchgeführt. 
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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 für 45 min ultrazentrifugiert. 

Anschließend wurde dem Überstand 5% [w/v] Coomassie Brilliant Blue G250 

zugefügt. Die Proben wurden auf ein 4-16%iges Novex Bis-Tris Gel aufgetragen.  

Der äußere Behälter des Gelträgers wurde mit 1x NativePAGE Anoden Puffer und 

der innere Bereich des Gelträgers mit 1x NativePAGE „DarkBlue“ Kathodenpuffer 

befüllt und bei 150V für 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 

„NativeMARKTMUnstained Protein Standard“ (Invitrogen).  

 

 

Reagenzien Dark Blue Light Blue 
   
NativePAGETMRunning Buffer (20x) 10 ml          10 ml 
NativePAGETM Cathode Additive (20x) 10 ml 1 ml 
Aqua dest.         180 ml        189 ml 

Total Volume         200 ml        200 ml 
 

 
Proteinfärbung und Proteinblotting der 1. Dimension 
Die BN-PAGE wurde immer in einem doppelten Ansatz durchgeführt, so dass ein Gel 

für den Immunoblot weiter verwendet wurde, während das zweite Gel zur direkten 

Visualisierung der Proteine mit Coomassie angefärbt wurde.  

Der Proteintransfer der 1. Dimension erfolgte hier mit einem Semi-dry-System von 

Invitrogen. Die PVDF-Membran wurde zunächst in Methanol und anschließend wie 

das Whatman-Papier und die Schwämme in 1xNuPAGE Transferpuffer eingelegt. Da 

die Proben zuvor mit verschiedenen Digitonin Konzentrationen reduziert wurden, 

wurde dem Transferpuffer ein zusätzliches Antioxidanz zugefügt. Der Transfer 

erfolgte bei 25 V für 60 min auf Eis. 
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Zum fixieren der Proteine wurde die Membran nach dem Transfer für 15 min in 20 ml 

8%ige Essigsäure eingelegt. Eine zusätzliche 10-minütige Inkubation für in 20 ml 

Stripping-Puffer entfernte Überreste von Coomassie Brilliant Blue G250. Die 

Immunodetektion erfolgte nach dem bereits beschriebenen Protokoll (siehe SDS-

PAGE).  

 

Coomassie Färbung  
  
Fixierung 40 ml     Methanol 
 10 ml     Essigsäure 
 50 ml     Aqua dest. 
         
Färbung 30 ml      Methanol 
 10 ml      Essigsäure  

0,02 g     Coomassie R-250 
 60 ml      Aqua dest. 
  
Entfärbung   8 ml       Essigsäure 
 92 ml       Aqua dest. 

 

Präparation und Proteinauftrennung der 2. Dimension 
Die 2D-Gelelektrophorese kombiniert die 1. Dimension der nativen 

Gelelektrophorese mit einer nachfolgenden SDS-PAGE um große Proteinkomplexe 

in die entsprechenden Untereinheiten aufzutrennen.  

Nach der Auftrennung über eine native Gelelektrophorese wurde dieser Gelstreifen 

ausgeschnitten und die darin enthaltenen Proteine und Proteinkomplexe wurden für 

die anschließende SDS-PAGE in drei verschiedenen Lösungen (je 5ml) inkubiert. 

Hierbei werden die Proteine denaturiert und erhalten die erforderliche negative 

Ladung. 

Anschließend 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, während 

die Proteine eines Multiproteinkomplex sich unter der Diagonalen vertikal zueinander 

auftrennen (siehe Abb. 2.7) [97]. 
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Lösungen   
  
Reducing Solution 4,5 ml     1xNuPAGE LDS Sample Buffer 
 0,5 ml      NuPAGE Sample Reducing Agent (10x)  
         
Alkylating Solution   5 ml      1xNuPAGE LDS Sample Buffer 
  28 µl       DMA (=50mM) 
  
Quenching Solution  4 ml       1xNuPAGE LDS Sample Buffer 
  1 ml        Ethanol 
  50 µl       NuPAGE Sample Reducing Agent (10x) 

 

                                     
Abb. 2.7: Zwei-dimensionale BN-PAGE/SDS-PAGE. Proteine und MPCs werden unter nativen 

Bedingungen in der ersten Dimension (BN-PAGE) aufgetrennt. Für die zweite Dimension werden die 

MPCs in dem Gelstreifen mittels SDS denaturiert und anschließend über eine SDS-PAGE separiert. 

Monomere Proteine wandern in einer hyperbolischen Diagonalen entlang des Gelgradienten, während 

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) ermöglicht eine punktweise Beleuchtung des Objektes, durch einen 

Laser der Punkt für Punkt Fluoreszensmoleküle anregt. Jedes einzelne Signal wird 

dann an einem Computer zu einem Bild zusammengesetzt. Mit Hilfe eines 

beweglichen Spiegelsystems wird der Laserstrahl über das Objekt geführt und 

ermöglicht dadurch eine vollständige Abbildung der Fokusebene. Durch den Einsatz 

eines dichroitischen Spiegels lässt sich die optische Anregung von der optischen 
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Detektion trennen und ermöglicht somit die Anwendung von verschiedenen 

Fluoreszensfarbstoffen. Ein sog. Photomultiplier (PMT) verstärkt das Signal wodurch 

bereits sehr geringe Fluoreszenssignale detektiert werden können. 

Das hier verwendete konfokale Mikroskop Olympus Fluoview FV1000 war mit zwei 

Helium-Neon-Lasern (543 nm, 633 nm) verschiedener Anregungswellen  

ausgestattet. 

 

Immunfärbung 
Die auf Glasplättchen in 6-well Platten kultivierten HEK293T-Zellen wurden transient 

mit 800ng/Plasmid transfiziert und für 24h inkubiert. Nach einem Waschschritt mit 

1xPBS erfolgte für 5 min eine Fixierung der Zellen mit 4% Paraformaldehyd (PFA). 

Nach einem erneuten Waschschritt mit 1xPBS wurden die Zellen für 20 min bei RT 

mit einer Blockierlösung (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 über Nacht bei 4°C mit dem 

entsprechenden Primärantikörper inkubiert. Die Verdünnung des Primärantikörpers 

(alle 1:100) erfolgte in einer speziellen Antikörperlösung (1xPBS, 0,1% FBS, 0,1% 

Triton-X-100). Am nächsten Tag wurden die Zellen nach 2-3 Waschschritten mit 

1xPBS erneut für 20 min blockiert. Danach folgte für 2h bei 4°C unter 

Lichtausschluss eine Inkubation mit dem fluoreszenzmarkierten Sekundärantikörper. 

Die Sekundärantikörper (alle 1:1000) wurden ebenfalls in der oben genannten 

speziellen Antikörperlösung verdünnt. Nach einem weiteren Waschschritt mit 1xPBS 

wurden die Zellen für 2-3 min mit einer ToPro3-Lösung (1:8000) benetzt. ToPro3 ist 

ein fluoreszierender Farbstoff der speziell die DNA in den Zellkernen anfärbt und im 

Infrarot-Bereich messbar ist. 

Nach weiteren drei Waschschritten mit 1xPBS wurden die Glasplättchen mit 

Vectashield Mounting Medium auf Objektträgern 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 Präparate in denen die zu untersuchenden Proteine direkt an fluoreszierenden 

Proteinen gekoppelt waren wurden direkt mit der ToPro3-Lösung behandelt, auf 

Objektträger eingeschlossen und an dem konfokalen Mikroskop Olympus Fluoview 

FV1000 untersucht. 
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Mikroskopische Auswertung der zellulären Aggresom-Formation  
Die auf Glasplättchen kultivierten HEK293T-Zellen wurden transient mit einem N-

terminal EGFP-gekoppelten NLRP7 (Wildtyp oder Mutanten) transfiziert. Pro 

Konstrukt wurden je drei Experimente durchgeführt.  

Die an dem konfokalen Mikroskop beobachtete Proteinverteilung wurde in drei 

verschiedene Typen eingeteilt. Für jedes der drei Experimente wurden 4-5 

Sichtfelder/1000Zellen (40er Objektiv) gezählt 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 

einzelsträngiger DNA-Sequenz und einem Sequenzierprimer katalysiert die DNA-

Polymerase (Klenowfragment ohne 3´-5´-Exonukleaseaktivität) den Einbau des zum 

Matrizenstrang komplementären 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 über 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 nächste Nukleotid hinzu pipettiert wird, baut 

die Apyrase überschüssiges 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 hinzugefügt 

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

 

2.2.6.2 Einzelstrang-Präparation für 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 doppelsträngigen 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 

Stränge können in einer NaOH-Lösung entfernt werden. NaOH trennt die 

Wasserstoffbrücken zwischen den DNA-Strängen. In einem speziellen Waschpuffer 

werden die übrigen biotinylierten Stränge wieder neutralisiert und anschließend in 

eine Lösung aus Anlagerungspuffer und Sequenzierprimer überführt. 

Die Einzelstrang-Präparation erfolgt mit einem Vakuum Präparations-Werkzeug. In 

der dazugehörigen Präparations-Station werden 4 Behälter mit 1) 70% Ethanol, 2) 

0,2 M NaOH, 3) Waschpuffer und 4) Aqua dest. befüllt. Währendessen befinden sich 

die Proben auf einem Schüttler um somit die Sedimentation der Streptavidin-Perlen 

und dem daran befestigten PCR-Produkt zu verhindern. Die Proben werden 

schließlich über ein Vakuum von dem Präparations-Werkzeug aufgenommen und in 

der oben aufgeführten Reihenfolge 1) - 3) für jeweils 5 s in die jeweiligen Behälter 

getaucht. Die Perlen haften an dem Werkzeug und die Lösungen  werden über ein 

Schlauchsystem in einen Abfallbehälter überführt. Zuletzt werden die Proben in eine 
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mit Anlagerungspuffer und Sequenzierprimer befüllte „PSQ 96er Wellplate“ überführt 

und auf einem 80 °C heißen Heizblock für 2 min inkubiert. Das Vakuum 

Präparations-Werkzeug wird nach Abgabe der Perlen für 20 s mit Aqua dest. 

gewaschen.  
 

 
Abb. 2.9:  Pyrogramm. Das Pyrogramm zeigt die Methylierung von fünf CpG-Dinukleotiden (gelb 

markiert) innerhalb einer spezifischen Sequenzregion von einer Probe. Die X-Achse zeigt die 

einprogrammierte Nukleotidsequenz. Entsprechend der Sequenzvorlage wird dNTP im Überschuss 

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 

(dATPαS). Das dATPαS wird nur von der DNA-Polymerase jedoch nicht von der 
Luziferase erkannt. Dies vermeidet falsche bzw. zu hohe Peaks. 

Nachdem das Pyrosequenzier-Gerät mit der Probenplatte und der Patrone bestückt 

wurde, beginnt die Reaktionskaskade und nach 45 min können 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 ermöglicht, wie das Pyrosequenzieren, eine quantitative 

Analyse der DNA-Methylierung an spezifischen CpG Dinukleotiden. Das Bisulft-PCR-

Produkt der zu untersuchenden Region, wird über einen ExoI FastAP Enzymverdau 

von überschüssigen PCR-Oligonukleotiden und dNTPs befreit. Nach der SNuPE 

(Single Nukleotid Primer Extension)-Reaktion werden die verlängerten Primer 

anschließend per Ionen-Paar Umkehrphasen Hochleistungs-

flüssigkeitschromatografie (IP RP HPLC) aufgetrennt [98].  

 

Enzymverdau:    Inkubations-Programm: 
0,125 µl ExoI 20 U/ µl        37°C                   15 min 

0,5 µl Fast AP        85°C          15 min 
 0,2 µl  FastAP Puffer        4°C             ∞  

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

 

2.2.7.1 SNuPE (Single Nukleotid Primer Extension)  
 

Bei der SNuPE Reaktion werden Primer entworfen, die das 5´-Ende ausgewählter 

CpG- (bzw. TpG-) Dinukleotide einer Bisulfitsequenz flankieren. Die Primer sind 

identisch zu der Bisulfitsequenz, so dass sie mit dem gegenüberliegenden Strang an 

ein GpC (bzw. ApC) hybridisieren. Das 3´-Ende der Primer wird über mehrere 

Temperaturzyklen in einem Thermozykler mit einem ddCTP oder ddTTP verlängert.  

 
 

SNuPE Reaktion:    SNuPE-Programm: 
2 µl Verdaute Bisulfit-DNA        94°C                   2 min 
2 µl Puffer C Solis Biodyne        92°C          30 s 

  2 µl  MgCl2 (25 mM)        40°C           30 s         70x 
2 µl ddNTP´s (C+T) je 1mM 52°C        10 min 
2 µl Primer F/R (je 12,5 pmol) 4°C              ∞ 

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

Nach der SNuPE Reaktion werden die verlängerten Oligonukleotide nach Größe und 

Hydrophobizität über eine IP-RP-HPLC (WAVE DNA Fragment Analysis System, 

Transgenomics) aufgetrennt. Mit Hilfe einer Injektionsnadel werden 20 µl der Probe 

auf eine Säule überführt. Die negativ geladene DNA bindet über ihre Phosphat- und 

Carbonylgruppen an das Triethylammonium-Kation der TEAA-Lösung (mobile 

Phase). Über die Alkylgruppen am anderen Ende des TEAA-Moleküls wird die DNA 

an der hydrophoben neutralen Polymermatrix aus Polystyrol-Divinylbenzol fixiert 

(stationäre Phase). Nach diesem initialen Bindungsvorgang erfolgt die Ionen-

Umkehrphasenchromatographie. Zwei Pufferlösungen mit einem Acetonitrilanteil von 

9 (Puffer A): 1 (Puffer B) werden durch die Säulenmembran geführt. Durch graduelle 

Zunahme von Puffer B, stellt sich nach 8,1 min ein gleiches Mengenverhältnis ein 

und die DNA-Moleküle lösen sich von der stationären Phase. Ein UV-Detektor misst 

schließlich die Retentionszeit der Oligonukleotide. 

 

                                   
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. 

 

Unverlängerte und verlängerte Primer lassen sich dadurch in einem Chromatogramm 

voneinander unterscheiden. Die mit ddTTP-verlängerten Primer werden durch die 

höhere Hydrophobizität von ddTTP später von der Säule gelöst als die ddCTP-

verlängerten Primer. Jedem Primer können somit 3 Peaks (unverlängert, verlängert 

C, verlängert T) zugeordnet werden, im Idealfall 2 Peaks (verlängert C, verlängert T) 

bei einem vollständigem Verbrauch des eingesetzten Primers (siehe Abb. 2.11). Das 

Verhältnis der Peakhöhe zwischen den verlängerten Primern entspricht dem 

Verhältnis 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 grün dargestellt) Der SNuPE-Reaktionsansatz mit einem Bisulfit-PCR-Produkt zeigt für 

beide Primer drei Peaks: 1) Reste des noch unverbrauchte Primer 2) den C- verlängerten Primer und 

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

 

2.2.8 Protein Modellierung 
 

Die Modellierung des inaktiven und aktivierten NLRP7-Proteins wurde über den 

ITASSER Server durchgeführt [99]. Die Kristallstruktur des mausspezifischen Apaf1-

Proteins (PDB ID: 3SFZ) diente als Vorlage für 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-Domäne [100] 

wurde mit Hilfe des ITASSER Server jede weitere Domäne erneut über eine 

individuelle Modellierung generiert. Die einzelnen Domänen wurden schließlich in 

das Grundgerüst der zuvor generierten vollständigen NLRP7 Struktur eingesetzt.  

Die stereochemischen Qualitäten zwischen dem Modell und der Apaf1-Vorlage 

wurden anhand des MOLPROBITY Servers überprüft [101]. 

Das symmetrische Multimer-Docking erfolgte mit Hilfe des M-ZDock Server. Hier 

diente die aktivierte Struktur von NLRP7 als Vorlage. Aufgrund der vergleichbaren 

Proteingrößen von NLRP7 (1037 AA) und Apaf1 (1248 AA) wurde wie für 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 durchgeführt.  
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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-Domäne mit entsprechenden PAMPs oder DAMPs zu einer 

Konformationsänderung und damit zu einer Freilegung der NACHT-Domäne kommt, 

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-domän-

spezifischen Analyse von NLRP7 die für die Oligomerisierung nötigen 

Interaktionsschnittstellen identifiziert werden. 

Weiterhin sollte der Einfluss von drei BiBM-assoziierten NLRP7 Missense-

Mutationen und eines nicht-synonymen SNP auf mögliche Änderungen der Struktur 

und Konformation des Proteins untersucht werden. 

 

3.1.1 Hefe Di-Hybrid Interaktionsanalysen zur Charakterisierung der 
Oligomerisierungs-Schnittstellen von NLRP7 

 

Für die Bestimmung der Oligomerisierungs-Schnittstellen von NLRP7 wurden 10 

verschiedene NLRP7 cDNA-Konstrukte sowohl in den Beute-Vektor (pGBKT7) als 

auch in den Köder-Vektor (pGADT7) des Gal4-basierten Hefe Di-Hybrid-Systems 

kloniert (siehe Abb. 3.1). Die insgesamt 100 möglichen Kombinationen wurden 

jeweils in den Hefestamm AH109 transformiert und mit entsprechenden 

Selektivmedien auf Interaktion untersucht. 
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Abb 3.1: NLRP7-Konstrukte für die Hefe Di-Hybrid Analyse. Neben dem Wildtyp-Protein 

repräsentieren vier Konstrukte die einzelnen NLRP7-Domänen PYD (PYD-Domäne inkl. Linker), 

NACHT, NAD (NAD-Domäne inkl. dem ersten Leucin Rich Repeat) und die LRR Domäne (enthält alle 

neun Leucin-Rich Repeats). Zudem wurden die fünf Deletionskonstrukte ΔNAD/LRR (ohne NAD und 

LRR), ΔLRR (ohne LRR), ΔPYD/LRR (ohne PYD und LRR), ΔPYD (ohne PYD) und ΔNACHT (ohne 

NACHT Domäne) generiert. Die in dieser Arbeit untersuchten BiBM-assozierten Mutationen sind mit 

Pfeilen (orange) markiert. 

 
 
Alle 100 Reaktionen wurden zunächst über das Selektivmedium SDlow (Fehlen der 

Aminosäuren Trp und Leu; Abb. 3.2 links) auf Doppelexpression geprüft. Nur wenn 

beide Fusionsproteine (GAL-BD/Köder 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 fünf doppelt positive Interaktionen auf dem 

Selektivmedium SDmed (Fehlen der Aminosäuren Trp, Leu und His; siehe Abb. 3.2 

mitte) und drei doppelt positive Interaktionen auf dem Selektivmedium SDhigh 

(Fehlen der Aminosäuren Trp, Leu, His und Ade; siehe Abb. 3.2 rechts).  

Auf SDmed zeigte die NAD - Domäne ein klares Wachstum und somit eine positive 

Interaktion mit den Konstrukten ΔLRR (blauer Kreis), ΔPYD/LRR (grüner Kreis) und 

mit sich selbst (roter Kreis). Außerdem interagierte das Konstrukt ΔLRR mit dem 

Konstrukt ΔPYD/LRR (schwarzer Kreis) und ebenfalls mit sich selbst (gelber Kreis). 
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Abb. 3.2: Interdomän-spezifische Hefe Di-Hybrid Analyse von NLRP7. Alle zehn NLRP7-

Konstrukte wurden jeweils in den Beute-Vektor (pGBKT7) und in den Köder-Vektor (pGADT7) kloniert. 

Die insgesamt 100 möglichen Doppel-Kombinationen wurden in den Hefestamm AH109 transformiert 

und auf Interaktion geprüft. Die Expression der Doppeltransformanten wurde über das 

Selektivmedium SDlow (links) nachgewiesen. Ein Wachstum der Hefezellen auf SDmed (mitte) und 

SDlow (rechts) präsentiert die potentiellen interdomän-spezifischen Interaktionen (farbig eingekreist). 

Durchgezogener Kreis = doppelt positiv, gestrichelter Kreis = einfach positiv. SDmed: NAD::NAD (rot), 

NAD::ΔLRR (blau), ΔLRR::ΔLRR (gelb), NAD::ΔPYD/LRR (grün), ΔLRR::ΔPYD/LRR (schwarz). 

NACHT::NAD und NACHT::ΔLRR (gestrichelt violett), ΔNAD/LRR::NAD und ΔNAD/LRR::ΔLRR 

(gestrichelt braun) Die Interaktion der PYD-Domäne (pGADT7) mit allen NLRP7-Konstrukten 

(pGBKT7) wurde als falsch positiv gewertet. SD high: NAD::NAD (rot), NAD::ΔLRR (blau), 

ΔLRR::ΔLRR (gelb). Alle anderen auf SDmed gezeigten Interaktionen, waren auf SDhigh nicht mehr 

nachweisbar.  

 

    
Abb. 3.3: Positiv- und Negativkontrollen für die interdomän-spezifische Hefe Di-Hybrid 

Analyse. Die zehn NLRP7-Konstrukte in dem Beute-Vektor (pGBKT7) wurden jeweils zusammen mit 

einem leeren Köder-Vektor (pGADT7) in den Hefestamm AH109 transformiert und auf das 

Selektivmedium SDhigh getropft (links). Die zehn NLRP7-Konstrukte in dem Köder-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-Domäne (in 

pGBKT7) führte 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-Domäne (gestrichelt violett) und das 

Deletionskonstrukt ΔNAD/LRR (gestrichelt braun) eine einfach positive Interaktion 

mit der NAD-Domäne und mit dem Deletionskonstrukt ΔLRR.  

Auf dem Selektivmedium SDhigh wurden sowohl die einfach positiven Interaktionen 

(gestrichelte Kreise violett und braun), als auch alle Interaktionen mit dem 

Deletionskonstrukt ΔPYD/LRR (grüne und schwarze Kreise) unterdrückt. Nur die 

NAD-Domäne und das Deletionskonstrukt ΔLRR interagierten weiterhin in allen vier 

möglichen Kombinationen (Kreise in grün, blau und gelb). Das Fusionsprotein GAL-

BD/PYD führte 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-Domäne (NLRP7wt, ΔPYD 

und ΔNACHT) auf beiden Selektivmedien (SDmed und SDhigh) negativ. Die 

Ergebnisse deuten auf ein hohes Interaktionspotential der NAD-Domäne hin, 

welches möglicherweise durch die Anwesenheit der LRR-Domäne unterdrückt 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 für BiBM bereits beschriebenen Mutationen sind auf der speziell dafür 

angelegten Datenbank „Infevers“ für erbliche Autoimmun-Erkrankungen 

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

Um als nächstes den Einfluss BiBM-assozierter Missense-Mutationen auf die 

Struktur und somit auf das Interaktionsverhalten von NLRP7 untersuchen zu können, 

wurden drei bekannte Missense-Mutationen und ein non-synonymer SNP (nsSNP) 

aus dieser Datenbank je nach Lokalisation (Proteindomäne) und Schweregrad bzw. 

Häufigkeit der erfassten und Mutations-assoziierten Blasenmolen ausgewählt. Die 

Mutation L398R befindet sich in der NACHT-Domäne, der nsSNP K511R in der 

NAD-Domäne und die beiden Mutationen R693P und R693W befinden sich in der 

LRR-Domäne. Für die N-terminale PYD-Domäne wurden bislang entweder 
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Nonsense oder Frame-shift-Mutationen beschrieben. Eine homozygote Missense 

Mutation ist für diese Domäne nicht bekannt. 

Die Beute und Köder-Vektoren (pGBKT7 und pGADT7) der vier mutagenisierten 

NLRP7 Konstrukte, das Wildtyp-Konstrukt von NLRP7 und die beiden Deletions-

Konstrukte NAD und ΔLRR wurden in 36 Kombinationen für einen erneute Hefe Di-

Hybrid-Analyse in den Hefestamm AH109 transformiert und auf Interaktion überprüft 

(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-Domäne und dem 

Deletionskonstrukt ΔLRR (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 möglichen Einfluss einer Missense-Mutation auf die 

Proteinstruktur darzustellen. 

 

 
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 ΔLRR geprüft. Das Selektivmedium 

SDlow (links) zeigt die Expression der untersuchten Doppeltransformanten. Auf SDmed und SDhigh 

konnten lediglich die bereits identifizierten Interaktionen NAD::NAD (rot), NAD::ΔLRR (blau) und 

ΔLRR::ΔLRR (gelb) nachgewiesen werden.  
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3.1.3 Verifizierung der NLRP7 Hefe Di-Hybrid Interaktion zwischen der 
NAD-Domäne und dem Deletions-Konstrukt ΔLRR über 
Immunopräzipitation 

 

Die drei potentiellen Interaktionen der SDhigh assoziierten Hefe-Analysen NAD/NAD, 

NAD/ΔLRR und ΔLRR/ΔLRR wurden anschließend mittels Immunopräzipitation 

verifiziert. Hierfür wurden beide Konstrukte jeweils mit einem Myc-Epitop oder einem 

Flag-Epitop markiert, alle vier möglichen Kombinationen in HEK293T-Zellen 

kotransfiziert und für 48h inkubiert. Eine Überexpression aller vier Konstrukte nach 

Einzeltransfektion diente als Negativ-Kontrolle. Die in den Zelllysaten enthaltenen 

Flag-markierten Konstrukte wurden mit Anti-Flag beschichteten Agarose-Beads 

präzipitiert und mit einem Anti-Flag-Antikörper detektiert (Abb. 3.5a IB:α-Flag). Die 

entsprechend Myc-markierten Kopräzipitate wurden mit einem Anti-Myc Antikörper 

detektiert (Abb. 3.5a IB:α-Myc).  

Die NAD-Domäne (13 kD) und das Deletionskonstrukt ΔLRR (68 kD) kopräzipierten 

mit sich selbst und untereinander (Abb. 3.5a IB:α-Myc). Obwohl die Expression der 

NAD-Domäne in HEK293T-Zellen nur sehr schwach nachzuweisen war, konnte 

sowohl das präzipitierte Flag-NAD Monomer (IB:α-Flag) als auch das kopräzipitierte 

Myc-NAD Monomer (IB:α-Myc) mittels Immunoblot bei einer Größe von 13kD 

detektiert werden (Abb. 3.5a - 1.). Ebenso kopräzipitierte die Myc-markierte NAD-

Domäne mit Flag-ΔLRR, sowie das Myc-markierte ΔLRR mit Flag-NAD (Abb. 3.5a - 

2./3.). Weiterhin zeigte das Deletionskonstrukt ΔLRR neben einer sehr starken 

Expression auch eine starke Eigeninteraktion (Abb. 3.5a - 4.). 

Zusätzlich ließ sich bei den beiden Konstrukten NAD und ΔLRR auf dem Immunoblot 

jeweils eine zusätzliche Bande bei 26 kD bzw. zwischen 150-250 kD nachweisen, 

welche vermutlich das Produkt zusätzlicher Aggregat- oder Oligomer-Formationen, 

die bei der zuvor durchgeführten Hitzebehandlung (75°C) für die SDS-PAGE 

entstanden sein könnten. Erstaunlicherweise zeigte die Flag-Immunopräzipitation 

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 kopräzipitierte mit dem 

Flag-markierten NLRP7 (Abb. 3.5b - 1., IB α-Myc). Die Einzeltransfektionen des Myc- 

und Flag-markierten NLRP7 und anschließende Flag-Immunopräzipitationen dienten 

als Negativkontrolle (Abb.3.5b - 2./3.). 
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Abb. 3.5: Verifizierung der Interdomän-spezifischen Interaktionen von NLRP7 mittels 

Immunopräzipitation. a. Der untere Immunoblot visualisiert nach Flag-Immunopräzipitation die 

präzipitierten Flag-markierten NLRP7 Konstrukte NAD und ΔLRR (IP: α-Flag / IB: α-Flag), während 

der obere Blot die kopräzipitierten Myc-markierten Konstrukte NAD und ΔLRR darstellt (Co-IP / IB: α-

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 mitgeführt. b. Nach Flag-Immunopräzipitation mit dem 

Wildtyp-Protein NLRP7 zeigt sich eine starke Eigeninteraktion (Co-IP/IB: α-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 

 

Unabhängig von den Hefe Di-Hybrid Analysen wurde ein in silico Modell der 

aktivierten und nicht-aktivierten NLRP7 Proteinstruktur generiert um potentielle 

strukturelle Veränderungen während der Aktivierung darzustellen. 

Sowohl das aktivierte als auch das inaktivierte Proteinmodell von NLRP7 zeigen 

klare Abgrenzungen zwischen den vier verschiedenen Proteindomänen PYD, 

NACHT, NAD und LRR (Abb. 3.6). 
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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 Domänen 

werden in verschiedenen Farben dargestellt: PYD (rot), NACHT (grün), NAD (magenta) und LRR 

(blau). Vor einer Aktivierung befindet sich die NAD-Domäne im Schutz der LRR-Domäne. Bei 

Aktivierung kommt es zu einer Konformationsänderung des Proteins, welche zu einem Austritt der 

NAD-Domäne aus der sie umgebenden LRR-Domäne führt (schwarze Pfeile). 

 

            
Abb. 3.7: In silico Modell eines NLRP7 Oligomers. Das NLRP7-Oligomer zeigt sieben miteinander 

verbundene NLRP7-Moleküle. Das Ribbon-Modell wurde mit Hilfe eines aktivierten NLRP7-Monomers 

über den MZ-Dock Server generiert (links). Eine Vergrößerung zeigt wie während der 

Oligomerisierung ein Großteil der NAD-Domäne (magenta) zusammen mit einem kleinen Abschnitt 

der LRR-Domäne (blau) des einen NLRP7-Moleküls mit der NACHT-Domäne (grün) eines zweiten 

NLRP7-Moleküls (mitte) interagieren. Die Abbildung ganz rechts zeigt die genauen Interaktions-

Schnittstellen zweier NLRP7-Moleküle (Molekül A & B). 
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Die aktivierte Form von NLRP7 zeigt zwei auffällige strukturelle Veränderungen im 

Vergleich zu dem inaktiven Protein: 1) Während sich die NAD-Domäne (magenta) 

vor einer Aktivierung noch vollständig in dem Schutz der LRR-Domäne (blau) 

befindet, kommt es nach einer Aktivierung zu einer Freigabe der NAD-Domäne. 2) 

Eine gravierende Konformationsänderung führt bei Aktivierung zu einer Verlagerung 

der beiden N-terminalen Domänen PYD (rot) und NACHT (grün) und damit zu einer 

Freilegung von zuvor verborgenen Regionen (Abb. 3.6).  

Eine multimere Kopplung mit dem aktivierten NLRP7-Monomer zeigt, wie während 

der Oligomerisierung die NAD-Domäne und ein kleiner Teil der LRR-Domäne von 

einem NLRP7-Molekül mit der NACHT-Domäne eines zweiten NLRP7-Moleküls in 

Kontakt treten (Abb. 3.7). Ein Großteil der durch die Aktivierung induzierten 

strukturellen Änderungen innerhalb des Proteins, erfolgt in der Nähe dieser Motive 

und demonstriert zusätzlich wie wichtig die Bindung von ADP und Mg2+ für die 

Oligomerisierung des Proteins sind. 

Während sich die NAD-Domäne aus dem Schutz der LRR-Domäne befreit, kommt es 

innerhalb der NAD-Domäne zu einer zusätzlichen Freilegung hydrophober 

Seitenketten (Abb. 3.8 rechts), welche zuvor in der inaktivierten Proteinform nicht 

sichtbar sind (Abb. 3.8 links). Diese intradomän-spezifischen Änderungen weisen 

zusätzlich darauf hin, dass die NAD-Domäne eine Schlüsselkomponente für den 

Oligomerisierungs-/Aktivierungsprozess des Proteins ist. 

 

                                       
Abb. 3.8: In silico Modell der NAD Domäne vor und nach Aktivierung von NLRP7.  Space-filling-

Modell der NAD-Domäne vor (links) und nach Aktivierung (rechts). Die Anfärbung der Oberflächen 

wurde der Kyte und Doolittle Hydrophobizitäts-Skala nachempfunden: Blau angefärbte Moleküle sind 

hydrophil und orange angefärbte Moleküle sind hydrophob. Während sich bei der inaktivierten Form 

noch viele hydrophobe Seitenketten innerhalb der Domäne verbergen, kommt es nach Aktivierung zu 

einer Freigabe dieser Seitenketten an die Oberfläche (siehe schwarze gestrichelte Kreise).    

verborgene hydrophobe 
Aminosäuren-Reste 

Freiliegende hydrophobe 
Aminosäuren-Reste 

Freiliegende hydrophobe 
Aminosäuren-Reste 

inaktive NAD-Domäne aktivierte NAD-Domäne  
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3.1.5 Der Einfluss BiBM-assoziierter NLRP7-Mutationen auf die zelluläre 
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. 

 

 
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 I: diffus verteilt (dunkelgrau), Typ II: angereichert am MTOC 

(hellgrau),Typ III: großes Aggresom (grau). Jedes der drei unten dargestellten Diagramme steht für 

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 ausgezählt.   
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Für jedes einzelne Konstrukt wurden drei verschiedene Transfektionen durchgeführt. 

Weiterhin wurden durchschnittlich 1000 Zellen pro Experiment ausgezählt und 

beurteilt (siehe Anhang A.1 Tab. A.1a). Die Proteinverteilung innerhalb der Zelle 

wurde empirisch in drei verschiedene Erscheinungsbilder eingeteilt: Typ I = diffus 

verteilt, Typ II = angereichert am MTOC, Typ III = große Aggresom-Formation (Abb. 

3.10 oben). Die Summe der jeweils gezählten Zelltypen pro Transfektion wurde 

prozentual auf 100% angeglichen und mit dem Chi-Square Test auf Signifikanz 

überprüft (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 zusätzlich 

zu der zytoplasmatischen Proteinverteilung kleine perinukleäre Aggregate aufwiesen. 

Die restlichen 30% der Zellen wiesen weitaus größere Proteinansammlungen auf, 

deren Durchmesser sich über das gesamte Zytoplasma verteilte.  

 

Im Vergleich zu dem Wildtyp zeigte die Mutation L398R (NACHT-Domäne) in zwei 

von drei durchgeführten Experimenten einen signifikanten Anstieg in der Anzahl von 

Zellen mit großen Aggresom-Formationen (Experiment 1: p=0,0093; Experiment 2: 

p=0,0031) während 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%), während der Anteil an Zellen mit großen Aggresom-Formationen sich um die 

gleichen 20% erhöhte (Exp.1: 50%; Exp.2: 54%). Interessanterweise blieb der Anteil 

an Zellen mit nur kleinen perinukleären Aggregaten an dem MTOC stabil bei 7%. Die 

hier beobachtete Art der Proteinverteilung lässt sich anhand des „Seeding 

Nucleation“ Modells erklären. Die falsche Faltung eines Proteins ist ein 

thermodynamisch ungünstiger und damit langsamer Prozess, der schließlich die 

Grundlage für eine kinetisch günstige Expansion legt. Sobald sich stabile 

Proteinaggregate bilden kommt es zu einer schnellen exponentiellen Anreicherung 

[105]. 

 

Die Mutation R693W (LRR-Domäne) zeigte in allen drei Experimenten eine 

signifikante Zunahme an Zellen mit großen Aggresom-Formationen (Exp. 1: 

p=0,0001; Exp. 2: p=0,0019; Exp. 3: p=0,0062) und eine entsprechende Reduktion 



3. Ergebnisse 

 82 

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%), während sich die Zahl der Zellen mit großen 

Aggresom-Formationen um die entsprechende Menge erhöhte (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 verhält sich die an der gleichen Aminosäure lokalisierte 

Substitution R693P nicht wie die Substitution R693W. Obwohl sich die Mutation an 

der gleichen Position wie die zuvor beschriebene Mutation R693W befindet, ließ 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 großen Aggresom-Formationen und gleichzeitig mehr 

Zellen mit einer diffusen Proteinverteilung. Im Vergleich zum Wildtyp erhöhte sich die 

Zahl der Zellen ohne Proteinaggregate um bis zu 15% (Exp.1: 75%; Exp.2: 74%; 

Exp.3: 74%), während die Zellen mit großen Aggresom-Formationen entsprechend 

abnahm (Exp.1: 20%; Exp.2: 19%; Exp.3: 20%). 
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3.1.6 Identifizierung der juxtanukleären NLRP7-Aggregate nach 
transienter Transfektion 

 

Parallel zu den in Abschnitt 3.1.5 gezeigten mikroskopischen Analysen sollten 

spezifische Zellmarker klären, ob es sich bei der perinukleären 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 abhängig. 

Die Zelle kontrolliert ubiquitinierte Proteinaggregate, indem diese mit Hilfe der an das 

Motorprotein Dynein gebundenen Histondeazetylase HDAC6 über die Mikrotubuli zu 

dem MTOC transportiert und dort in einem von Vimentin eingehüllten Aggresom 

angesammelt werden [107]. Zudem gibt es Studien zu einem sog. „physiologischen“ 

Aggresom, welches die Aktivität der induzierbaren NO Synthase (iNOS) reguliert 

[108]. Für den Nachweis eines Aggresoms wurden hier nach Expression des 

Fusionsprotein EGFP-NLRP7 die zellulären Marker γ-Tubulin, Ubiquitin, 26s 

Proteasom und Vimentin immunologisch angefärbt und auf Kolokalisation mit den 

juxtanukleären Proteinaggregaten untersucht (Abb. 3.9).  

Alle vier Marker kolokalisierten innerhalb der Proteinaggregate. Die Kolokalisation mit 

γ-Tubulin, dem Hauptbestandteil des MTOC war ein erster Hinweis für ein NLRP7 

Aggresom (Abb. 3.9 A-C). Die markante Kolokalisation von Ubiquitin mit den in der 

Zelle entstandenen Proteinaggregaten war ein weiterer Hinweis für 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-I). Neben dem Aggresom gelten JUNQ 

(„juxtanuclear 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 

umhüllt und ist somit ein spezifischer Aggresommarker. Das Protein Vimentin gehört 

zu den Typ3 Intermediärfilamenten und ist Bestandteil des Zytoskeletts. Die 

Kolokalisationsanalysen zeigten eine deutliche Anreicherung und Kolokalisation des 

Vimentins um die juxtanukleären Aggregate (Abb. 3.9 J-L).   
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Abb. 3.9:  Kolokalisations-Analysen von NLRP7 mit Aggresom-spezifischen Zellmarkern. A-C)  

Kolokalisation des EGFP-NLRP7-Aggregats mit γ-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 juxtanukleären Aggregat. J-L) Vimentin 

umschließt und kolokalsiert mit dem juxtanukleären NLRP7-Aggregat. Die Immunfärbung der Erst-

Antikörper γ-Tubulin, Ubiquitin, 26s Proteasom und Vimentin erfolgte mit AlexaFluor 555. Der Zellkern 

wurde mit ToPro3 angefärbt. 

EGFP-NLRP7wt Anti-!-tubulin Merge 

EGFP-NLRP7wt Anti-ubiquitin Merge 

A B C 

D E F 
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3.1.7 In silico Analyse der BiBM-assoziierten NLRP7-Mutationen und ihr 
möglicher Einfluss auf die Oligomerisierung 

 
Nach einer in silico Mutagenese der drei Mutationen und der Non-Synonymen 

Variante ließen sich nach einem Vergleich zu dem Wildtyp-Protein biochemische und 

biophysikalische Unterschiede in der lokalen Umgebung jedes einzelnen 

Basenaustauschs ausmachen (Abb. 3.11).  

 

 
Abb. 3.11:  In silico Analyse BiBM-assoziierter NLRP7-Mutationen. Die betroffenen Aminosäuren 

und ihre lokale Umgebung werden hier jeweils als Wildtyp (linke Seite) und als Mutante (rechte Seite) 

dargestellt. Die Hydrophobizität entspricht der Kyte und Doolittle Skala, blau für hydrophil und orange 

für hydrophob. Die Aminosäure L398 (im Stick-Format dargestellt, roter Pfeil) ist Teil einer großen 

hydrophoben Oberfläche (orange gefärbte Oberfläche,). Die Mutation R398 sticht aus der 

hydrophoben Oberfläche als hydrophile Aminosäure heraus (im Stick-Format, blau). Die lokale 

Umgebung des nsSNP K511R wird als graues Ribbon-Modell dargestellt, während die Aminosäure 

511 im Stick-Format (rot) dargestellt wird. Die Seitenketten (Wasserstoffbrücken und Ionenbindungen) 

sind durch blaue Linien gekennzeichnet. Die Aminosäure R693 und die beiden Mutationen P693 und 

W693 werden als Stick-Format dargestellt (roter Pfeil). Nebenan liegt die bei Oligomerisierung mit der 

NACHT-Domäne interagierende LRR Region (grüner Pfeil). Die Mutation W693 führt lokal zu einer 

deutlichen Zunahme der Hydrophobizität. 
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So zeigt die in der NACHT-Domäne lokalisierte Mutation L398R anstatt eines 

vollständig zur Oberfläche hin exponierten hydrophoben Leucin (magenta; linke 

Seite) ein nur zum Teil exponiertes Arginin (blau; rechte Seite). 

Bei dem in der NAD-Domäne lokalisierten nsSNP K511R kommt es bei einem 

Austausch von Lysin durch Arginin zu einer vermehrten Ausbildung von 

Seitenketten-Bindungen (z.B. Wasserstoffbrücken- und Ionenbindungen). Die 

meisten dieser zusätzlichen Brücken verbinden sich mit Seitenketten der LRR-

Domäne. 

Die in der LRR-Domäne befindlichen Mutationen R693W und R693P führen 

entweder zu einem nicht-konservativen Austausch, bei dem Arginin durch ein 

Oberflächen exponiertes hydrophobes Tryptophan ersetzt wird, oder zu einem 

weniger hydrophoben Austausch mit Prolin, welches jedoch die Helix an der 

Aminosäurenposition 693 durchbricht. 
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3.2 ZBTB16 als neuer potentieller Interaktionspartner von NLRP7 

 

Mutationen in NLRP7 führen bei Frauen zu immer wiederkehrenden Blasenmolen-

Schwangerschaften. Das abnormale Abortmaterial zeigt deutliche Veränderungen 

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-Bindedomäne Einfluss auf die Prägung der DNA 

haben könnte. 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 könnten. 

 
3.2.1 Kommerzielle Hefe Di-Hybrid Analysen zur Identifizierung neuer 

Interaktionspartner 
 
Auf der Suche nach neuen Interaktionspartnern wurden von der Firma Dualsystems  

zwei unabhängige LexA-basierte Hefe Di-Hybrid Analysen durchgeführt. Das 

NLRP7-Protein wurde gegen eine normalisierte humane Transkript-Bibliothek und 

gegen eine ovarielle Transkript-Bibliothek auf Interaktion geprüft. 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 Köder und alle potentiellen Interaktionen wurden bereits von 

der Firma mit entsprechenden Selektivmedien und einem lacZ-Test verifiziert (Abb. 

3.12 unten).  

Neun der 10 Köder wurden von uns erneut sequenziert und analysiert. Eine 

Homologie-Analyse der neun Köder-Sequenzen in BLAST (Basic Local Alignment 

Tool, http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) zeigte für alle Sequenzen eine 100%ige 

Übereinstimmung mit dem C-terminalen Ende des Transkriptionsfaktors ZBTB16 

(PLZF; Abb 3.12 oben). Die Köder enthielten entweder nur Sequenzabschnitte der 

Zinkfinger-Domäne oder zusätzlich Abschnitte der RD2-Domäne von ZBTB16. Der 

Köder 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 Blaufärbung. Alle anderen Köder 

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 durchgeführtes Sequenz-Alignment von neun identifizierten 

Köder-Konstrukten (Prey#1, #3-#10) identifiziert die Zinkfinger-Domäne und den Prolin-reichen 

Abschnitt der RD2-Domäne des Transkriptionsfaktors ZBTB16. Unten: Ergebnisse der LexA-basierten 

ovariellen Hefe Di-Hybrid Analyse von der Firma Dualsystem. Ein Vergleich der Interaktion zwischen 

Köder und NLRP7 mit dem HTX-Assay (lacZ-Test zur Messung der ß-Galactosidase-Aktivität) und 

dem Wachstum auf SDhigh identifiziert Prey#1 als den stärksten 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 Köder-

Vektor pGADT7 auf Interaktion geprüft (Abb. 3.12). Zu den NLRP7-Konstrukten 

zählen NLRP7 Wildtyp, die vier einzelnen Domänen (PYD, NACHT, NAD, LRR) und 
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fünf verschiedene Deletionskonstrukte (ΔNAD/LRR, ΔLRR, ΔPYD/LRR, ΔPYD und 

ΔNACHT). 

Die Hefe Di-Hybrid Analyse zeigte auf dem Selektivmedium SDhigh unterschiedlich 

starke Interaktionen zwischen ZBTB16 und den NLRP7-Konstrukten NAD, 

ΔNAD/LRR, ΔLRR, und ΔPYD/LRR (Abb. 3.13).  

 

 
Abb. 3.13: Hefe Di-Hybrid Interaktions-Analyse zwischen ZBTB16 und verschiedenen NLRP7-

Konstrukten. 10 verschiedene in dem Ködervektor pGADT7 befindliche NLRP7-Konstrukte (rechts 

dargestellt) wurden jeweils zusammen mit ZBTB16 Wildtyp in den Hefestammm AH109 transformiert  

und über 4 Tage (d1-4) auf dem Selektivmedium SDhigh auf Interaktion geprüft. Die beiden NLRP7-

Konstrukte NAD und ΔLRR interagieren stark mit ZBTB16, während ΔNAD/LRR und ΔPYD/LRR eine 

schwächere Interaktion aufweisen. NLRP7 Wildtyp zeigt keine Interaktion mit ZBTB16. Die 

Eigeninteraktion von ZBTB16 diente als Positivkontrolle. 

 

Die NAD-Domäne und das Deletionskonstrukt ΔLRR 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 

ΔNAD/LRR und ΔPYD/LRR führen hingegen zu einer schwächeren Interaktion mit 

ZBTB16 und zeigen erst ab Tag 4 ein leichtes Wachstum der Hefezellen auf SDhigh. 

Eine Interaktion zwischen den beiden Volllängen-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, ΔPYD, und 

ΔNACHT zeigten kein Hefe-Wachstum auf SDhigh. 

Die beiden hier positiv reagierenden NLRP7-Konstrukte NAD und ΔLRR führten 

bereits in dem interdomän-spezifischen Hefescreen (Abschnitt 3.1.1) zu einer hohen 

Reaktivität untereinander, wohingegen die hier beobachtete Interaktionen mit den 
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NLRP7-Konstrukten ΔNAD/LRR und ΔPYD/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 über seine N-terminale BTB-Domäne Homodimere bildet und darüber seine 

transkriptionelle Repression ausübt [110]. 

Alle positiven Interaktionen zwischen ZBTB16 und den drei Deletionskonstrukten, 

ΔNAD/LRR, ΔLRR und ΔPYD/LRR weisen darauf hin, dass die NACHT-Domäne 

eine entscheidende Schnittstelle für die Interaktion der beiden Proteine sein könnte, 

während die Anwesenheit der LRR-Domäne bzw. die Abwesenheit der NACHT-

Domäne (siehe NLRP7, ΔPYD und ΔNACHT) diese Interaktion unterdrückt.  

 

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

 

KHDC3L ist neben NLRP7 das zweite für BiBM verantwortliche maternale Effektgen. 

Aufgrund eines zu NLRP7 ähnlichen Expressionsprofils während der Oogenese und 

einer gezeigten Kolokalisation beider Proteine an dem MTOC in einer 

lymphoblastären Zelllinie, sollte in dem hier angewandten Hefe Di-Hybrid System 

eine mögliche direkte Interaktion beider Proteine überprüft werden [63,64]. Die cDNA 

von KHDC3L wurde wie zuvor für ZBTB16 in den Beutevektor pGBKT7 kloniert und 

gegen die 10 verschiedenen NLRP7-Konstrukte auf Interaktion geprüft (Abb. 3.14). 

Lediglich die NAD-Domäne zeigte zusammen mit KHDC3L ab dem zweiten Tag ein 

stetiges Wachstum der Hefezellen auf SDhigh. Alle anderen neun NLRP7-Konstrukte 

führten zu keiner Interaktion mit KHDC3L. 

Wie schon in Abschnitt 3.1.4 gezeigt werden konnte, ist die NAD-Domäne in Bezug 

auf Protein-Protein-Interaktionen eine hochreaktive Schlüsselkomponente. So 

induziert diese sowohl in der interdomän-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 Ködervektor pGADT7 befindliche NLRP7-Konstrukte (rechts 

dargestellt) wurden jeweils zusammen mit KHDC3L in den Hefestammm AH109 transformiert und 

über 4 Tage (d1-4) auf dem Seletivmedium SDhigh auf Interaktion geprüft. Nur die NAD-Domäne 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 

durchgeführten Hefe-Analysen zeigten keine Interaktion zwischen den beiden 

Volllängen-Konstrukten NLRP7 und ZBTB16.  

Die Hefe-Analyse von ZBTB16 (pGBKT7) gegen je eines der vier mutagenisierten 

NLRP7-Konstrukte (pGADT7) zeigte allein für den Aminosäurenaustausch L398R 

eine positive Interaktion zwischen den beiden Volllängen-Konstrukten mit einem 

Wachstum der Hefezellen auf SDhigh ab dem dritten Tag (Abb 3.15). Die Mutation 

befindet sich in der NACHT-Domäne des NLRP7-Proteins was darauf hindeutet, 

dass dies eine entscheidende Interaktions-Schnittstelle zwischen beiden Proteinen 

sein könnte.  

Die restlichen drei NLRP7-Sequenzvariationen K511R (NAD-Domäne), R693P und 

R693W (LRR-Domäne) 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 ΔLRR 

wurden als Positiv-Kontrollen mitgeführt. Genauso wie die Eigeninteraktion von 
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ZBTB16. Die Interaktions-Analyse zwischen ZBTB16 und einem leeren Prey-Vektor 

(pGADT7-Ø) diente als Negativ-Kontrolle 

 

 
Abb. 3.15: Hefe Di-Hybrid Interaktions-Analyse zwischen ZBTB16 und vier BiBM-assoziierten 

NLRP7-Mutationen. NLRP7 Wildtyp, NAD, ΔLRR und die vier mutagenisierten NLRP7-Konstrukte 

L398R, K511R, R693P und R693W (siehe Pfeile, orange) wurden jeweils zusammen mit ZBTB16 

(pGBKT7) in den Hefestammm AH109 transformiert und über 4 Tage (d1-4) auf dem Seletivmedium 

SDhigh auf Interaktion geprüft. Das NLRP7-Konstrukt mit der in der NACHT Domäne lokalisierten 

Missense-Mutation L398R führte zu einer positiven Interaktion mit ZBTB16. NLRP7 Wildtyp und die 

anderen drei Mutationen zeigten keine Interaktion. Der leere Köder-Vektor pGADT7-Ø dient als 

Kontrolle und zeigt keine falsch positive Interaktion mit ZBTB16 (pGBKT7). NAD, ΔLRR und ZBTB16 

(alle pGADT7) zeigen die erwartete Interaktion bzw. Eigeninteraktion mit ZBTB16 (pGBKT7). 

 

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

ZBTB16 mittels Immunopräzipitation 
 

Alle bisher durchgeführten Interaktionsanalysen basieren auf dem Modellsystem der 

Hefe. Demnach sind entsprechende Verifikationsanalysen in Säugerzellen 

unerlässlich. Alle bereits in der Hefe untersuchten NLRP7-Konstrukte wurden in 

einen säugerzell-spezifischen Vektor (pcDNA3.1-Flag) kloniert und dadurch N-

terminal mit einem Flag-Epitop markiert. Gleichermaßen wurde die cDNA von 

ZBTB16, fünf 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-Domäne von NLRP7 
 
Zunächst wurde eine Interaktions-Analyse zwischen dem Volllängen-Konstrukt 

ZBTB16 und den neun verschiedenen NLRP7-Konstrukten NLRP7, NACHT, LRR, 

ΔNAD/LRR, ΔLRR, ΔPYD/LRR, ΔPYD, ΔPYD/NACHT, ΔNACHT  in HEK293T-

Zellen durchgeführt (Abb. 3.16). Nach entsprechender Ko-Expression wurden die 

verschiedenen NLRP7-Konstrukte mit einem Anti-Flag-Antikörper präzipitiert (Abb. 

3.16, IP: α-Flag) und nach einem Immunoblot mit einem Anti-Myc-Antikörper (Abb. 

3.16, IB: α-Myc) auf Kopräzipitation von ZBTB16 geprüft (Positiv- 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 Säugerzellen nachweisbar. Dies 

lässt sich vermutlich dadurch erklären, dass es in den HEK293T-Zellen zu einer 

Aktivierung/Konformationsänderung des NLRP7-Proteins kommt (siehe Abschnitt 

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

kommt es wahrscheinlich nicht zu dieser Konformationsänderung.  

 

 
Abb. 3.16: Verifizierung der Hefe Di-Hybrid Interaktion von NLRP7 und ZBTB16 mittels 

Immunopräzipitation. Neun N-terminal Flag-markierte NLRP7-Konstrukte (siehe rechts) wurden 

jeweils zusammen mit dem C-terminal myc-markierten ZBTB16 in HEK293T-Zellen kotransfiziert. 

Nach geprüfter Expression von ZBTB16 (Input/IB:α-Myc) wurden die NLRP7-Konstrukte über Anti-

Flag beschichtete Agarose-Beads präzipitiert (IP:α-Flag). Das ZBTB16-Kopräzipitat wurden mit einem 

Antikörper gegen Myc detektiert (Co-IP/IB:α-Myc, roter Kasten). Negativkontrollen siehe Abb 3.17. 
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Abb. 3.17: Positiv- und Negativkontrollen der Flag-Immunopräzipitation. Als Negativkontrolle 

wurde jedes der neun Flag-markierten NLRP7-Konstrukte zusammen mit einem leeren Myc-Vektor in 

HEK293T-Zellen kotransfiziert und mit Anti-Flag präzipitiert (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 durchgeführten 

Flag-IPs als Positivkontrolle. 

 

Die beiden NLRP7 Deletionskonstrukte ΔLRR und ΔPYD zeigten nach ihrer 

Präzipitation eine starke Interaktion mit ZBTB16. Dies deutet darauf hin, dass die 

Interaktion vermutlich nicht oder nicht nur von den beiden NLRP7-Domänen LRR 

und PYD induziert wird. 

Weiterhin kopräzipitierte ZBTB16 etwas schwächer mit der einzelnen NACHT 

Domäne und mit dem Deletionskonstrukt ΔNAD/LRR. 

Die Präzipitationen der Deletionskonstrukte ohne NACHT-Domäne (ΔPYD/NACHT 

und ΔNACHT) zeigten hingegen eine sehr schwache Interaktion mit ZBTB16 und 

wurden daher als negativ gewertet.  

Die sehr schwache Interaktion zwischen ΔPYD/LRR lässt sich durch den Einsatz an 

geringer Proteinmenge von ZBTB16 in diesem Experiment erklären. Wiederholte 

Flag-IP-Experimente zwischen ΔPYD/LRR und ZBTB16 zeigten ansonsten ebenfalls 

eine positive Interaktion (Daten sind hier nicht aufgeführt). 

Die Präzipitation der einzelnen C-terminalen LRR-Domäne des NLRP7-Proteins 

zeigte keine Interaktion mit ZBTB16. 

Die Analyse der beiden einzelnen NLRP7-Domänen PYD und NAD wurde aus 

diesem Experiment ausgeschlossen, da die Expression der einzelnen Domänen zu 

schwach war um einen quantitativen Vergleich zu den anderen Experimenten 

durchführen zu können. 
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Zusammenfassend weisen die in diesem Immunopräzipitations-Experiment 

durchgeführten Interaktionsanalysen auf eine bevorzugte Bindungsaffinität zwischen 

ZBTB16 und der NACHT-Domäne von NLRP7 hin. 

 

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

Zusätzliche Flag-IP Analysen mit fünf 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 Domänen, es besitzt eine N-terminale BTB/POZ Domäne, 

eine RD2-Domäne die sich wiederum in drei Abschnitte unterteilt 

(Acidic/Intermediär/Prolin-rich) und eine C-terminale DNA-bindende Zinkfinger 

Domäne mit neun Zinkfingern (siehe auch Abb. 3.16 rechts oben). Sowohl die BTB- 

als auch  die Zinkfinger-Domäne besitzen die Fähigkeit mit Proteinen zu interagieren 

[111]. Die Deletionskonstrukte ZBTB16_del1-3 wurden nach dem Schema der Drei-

Domänen-Struktur von ZBTB16 generiert. Dabei entspricht ZBTB16_del4 dem 

Köder-Konstrukt aus der Hefe Di-Hybrid Analyse (Prey#1) und das dem del4 

ähnliche 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) näher charakterisieren. 

Die Expression der einzelnen NLRP7-Domänen erwies sich oftmals als schwach und 

instabil. Daher wurden die Präzipitations-Analysen auf die fünf Konstrukte NLRP7, 

ΔNAD/LRR, ΔLRR, ΔPYD und ΔNACHT reduziert. 

Neben den Deletionskonstrukten von ZBTB16 sollte eine Immunopräzipitation mit 

KHDC3L prüfen, ob die zuvor in Hefe durchgeführten Experimente zwischen NLRP7 

und KHDC3L eine mögliche Proteininteraktion unterdrücken, die jedoch in HEK293T-

Zellen nachweisbar ist. 

Die fünf Myc-markierten ZBTB16-Konstrukte und das Volllängen-Konstrukt KHDC3L 

wurden je mit einem der fünf Flag-markierten NLRP7-Konstrukte in HEK293T-Zellen 

kotransfiziert und für 48h inkubiert. Die Flag-markierten NLRP7-Konstrukte wurden 

wie zuvor über einen Flag-spezifischen Antikörper präzipitiert (Abb. 3.18; 

Negativkontrollen und vollständige 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 

Immunopräzipitation. Fünf Flag-markierte NLRP7-Konstrukte (siehe oben links) wurden jeweils 

zusammen mit fünf myc-markierten ZBTB16-Deletionskonstrukten (del1-5) oder KHDC3L (siehe oben 

rechts) in HEK293T-Zellen kotransfiziert. Nach geprüfter Expression von ZBTB16_del1-5/KHDC3L 

(Input/WB:α-Myc) wurden die NLRP7-Konstrukte über Anti-Flag beschichtete Agarose-Beads 

präzipitiert (siehe Abb. 3.20). Das ZBTB16- bzw. KHDC3L-Kopräzipitat wurde mit einem Antikörper 

gegen Myc detektiert (Flag-IP/WB:α-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-Domäne und der N-terminale BTB-Domäne (ZBTB16_del2) könnte ein 

Hinweis für mehrere mit NLRP7 interagierende Proteinabschnitte sein. 

Die NLRP7 Deletions-Konstrukte ΔNAD/LRR, ΔLRR, ΔPYD zeigten ein ähnliches 

Interaktionsschema wie das NLRP7 Wildtyp-Protein. Alle drei NLRP7 

Deletionskonstrukte interagierten, bis auf ZBTB16_del2, mit allen ZBTB16-

Konstrukten.  
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Die Präzipitation von NLRP7ΔNACHT, dem einzigen NLRP7-Konstrukt ohne NACHT 

Domäne, führte bei allen ZBTB16-Konstrukten nur zu einer schwachen 

Kopräzipitation. 

Von den beiden IP-Experimenten ZBTB16_del4/NLRP7ΔLRR und 

ZBTB16_del5/NLRP7ΔPYD wurde lediglich letzteres als negativ gewertete. Die  

schwache Kopräzipitation von ZBTB16_del4 mit ΔLRR resultiert hier aus der 

schwachen Expression des Interaktionspartners ZBTB16_del4 (siehe Input) Abb. 

3.18). Die schwache Interaktion zwischen ZBTB16_del5 und ΔPYD hingegen, lässt 

vermuten, dass ZBTB16 nicht nur mit der NACHT-Domäne sondern auch mit der 

PYD-Domäne von NLRP7 eine direkte Bindung eingeht.  

 

 

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

Negativkontrolle diente eine Einzeltransfektionen der fünf verschiedenen ZBTB16 Deletions-

konstrukte.  Die Konstrukte zeigten nach einer Flag-Immunopräzipitation keine falsch positive 

Interaktion mit den Agarose-Beads. 
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Abb. 3.20: Immunopräzipitationsanalysen zwischen NLRP7, ZBTB16_del1-5 und KHDC3L 
(Vollständige Daten). siehe auch Abb. 3.18. 
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3.2.6 Nachweis von NLRP7 und ZBTB16 in einem Multiproteinkomplex  
 
Für verschiedene NLR-Proteine konnte bereits gezeigt werden, dass sie Teil eines 

Multiproteinkomplex sind. Auch für 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 anschließende Formation des Inflammasoms nicht möglich ist.  

Mit Hilfe einer nativen Gelelektrophorese (Blue Native PAGE) sollte die 

Inflammasom-unabhängige NLRP7-Oligomerisierung nachgewiesen werden. 

Weiterhin sollte eine Koexpression mit ZBTB16 prüfen, ob ZBTB16 Teil dieses 

Multiproteinkomplexes ist.                                                           

 

                                    
 
Abb. 3.21: Native Gelelektrophorese von NLRP7 und ZBTB16. Die oberen beiden Abbildungen 

(BN-PAGE 1D) präsentieren die erste Dimension einer zweidimensionalen BN-PAGE. Nach 

Koexpression in HEK293T-Zellen befinden sich beide Proteine in einem 480kD großen 

Proteinkomplex. Die Proteinkomplexe wurden über verschiedene Detergenz-Konzentrationen (1 - 2,5 

% Digitonin) aus den Zellen gelöst. Das Flag-markierte NLRP7 erscheint in der ersten Dimension als 

ein langer „Schmier“ zwischen 480-1200 kD (BN-PAGE 1D/IB:α-Flag), während ZBTB16 nur als 

markante Linie bei einer Größe von 480 kD sichtbar wird (BN-PAGE 1D/IB:α-Myc). Die unteren beiden 

Abbildungen (BN-PAGE 2D) präsentieren die zweite Dimension. Durch die Auftrennung der ersten 

Dimension über eine SDS-PAGE erscheint NLRP7 als dünne leicht gebogene Linie bei 113kD (BN-

PAGE 2D/IB:α-Flag), während ZBTB16 als Punkt bei 75 kD (BN-PAGE 2D/IB:α-Myc) vertikal darunter 

liegt. 
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Beide Proteine, NLRP7 (Flag-markiert) und ZBTB16 (Myc-markiert) wurden 

zusammen in HEK293T-Zellen überexprimiert und über verschiedene Digitonin-

Konzentrationen (1-2,5%), aus den Zellen herausgelöst. Nach Ultrazentrifugation 

wurden die noch intakten Proteinkomplexe über eine native Gelelektrophorese 

aufgetrennt (Abb 3.21). 

In der ersten Dimension erschien NLRP7 auf dem Immunoblot als weitläufiger 

Multiproteinkomplex bei einer Größe von 480-1000 kD (Abb. 3.21, IB: α-Flag), 

während ZBTB16 als scharfe Bande bei 480 kD sichtbar wurde (IB: α-Myc).  

In einer nachfolgenden zweiten Dimension wurde der Multiproteinkomplex der ersten 

Dimension über eine SDS-PAGE in seine Untereinheiten aufgetrennt. 

Die Proteine ließen sich nach Denaturierung entsprechend bei 113 kD (NLRP7) und 

bei 75 kD (ZBTB16) nachweisen. Während NLRP7 als dünne (leicht gebogene) Linie 

sichtbar wurde, konnte ZBTB16 als scharfer Punkt direkt unterhalb von NLRP7 

nachgewiesen werden.     

Beide Proteine sind Teil eines 480 kD großen Multiproteinkomplex. Die 

hochmolekularen NLRP7-Oligomere lassen sich bis zu einer Größe von 1000 kD  

nachweisen, während 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 zelluläre Verteilung beider Proteine auswirkt. 

Für das Protein ZBTB16 ist bereits bekannt, dass dieses in sog. nukleären 

„Speckles“ lokalisiert. Speckles sind spezielle nukleäre Organellen, die wichtige 

Faktoren für die Prozessierung der prä-mRNA oder den Transport von RNA 

enthalten. Mehrere Studien konnten zudem zeigen, dass transkriptionell aktive Gene 

bevorzugt neben nukleären 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 für das Protein typische 

Lokalisation in den nukleären 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 juxtanukleären 

Akkumulation führte (Abb. 3.22 C; siehe auch Abschnitt 3.1.5 & 3.1.6). Die gleiche 

zelluläre Verteilung konnte für das C-terminal mit DsRed2 markierte NLRP7-Protein 

beobachtet werden, obwohl sich die Fluoreszenz hier deutlich schwächer 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-

Domäne Einfluss auf die Konformation des Proteins haben könnte. 

 

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

A u. B) Zelluläre Lokalisation des N-terminal EGFP- und C-terminal DsRed2-markierten ZBTB16. 

Beide Konstrukte lokalisieren in nukleären Speckles. C u. D) Zelluläre Lokalisation des N-terminal 

EGFP- und C-terminal DsRed2-markierten NLRP7. Beide Konstrukte lokalisieren diffus im Zytoplasma 

mit zusätzlichen juxtanukleären Proteinaggregaten. E-H) Juxtanukleäre Kolokalisation von EGFP-

NLRP7 mit ZBTB16-DsRed2. I-L) Juxtanukleäre Kolokalisation von NLRP7-DsRed2 mit EGFP-

ZBTB16. Alle Untersuchungen wurden in HEK293T-Zellen durchgeführt. Der Nukleus wurde mit 

ToPro3 angefärbt.  

Eine Koexpression beider Proteine führte zu einer Kolokalisation von ZBTB16 und 

NLRP7 in den für NLRP7 typischen juxtanukleären Aggregaten. Sowohl das N-
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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 nukleären Speckles führte. 

Neben den beobachteten zytoplasmatischen Protein-Aggregaten, führten die beiden 

Fusionsproteine EGFP-NLRP7 und ZBTB16-DsRed2 zu einem nukleären Import von 

NLRP7 und dessen Kolokalisation mit ZBTB16 in den Speckles (Abb. 3.22 A-D). 

Diese nukleäre Kolokalisation zeigte sich jedoch nur in den Zellen mit einer noch 

ausgewogenen Expression beider Proteine. Sobald sich in den Zellen juxtanukleäre 

Aggregate formten, führte dies augenscheinlich zu einem nukleären Export beider 

Proteine. Für die beiden Fusionsproteine NLRP7-DsRed2 und EGFP-ZBTB16 trat 

diese nukleäre Kolokalisation nicht in Erscheinung. Hier könnte jedoch die bereits 

erwähnte C-terminale Fusion von DsRed2 mit NLRP7 ein Störfaktor für die 

Interaktion mit ZBTB16 und dem daraus resultierenden nukleären Import sein. 

 

 
Abb. 3.23:  Kolokalisation von EGFP-NLRP7 und ZBTB16-DsRed2 in nukleären Speckles. A-D) 

EGFP-NLRP7 und ZBTB16-DsRed2 kolokalisieren in den nukleären 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 Färbung nach einem übereinanderlegen der Bilder kaum 

sichtbar ist.  

 
Zusätzliche 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 Größe 

von nur 25 kD, diffundiert es auch ohne ein nukleäres Lokalisationssignal in den 

Zellkern (Abb. 3.24 A & B). Eine Koexpression mit ZBTB16-DsRed2 führte zu einer 

Akkumulation der EGFP-Moleküle in den nukleären 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 könnte.  
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Abb. 3.24: Zelluläre Verteilung des EGFP. Nach einer Einzeltransfektion des leeren EGFP-Vektors, 

zeigt das grünfluoreszierende Protein eine diffuse Verteilung in dem Zytoplasma und dem Nukleus 

einer HEK293T-Zelle. 

 

    
Abb. 3.25: Kolokalisationsanalysen von EGFP mit ZBTB16-DsRed2. Eine Kotransfektion von 

EGFP mit ZBTB16-DsRed2 in HEK293T-Zellen führt zu einer nukleären Akkumulation des 

grünfluoreszierenden 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 überexprimiert. Anschließend wurde NLRP7 mit einem spezifischen 

Erstantikörper (Anti-NLRP7) und einem grünfluoreszierenden Zweitantikörper 

(AlexaFluor488) angefärbt (Abb. 3.26).  

Die Einzeltransfektion von Flag-NLRP7 zeigte nach der NLRP7-spezifischen 

Immunfärbung 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 juxtanukleären 

Akkumulationen. Die Koexpression von Flag-NLRP7 mit ZBTB16-DsRed2 

präsentierte zunächst das gleiche Ergebnis wie die zuvor mit dem Fusionsprotein 

EGFP-NLRP7 durchgeführten Experimente. Neben Zellen mit einer juxtanukleären 

Kolokalisation beider Proteine zeigten sich Zellen mit einer augenscheinlichen 

nukleären Kolokalisation beider Proteine in den Speckles (Abb. 3.26 E-H). Ein 

Kontrollexperiment bei dem ZBTB16-DsRed2 alleine in HEK293T-Zellen 

überexprimiert und die Zellen anschließend mit Anti-NLRP7 (AlexaFluor488) 
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angefärbt wurden, präsentierte jedoch eine falsch positive Interaktion des Antikörpers 

mit dem rotfluoreszierenden Protein DsRed2. Weitere Tests mit anderen DsRed2 

Fusionsproteinen bestätigten die Kreuzreaktion des Antikörpers mit DsRed2 (Abb. 

hier nicht aufgeführt). 

 

          
Abb. 3.26: Kolokalisationsanalysen von Flag-NLRP7 und ZBTB16-DsRed2. A-D) Nach 

Überexpression des Flag-markierten NLRP7 wurde das Protein spezifisch mit einem Antikörper gegen 

NLRP7 (Anti-NLRP7) und einem grünfluoreszierenden Zweitantikörper (AlexaFluor488) angefärbt. Die 

Proteinverteilung ist vergleichbar mit dem Fusionsprotein EGFP-NLRP7. E-H) Eine Koexpression von 

Flag-NLRP7 und ZBTB16-DsRed2 zeigt sowohl Zellen mit einer juxtanukleären Kolokalisation beider 

Proteine als auch Zellen mit einer Kolokalisation beider Proteine in den nukleären Speckles. I-L) Die 

Einzeltransfektion von ZBTB16-DsRed und anschließende Immunfärbung mit Anti-NLRP7 

(AlexaFluor488) demonstriert die falsch positive Reaktion des NLRP7-spezifischen Antikörpers mit 

DsRed2. 

 

Zuletzt bestätigte eine Kotransfektion des Fusionsprotein EGFP-ZBTB16 mit Flag-

NLRP7 die falsch positive Kolokalisation beider Proteine in den nukleären Speckles 

(Abb. 3.27 A-D). Eine Immunfärbung mit dem NLRP7-spezifischen Antikörper und 

dem Zweitantikörper AlexaFluor594 visualierte die Kolokalisation beider Proteine im 

Zytoplasma und in dem juxtanukleären Aggregat, wohingegen der angenommene 

nukleäre Import von NLRP7 nicht nachweisbar war (Abb. 3.27 A).   
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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 Antikörper gegen NLRP7 (Anti-NLRP7) und einem rotfluoreszierenden 

Zweitantikörper (AlexaFluor594) angefärbt. Die Proteine kolokalisieren im Zytoplasma und in einem 

juxtanukleären Aggregat. Ein nukleärer Import von NLRP7 war jedoch nicht nachweisbar (siehe A). 

 

In einem weiteren Experiment sollte das endogene ZBTB16 Protein in HEK293T- 

Zellen mit einem spezifischen Erstantikörper gegen ZBTB16 und einem 

rotfluoreszierenden Zweitantikörper (AlexaFluor555) angefärbt werden. Die Färbung 

zeigte das endogene Protein in den typischen nukleären Speckles (Abb. 3.21 A) 

Eine Überexpression von EGFP-NLRP7 führte zu einem nukleären Export des 

endogenen ZBTB16 und zu einer Kolokalisation beider Proteine im Zytoplasma und 

in einem juxtanukleären Aggregat (Abb. 3.27 B-D). Eine Kolokalisation zwischen 

EGFP-NLRP7 und dem endogenen ZBTB16 in den nukleären Speckles konnte 

jedoch nicht detektiert werden. 

 

      
Abb. 3.28: Zytoplasmatische Kolokalisation von EGFP-NLRP7 mit dem endogenen ZBTB16. A) 

Immunfärbung von HEK293T-Zellen mit einem ZBTB16-spezifischen Erstantikörper und einem 

rotfluoreszierenden (AlexaFluor555) Zweitantikörper. Das endogene ZBTB16 zeigt die für das Protein 

typische Lokalisation in den nukleären Speckles. B-D) Eine  Überexpression von EGFP-NLRP7 führt 

bei dem endogenen ZBTB16 zu einem nukleären 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 

juxtanukleäre Lokalisation des GFP-markierten Proteins KHDC3L in HEK293T- 

Zellen. Immunfärbungen mit einem spezifischen Antikörper gegen KHDC3L konnten 

diese Lokalisation sowohl nach Überexpression als auch für das native Protein 

bestätigen und zeigten zudem eine Kolokalisation mit dem überexprimierten Flag-

markierten NLRP7 [64]. 

Die in dieser Arbeit durchgeführten direkten Interaktionsanalysen mit dem Hefe Di-

Hybrid-System und mittels Immunopräzipitation 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 überprüft werden 

(Abb. 3.29). 

Die Einzeltransfektion des C-terminal mit DsRed2 markierten KHDC3L zeigte eine 

diffuse Verteilung im Zytoplasma mit einer juxtanukleären Akkumulation. Zusätzlich 

führte 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, 

führte sowohl im Zytoplasma als auch in den bereits beschriebenen juxtanukleären 

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

 

 
Abb. 3.29: Kolokalisationsanalysen von EGFP-NLRP7 mit KHDC3L-DsRed2. A) Zelluläre 

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 

juxtanukleäre Akkumulation wie NLRP7. B-D) Kolokalisation von EGFP-NLRP7 und KHDC3L-DsRed2 

in juxtanukleären 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, während 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, würde den androgenetischen Phänotyp einer BiBM erklären.  

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 Überexpression beider Proteine in HEK293T-Zellen sollten mögliche 

funktionelle Auswirkungen auf das Imprintingmuster untersucht werden.  

Für diesen Methylierungsassay wurden die Zellen jeweils einzeln mit ZBTB16, 

NLRP7 oder je einem der vier mutierten NLRP7-Konstrukte (L398R, K511R, R693P, 

R693W) transfiziert. In fünf zusätzlichen Ansätzen wurden alle fünf NLRP7-

Konstrukte zusammen mit ZBTB16 transfiziert (ZBTB16+NLRP7, ZBTB16+L398R, 

ZBTB16+K511R, ZBTB16+R693P, ZBTB16+R693W). Jeder Ansatz wurde in 

dreifacher Ausführung transfiziert und 48h überexprimiert. Nach DNA-Isolation der 

betreffenden Zelllysate und Bisulfitkonversion, wurden vier verschiedene Imprinting-

Loci amplifiziert und über die SIRPH-Methode analysiert.  

 

Sowohl die beiden paternal methylierten Imprinting-Loci H19 und NESP55, als auch 

die beiden maternal methylierten Loci PEG3 und SNRPN zeigten bei einem 

Vergleich zu untransfizierten HEK293T-Zellen keine signifikanten Veränderungen in 

ihrem Methylierungsprofil (Abb. 3.30 und 3.31). 
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Für das paternal methylierte H19 würde man entweder eine Zunahme oder ein 

unverändertes Methylierungsmuster erwarten. H19 ist ein primärer Imprint der 

während der männlichen 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 höchstens 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 veröffentlichten BiBM-Analysen, konnten eine signifikante Zunahme 

der Methylierung auf diesem sekundären Imprint nachweisen. Die hier 

durchgeführten 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 höchstens 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 durchgeführten 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 unauffällig 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 H19 und NESP55. Nach 

dreifacher Einzeltransfektion der NLRP7-Konstrukte Wildtyp, L398R, K511R, R693P, R693W (alle in 

grün), ZBTB16 (in hellrot) und entsprechenden Kotransfektion mit ZBTB16 (alle Rottöne), wurde die 

DNA-Methylierung auf den ausgewählten paternalen Imprinting-Loci H19 und NESP55 mit der SIRPH-

Methode untersucht und nach einem Vergleich zu untransfizierten HEK293T-Zellen (blau) über einen 

ungepaarten t-test auf Signifikanz geprüft. Keine der Untersuchten CpGs zeigten signifikante 

Veränderungen. 
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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 

grün), ZBTB16 (in hellrot) und entsprechenden Kotransfektion mit ZBTB16 (alle Rottöne), wurde die 

DNA-Methylierung auf den ausgewählten maternalen Imprinting-Loci PEG3 und SNRPN mit der 

SIRPH-Methode untersucht und nach einem Vergleich zu untransfizierten HEK293T-Zellen (blau) über 

einen ungepaarten t-test auf Signifikanz geprüft. Keine der Untersuchten CpGs zeigten signifikante 

Veränderungen. 

    

Der maternal methylierte Locus SNRPN ist ein sekundärer 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 PEG3-Locus lediglich für die 

Einzeltransfektionen von NLRP7 Wildtyp und für die Mutation R693W eine Senkung 

der Methylierung von 6% und außergewöhnlichen 21% (Abb. 3.31; Tab. A.1c). Die 

mutierten Konstrukte L398R, K511R und R693P führten 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 höhere 

Methylierungswerte als bei den Einzeltransfektionen. Einzige Ausnahmen waren die 

Mutationen K511R+ZBTB16 und R693W+ZBTB16 mit einer Reduktion um 8% und 

6%. Insgesamt ließ sich für 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 unabhängige Transfektionen/Konstrukt) und der 

begrenzten Anzahl an untersuchten CpG-Nukleotiden, sollte eine zweite Analyse der 

beiden „Hotspot“-Mutationen R693P und R693W in einem größeren Ansatz mittels 

Pyrosequenzierung durchgeführt werden (Abb. 3.32; Tab A.1d).  

Hierfür wurden das Wildtyp-Konstrukt NLRP7 und die beiden mutierten Konstrukte 

R693P und R693W in jeweils 10 unabhängigen Einzeltransfektionen in HEK293T- 

Zellen für 48h überexprimiert. Zudem wurden 10 Transfektionen des leeren Vektors 

pcDNA3.1 und native HEK293T-Zellen als Kontrolle mitgeführt. Eine Kotransfektion 

mit ZBTB16 wurde in diesem Experiment nicht mitgeführt. 

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 Änderungen in ihrem Methylierungsmuster 

(Abb. 3.32; Tab A.1d). Für den paternal methylierten Locus H19 zeigte sich nur eine 

minimale Schwankung der Methylierungswerte von 1-2%, während der paternal 

methylierte Imprinting-Locus NESP55 im Vergleich zu den unbehandelten HEK293T-

Zellen und dem Wildtyp-Protein für 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 PEG3 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% für 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 grün) und einem 

leeren Vektor (in braun) wurde die DNA-Methylierung auf den ausgewählten paternalen und 

maternalen Imprinting-Loci H19, NESP55, PEG3 und SNRPN mittels Pyrosequenzierung untersucht 

und nach einem Vergleich mit untransfizierten HEK293T Zellen (blau) über einen ungepaarten t-test 

auf Signifikanz geprüft. Keine der Untersuchten CpGs zeigte signifikante Veränderungen. 
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4 Diskussion 
 

4.1  Aktivierung und Oligomerisierung von NLRP7 
 

In dem ersten Teil dieser Arbeit wurde mit Hilfe von interdomän-spezifischen Hefe Di-

Hybrid Interaktions-Analysen sowie mit in silico-Analysen, die NAD-Domäne von 

NLRP7 als physischer Mediator für die Oligomerisierung identifiziert. Des Weiteren 

inhibiert die LRR-Domäne von NLRP7 die interaktionsstarke NAD-Domäne. Das auf 

der Kristallstruktur von Apaf1 basierende in silico-Modell von NLRP7 demonstriert 

mögliche strukturelle Änderung während der Aktivierung und Oligomerisierung von 

NLRP7. Zuletzt zeigen konfokal-mikroskopische Untersuchungen von transient 

transfizierten Wildtyp- oder mutagenisierten NLRP7-Konstrukten unterschiedlich 

ausgeprägte Aggresom-Formationen im Zytoplasma von HEK293T-Zellen. 

4.1.1 Die NAD-Domäne induziert die Oligomerisierung von NLRP7 
 
Wie alle NLRs gehört NLRP7 zu der Proteinfamilie der STANDs innerhalb der AAA+  

Proteinsuperfamilie [33]. Basierend auf den experimentellen Untersuchungen 

verschiedener STAND-ATPasen (z.B Apaf1), existiert für 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 für nachfolgende Signalkaskaden ausbildet. 

Bislang galten die konservierten Sequenzmotive Walker A/P-loop und Walker B 

innerhalb der ATPase-Domäne als entscheidende Mediatoren für die Bindung von 

ATP und seine anschließende Hydrolyse [34]. Aufgrund der starken Ähnlichkeit 

zwischen der NACHT-Domäne in den NLRPs und der in Apaf1 befindlichen NB-ARC-

Domäne konzentrierten sich bisher alle durchgeführten Struktur und 

Aktivierungsanalysen auf die NACHT-Domäne der NLRPs als potentielle 

Oligomerisierungsdomäne [32,33,47]. Nur selten wird die NAD-Domäne als 

eigenständige funktionale Domäne in dem Proteingerüst der NLRPs berücksichtigt. 

Lediglich eine Studie mit NLRP3 und NOD2 untersuchte bislang den strukturellen 

Effekt verschiedener Mutationen in der benachbarten NAD-Domäne [115]. 
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Die in dieser Arbeit durchgeführten Hefe Di-Hybrid-Analysen reflektieren das direkte 

Interaktionspotential eines NLRP7-Proteins. Die zusätzlich generierten in silico-

Modelle zu dem Aktivierungsprozess und der darauf folgenden Oligomerisierung 

sollten die Ergebnisse der interdomän-spezifischen Hefe Di-Hybrid-Analyse 

verdeutlichen. In dem hier gezeigten inaktiven Proteinmodell von NLRP7 (Abb. 3.6) 

wird die NAD-Domäne komplett von der hydrophoben Innenseite der LRR-Domäne 

eingekesselt. Dies erklärt den inhibierenden Effekt der LRR-Domäne in den Hefe Di-

Hybrid-Analysen. Die Präsenz der LRR-Domäne in den untersuchten 

Deletionskonstrukten verhinderte hier jegliche interdomän-spezifischen Interaktionen. 

Weiterhin identifizierte ein heptagonal symmetrisches Oligomerisierungs-Modell von 

NLRP7 (Abb. 3.7) die NAD-Domäne als entscheidende Interaktions-Schnittstelle, die 

bei einer Aktivierung von NLRP7 aus dem hydrophoben Inneren der LRR-Domäne 

heraus tritt und zusammen mit einem kleineren Abschnitt der LRR-Domäne an die 

NACHT-Domäne eines zweiten NLRP7-Moleküls andockt.  

Die NAD-Domäne und das Deletionskonstrukt ΔLRR zeigten in den Hefe-

Experimenten das stärkste Interaktionspotential (Abb. 3.2), was unter anderem aus 

dem hohen Anteil hydrophober Seitenketten innerhalb der NAD-Domäne resultieren 

könnte. Der in silico-Vergleich der NAD-Domäne in einem inaktiven und einem 

aktivierten NLRP7-Molekül veranschaulicht die prägnanten Änderungen in der 

Oberflächen-Hydrophobizität innerhalb der Domäne (Abb. 3.8). Die hydrophoben 

Seitenketten der NAD-Domäne werden hier bei einer Aktivierung nach außen 

getragen, und verstärken dadurch das Interaktionspotential zu den anderen 

Domänen und auch zu sich selbst. Dementsprechend zeigte jedes NLRP7-Konstrukt 

ohne eine LRR- aber mit einer NAD-Domäne eine hohe Interaktionsbereitschaft mit 

einem weiteren NAD-tragenden NLRP7-Konstrukt (Abb. 3.2: NAD mit NAD = rot, 

NAD mit ΔLRR = blau, ΔLRR mit ΔLRR = gelb, NAD mit ΔPYD/LRR = grün und 

ΔLRR mit ΔPYD/LRR = schwarz). Das in silico-Oligomerisierungsmodell basiert auf 

einer direkten Interaktion der NAD-Domäne mit der NACHT-Domäne. Neben der 

starken Eigeninteraktion zeigten sowohl die NAD-Domäne als auch das 

Deletionskonstrukt ΔLRR nur eine einfach positive Interaktion mit der einzelnen 

NACHT-Domäne (Abb. 3.2. gestrichelt violett) und dem NAD-deletierten Konstrukt 

ΔNAD/LRR (Abb. 3.2 gestrichelt braun). Es kann vorkommen, dass untersuchte 

Interaktionen in dem Hefe-System vektorabhängig sind, d.h. eine Interaktion zweier 

Proteine bzw. zweier Protein-Domänen zeigt sich nur wenn die eine Domäne in den 
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Beute-Vektor und die andere Domäne in den Köder-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].  

. 

                                   
Abb. 4.1: Skizze eines hypothetischen Modells der NLRP7-Aktivierung und Oligomerisierung.  

Bei dem inaktiven NLRP7-Molekül wird die NAD-Domäne (magenta) komplett von der hydrophoben 

Innenseite der LRR-Domäne (blau) eingekesselt. Durch das Binden von ATP an das Walker A/P-loop 

Motiv (gelb) kommt es zu einer Aktivierung und Konformationsänderung des Moleküls, bei dem die 

NAD-Domäne aus dem hydrophoben Inneren der LRR-Domäne schnellt. Bei einer Oligomerisierung 

interagiert die NAD-Domäne und ein kleiner Teil der LRR-Domäne eines NLRP7-Moleküls mit der 

NACHT-Domäne eines zweiten NLRP7-Moleküls. 

 

Sowohl das NLRP7 Wildtyp-Protein als auch die BiBM-assoziierten Missense- 

Mutationen/nsSNP zeigten in dem Hefe Di-Hybrid-System keine nachweisbaren 

interdomän-spezifischen Interaktionen. Im Gegensatz dazu zeigte sich in den 

Säugerzellen mittels Immunopräzipitation eine klare Eigeninteraktion für das 

Volllängenkonstrukt (Abb. 3.5), was sich vermutlich mit einer fehlenden Aktivierung 

von NLRP7 in dem Hefe-System erklären lässt.  

Eine der Hauptschlussfolgerungen aus den interdomän-spezifischen Hefe Di-Hybrid- 

und den in silico-Analysen ist, dass für eine Aktivierung von NLRP7 große 

Konformationsänderungen in den umliegenden Regionen der konservierten 

Sequenzmotive Walker A/P-Loop und Walker B erforderlich sind um dadurch 

zusätzlich Platz für die reaktive NAD-Domäne zu schaffen. Die NAD-Domäne dient 

schließlich während der Oligomerisierung als entscheidende funktionale Domäne, 

indem sie zusammen mit einem Teil der LRR-Domäne von einem NLRP7-Molekül 

mit der NACHT-Domäne eines zweiten NLRP7-Moleküls 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 möglichen 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 für BiBM verantwortlichen 

Defekt auslösen, wurden die Lokalisationsanalysen unabhängig von einer 

immunassoziierten Antwort durchgeführt. 

Sowohl der Wildtyp als auch die Mutationen zeigten drei unterschiedliche Typen der 

Proteinverteilung: Typ I = diffus verteilt, Typ II = angereichert am MTOC und Typ III = 

großes Aggresom. Der Anteil an „Typ III“ -Zellen war bei den Missense-Mutationen 

L398R und R693W um bis zu 30% häufiger 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, führen zu 

einem nicht-konservativen Aminosäurenaustausch, der sich in der Regel negativ auf 

die Struktur und damit auf die Funktion eines Proteins auswirkt. 

 

Die in der NACHT-Domäne von NLRP7 lokalisierte Missense-Mutation L398R 

befindet sich innerhalb einer hydrophoben Oberfläche (Abb. 3.11). Die Eingliederung 

eines hoch hydrophilen Arginins führt vermutlich zu gravierenden 

Konformationsänderungen abhängig davon, ob sich der mutierte Seitenrest auf der 

hydrophoben Oberfläche oder innerhalb der Domäne positioniert. Die im Rahmen  

dieser Arbeit durchgeführte in silico-Mutagenese deutet darauf hin, dass sich ein Teil 

des mutierten Arginins mit einer seiner geladenen Seitenketten zur Oberfläche 

hinwendet und dadurch möglicherweise potentielle Interaktionen mit den 

Seitenketten eines weiteren NLRP7-Moleküls induziert, welche dadurch den 

Aggregations-Effekt für NLRP7 verstärken. 

 

Die beiden LRR-spezifischen Mutationen R693P und R693W repräsentieren ein 

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

zu einem unterschiedlichen Aggregations-Effekt führt. 
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Die Mutation R693P zeigte einen zum Wildtyp vergleichbaren Aggregations-Effekt, 

während der Anteil der Zellen mit großen Aggresom-Formationen bei der Mutation 

R693W im Vergleich zum Wildtyp um bis zu 27% erhöht war (Abb. 3.10). Diese 

Diskrepanz erschien zunächst 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 verhält sich die Substitution zu Tryptophan 

als nicht-konservativ im Hinblick auf die Hydrophobizität. Das wildtypische Arginin 

befindet sich auf der vorrangig hydrophoben Oberfläche der LRR-Domäne, dessen 

Hydrophobizität nur vereinzelt von hydrophilen Arginin-Resten unterbrochen wird. Ein 

zusätzliches stark hydrophobes Tryptophan würde das hydrophobe Potential der 

gesamten Region und somit auch den Effekt der Aggregation verstärken. Zudem 

befindet sich die Aminosäure 693 direkt neben der für die Oligomerisierung wichtigen 

Interaktions-Schnittstelle und könnte durch das verstärkte hydrophobe Potential auch 

die Interaktion bzw. Aggregation der NAD-Domäne beeinflussen. 

Der Austausch von Arginin zu Prolin verursacht hingegen eine Art Knoten in der 

Proteinsequenz, welcher zu einem strukturell falsch gefalteten Protein führt und sich 

negativ auf dessen Funktion auswirkt. Im Vergleich zu Tryptophan hat Prolin hier 

keinen Einfluss auf die Hydrophobizität der umliegenden Regionen. Da sich die 

Aminosäure 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-Domäne und beeinflusst die Schnittstelle 

zwischen der NAD- und LRR-Domäne. Die Arginin-Substitution führte zu einem 

verminderten Aggregations-Effekt verglichen zum Wildtyp. Die Variante K511R ist 

semi-konservativ und fügt anstatt eines Lysins das im Umfang größere Arginin an 

Position 511 ein. Dadurch, dass die Seitenketten des größeren Arginin mehr 

Seitenketten-Bindungen ausbilden können als die des kleineren Lysins, stabilisieren 

die vermehrten Bindungen vermutlich die Interaktion zwischen den Domänen NAD 

und LRR in dem inaktiven NLRP7. Diese zusätzliche Rigidität in der Proteinstruktur 

könnte dadurch die für die Aktivierung und Aggregation nötigen 

Konformationsänderungen blockieren. 

 



4. Diskussion 

118 

4.1.3 Die Regulation von NLRP7 über das Aggresom: Ein pathologischer 
oder physiologischer Mechanismus?  

 

Das Aggresom entsteht bei einem Übermaß an falsch gefalteten und akkumulierten 

Proteinen und ist eine natürliche Reaktion der Zelle wenn die Kapazität des 

Proteasoms ausgeschöpt ist. Sicherlich führt allein die Überexpression eines leicht 

aggregierenden Proteins zu der Formation eines zellulären 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 führt. Das polarisierte endogene NLRP7-

Signal kolokalisierte mit dem MTOC und die Zerstörung des Mikrotubuli-Netzwerks 

mittels einer Nocodazol-Behandlung, führte 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 für diese 

Krankheiten sind dennoch völlig verschieden. Für die meisten Krankheiten mit 

zellulären Proteinaggregaten ist noch nicht geklärt, ob diese den Grund oder die 

Konsequenz einer zellulären 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 führt zu einer Verlängerung des repetitiven Basentriplett CAG in Exon 1. 

Enthält das Protein HTT mehr als 36 dieser repetetiven Glutaminreste führt 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 für 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 führen. Die dadurch entstehenden 

Aggregate sind maßgeblich an der Entstehung von zellulären Einschlusskörperchen 
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den sog. „Lewy-Bodies“ beteiligt. Man geht davon aus, dass eine gestörte 

Degradierung der Proteinaggregate die Ursache für die Entstehung weiterer 

pathologischer Prozesse wie oxidativer Stress, mitochondriale und proteasomale 

Dysfunktion, Entzündungsreaktionen und Excitotoxitizität 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 entzündungsspezifischen 

Zytokinen die Entstehung von juxtanukleären Aggregaten. Weitere Untersuchungen 

eines in HEK293T-Zellen überexpremierten GFP-markierten iNOS, führten zu den 

gleichen zellulären Proteinverteilungen (Typ I-III) wie die in dieser Arbeit gezeigten 

Untersuchungen mit NLRP7. Kolodziejska et al. schlussfolgerten, dass die 

Entstehung eines iNOS-Aggresoms ein physiologisch regulatorischer Prozess ist, der 

nach einer übermäßigen Proteinexpression eingreift. 

Auch im Rahmen von autoinflammatorischen Erkrankungen spielt die Entstehung 

von falsch gefalteten Proteinen oder deren Aggregation eine große Rolle [118]. 

Verschiedene autosomal dominante Mutationen in NLRP3 induzieren 

unterschiedliche Ausprägungen des Cryopyrin-assoziierten periodischen Syndroms 

(CAPS). Dazu zählen das Muckle Wells Syndrom (MWS), die familiäre Kälteurtikaria 

(FCAS)  oder die sog. NOMID (neonatal onset multi-system inflammatory disease) 

[119]. Alle CAPS-assoziierten Mutationen sind in der NACHT-Domäne von NLRP3 

lokalisiert wo sie die Oligomerisierung, Inflammasom-Aktivierung und dessen 

anschließende Produktion von IL-1ß verstärken [104].  

In wie weit die Akkumulation eines falsch gefalteten oder stark aggregierenden 

NLRP7-Proteins die Aktivierung von inflammatorischen Zytokinen oder andere 

Oozyten-spezifische intrazelluläre 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 begünstigen und die Sekretion von IL-1ß dadurch erhöht wird [42]. 

Eine aktuelle Studie zeigte erstmals einen Effekt von erhöhten IL-1ß Konzentrationen 

auf die DNA-Methylierung. Hier beeinflusste die Behandlung von primären 

Chondrozyten mit IL-1ß und TNF-α die Expression und Aktivität von TETs (Ten 
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Eleven Translocation) [120]. Die alleinige Gabe von IL-1ß führte zu einer 

signifikanten Reduktion der TET Enzymaktivität und der globalen 5hmC-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 frühen 

Gametogenese eine wichtige Rolle für die Reetablierung des 

geschlechtsspezifischen Imprints. So könnte eine von NLRP7 induzierte Erhöhung 

der IL-1ß-Sekrektion auch Einfluss auf die anfängliche 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 fragwürdig ist und vermutlich erst nach einer Befruchtung in der 

genomweiten Reprogrammierung der Zygote und während deren erster Zellteilungen 

vermutet wird [122]. 

 

Die endogene Expression von NLRP7 könnte durch die Entstehung eines NLRP7-

Aggresoms in der Zelle physiologisch reguliert werden. Bei Anwesenheit einer 

Mutation, welche die Expression oder den Prozess der Aktivierung verstärkt erhöht 

sich der Prozess der Aggregation. Eine gestörte Degradierung der Proteinaggregate 

könnte den normalen Zellmetabolismus stören und die Entstehung weiterer 

pathologischer Prozesse in der Zelle induzieren oder eine Aktivierung der IL1ß-

Sekretion verstärken bzw. inhibieren und dadurch die über TETs regulierte DNA-

Demethylierung während der Oogenese beeinflussen. 

Die Oligomerisierung/Aggregation liegt in der Natur des NLRP7-Proteins und ist 

unerlässlich für dessen Aktivierung. Der physiologische und pathologische Prozess 

der Aggregation ergründet sich höchstwahrscheinlich über den gleichen 

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

Der zweite Teil dieser Arbeit präsentiert ZBTB16 als neuen potentiellen 

Interaktionspartner von NLRP7. ZBTB16 beeinflusst wichtige biologische und 

entwicklungsspezifische Prozesse, die neue Hinweise für den für BiBM 

verantwortlichen Pathomechanismus geben könnten.  

ZBTB16 verfügt über die Fähigkeit der Transkriptions-Repression, indem der 

Transkriptionsfaktor mit Hilfe von Histondeazetylasen (HDACs) und verschiedenen 

nukleären 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 

männlichen Organismus [123,124]. 

Desweiteren gilt ZBTB16 als ein wichtiger Faktor in der Entwicklung myeloider und 

lymphoider Zelllinien, wo er die Reifung von natürlichen Killer-T-Zellen (NKTs) 

reguliert [125,126]. 

Neben der repressiven Funktion von ZBTB16, zeigten zudem verschiedene Studien 

wie die N-terminale BTB-Domäne des Proteins als substratspezifischer Adaptor für 

eine CULLIN3-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-Domäne von ZBTB16 als interagierendes 

Köder-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-Domäne zeigten hier eine Interaktion mit ZBTB16, 

während sich mit Hilfe von Immunopräzipitations-Analysen in Säugerzellen auch eine 

Interaktion zwischen dem NLRP7 Wildtyp-Protein und ZBTB16 nachweisen ließ 

(Abb. 3.13 und 3.16). Der Grund für die Diskrepanz der beiden 

Untersuchungsmethoden könnte eine fehlende Aktivierung/Oligomerisierung des 

NLRP7 Wildtyp Konstruktes in dem Hefe-System sein. Ohne die für eine Aktivierung 

nötigen Konformationsänderungen des NLRP7 Proteins, könnten potentielle 

Interaktionsabschnitte mit ZBTB16 verborgen bleiben. 
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Weitere Immunopräzipitations-Analysen mit verschiedenen Deletionskonstrukten 

identifizierten die NACHT-Domäne von NLRP7 als wichtigste Interaktions-

Schnittstelle, während 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-Domäne von der sie umgebenden LRR-

Domäne sind die Konformationsänderungen der NACHT-Domäne während des 

Aktivierungsprozesses essentiell und sprechen daher für eine Proteininteraktion 

zwischen ZBTB16 und der aktivierten Form von NLRP7.  

Zusätzlich Mutationsanalysen mit dem Hefe Di-Hybrid-System bestätigten die 

potentielle Affinität von ZBTB16 zur NACHT-Domäne von NLRP7. Während sowohl 

das Wildtyp-Protein als auch die mutagenisierten NLRP7-Volllängenkonstrukte 

K511R (NAD), R693P und R693W (LRR) keine Interaktion mit ZBTB16 zeigten, 

induzierte die in der NACHT-Domäne lokalisierte Mutation L398R eine nachweisbare 

Interaktion zwischen beiden Proteinen. Die in dem ersten Abschnitt durchgeführte in 

silico-Mutagenese der Mutation L398R zeigte bereits, dass sich ein Teil des 

mutierten Arginins mit einer seiner geladenen Seitenketten zu der Proteinoberfläche 

hinwendet und dadurch möglicherweise potentielle Interaktionen begünstigt (Abb. 

3.11). So könnte die Mutation L398R in dem in der Hefe analysierten inaktiven 

Volllängenkonstrukt NLRP7 normalerweise verdeckte Regionen der NACHT-Domäne 

freilegen und dadurch zu der nachweisbaren Interaktion mit ZBTB16  führen. 

 

 

KHDC3L wurde als das zweite für BiBM verantwortliche maternale Effektgen 

identifiziert. Patientinnen mit einem BiBM-Phänotyp ohne eine erkennbare Mutation 

in NLRP7, zeigten hingegen verschiedene proteinverkürzende Mutationen in 

KHDC3L. Aufgrund verschiedener Kolokalisations- und Expressionsanalysen geht 

man davon aus, dass beide Proteine Teil eines Multiproteinkomplex sein könnten. 

Die in dieser Arbeit durchgeführten Interaktionsanalysen sollten prüfen, ob beide 

Proteine möglicherweise direkt miteinander interagieren. Sowohl die Analysen in der 

Hefe als auch die Immunopräzipitationen in Säugerzellen wurden als negativ 

bewertet (Abb. 3.14 und 3.18). Dennoch zeigten beide Proteine die bereits bekannte 

juxtanukleäre Kolokalisation in der Zelle (Abb 3.29). 
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Es bleibt noch ungeklärt, ob die nachgewiesene Kolokalisation beider Proteine nicht 

ein Nebeneffekt der Überexpression und der NLRP7-Aggregation ist. KHDC3L wird 

spezifisch in Oozyten expremiert, wodurch eine endogene Lokalisationsanalyse in 

HEK293T-Zellen nicht möglich ist. Eine native Gelelektrophorese der beiden 

überexpremierten Proteine NLRP7 und KHDC3L und eine anschließende 

massenspektroskopische Analyse des gemeinsamen Multiproteinkomplex könnten 

zukünftig mehr Informationen über mögliche funktionale Zusammenhänge geben.   

 

4.2.2 NLRP7 und ZBTB16 zeigen eine falsch positive Kolokalisation in 
den nukleären Speckles  

 
Die Überexpression der fluoreszensmarkierten Proteine NLRP7 und ZBTB16 in 

HEK293T-Zellen zeigte eine falsch positive Kolokalisation beider Proteine in den 

nukleären Speckles der Zelle. Diese nukleären Organellen sind der typische 

Aufenthaltsort von ZBTB16 in einer Zelle. NLRP7 ist hingegen ein zytoplasmatisches 

Protein. Zuletzt berichteten Mahadevan et al. über eine nukleäre Lokalisation von 

NLRP7 nach entsprechender Überexpression 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 über die 

Interaktion mit verschiedenen Histondeacetylasen seine repressive Funktion ausübt. 

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 nukleäre Anteil von NLRP7 so gering ist, das dieser dadurch 

bislang nicht nachgewiesen werden konnte.  

Die in dieser Arbeit durchgeführten Analysen an einem konfokalen Mikroskop 

konnten sowohl nach einer alleinigen NLRP7-Überexpression mit dem N-terminal 

markierten EGFP, als auch mit dem immungefärbten Flag-markierten NLRP7 keine 

Lokalisation des Proteins im Nukleus nachweisen.  

Eine Koexpression der beiden Fusionsproteine EGFP-NLRP7 und ZBTB16-DsRed2 

suggerierte einen nukleären Import von NLRP7. Da jedoch eine Koexpression des 

grünfluoreszierenden Proteins EGFP mit einem DsRed2-markierten ZBTB16 

ebenfalls zu einer Akkumulation von EGFP in den nukleären Speckles führte, wurde 

die nukleäre Kolokalisation zwischen NLRP7 und ZBTB16 als falsch positiv gewertet. 

Ein terminaler Austausch der fluoreszierenden Proteine EGFP und DsRed2 (NLRP7-

DsRed2 & EGFP-ZBTB16) sollte zusätzlich den möglichen nukleären Import von 
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NLRP7 überprüfen. Die C-terminale Markierung von NLRP7 mit einem DsRed2-

Protein erwies sich jedoch als sehr instabil. DsRed2 ist eine 28kD großes rot 

fluoreszierendes Protein. Während das EGFP-Monomer (27kD) relativ schnell 

fluoresziert, bildet das wildtypische DsRed ein kompaktes Tetramer (ca 100 kD) 

welches erst nach 48h seine vollständige Fluoreszenzleistung erreicht. Das mutierte 

DsRed2 enthält hingegen sechs verschiedene Mutationen, von denen drei eine 

verstärkte Fluoreszenz induzieren (V105A, I161T, S197A) und drei weitere N-

terminale Mutationen (R2A, K5E, K9T) die Tendenz einer DsRed-Aggregation 

deutlich verringern [131]. Die Fusion von DsRed2 mit einem aggregophilen Protein 

könnte die Aggregation des zu untersuchenden Proteins artifiziell verstärken. So 

zeigte NLRP7-DsRed2 erst nach 48 Stunden ein relativ schwaches juxtanukleäres 

Signal. Das DsRed2-markierte ZBTB16 führte hingegen bereits nach 24h zu einem 

starken nukleären Signal. 

Daraufhin wurde ein N-terminal mit Flag markiertes NLRP7 zusammen mit dem 

DsRed2-markierten ZBTB16 in HEK293T-Zellen für 24h überexpremiert und 

anschließend mit einem spezifischen Anti-NLRP7 Erstantikörper und einem 

grünfluoreszierenden AlexaFluor488 Zweitantikörper angefärbt. Beide Proteine 

zeigten erneut eine falsch positive Kolokalisation in den nukleären Speckles. In 

diesem Fall führte eine Kreuzreaktion des NLRP7-spezifischen Antikörper mit 

DsRed2 zu den verfälschten Ergebnissen. 

Ein letztes Experiment bestätigte schließlich 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 

Zweitantikörper angefärbt. Beide Proteine kolokalisierten in dem Zytoplasma und in 

einem juxtanukleären Aggregat.  

Zusammengefasst widerlegen die hier in verschiedenen Experimenten 

durchgeführten mikroskopischen Analysen eine von Mahadevan et al. beobachtete 

nukleäre Lokalisation von NLRP7. Weiterhin basierten alle beobachteten nukleären 

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 juxtanukleären Aggregaten 
im Zytoplasma 

  

Interessanterweise kam es immer ab einem gewissen Maß an Überexpression von 

NLRP7 und ZBTB16 zu einem nukleären Export von ZBTB16 welcher zu einer 

juxtanukleären Kolokalisation mit NLRP7 führte. Dies könnte ein normaler 

Nebeneffekt sein, bei dem die Überexpression des aggregophilen NLRP7 mit einem 

DsRed2-markierten Protein unwillkürlich ab einem gewissen Zeitpunkt zu deren 

Aggregation führt. 

Andererseits konnte eine native Proteinextraktion mit Digitonin die hier Myc- und 

Flag-markierten Proteine (Flag-NLRP7 & ZBTB16-Myc) in einem 480 kD großen 

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 für 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 

herauszulösen, während die nukleären Bestandteile hierbei nicht mit extrahiert 

werden [133]. Die Ergebnisse der BN-Page präsentieren demnach beide Proteine im 

Zytoplasma. Während NLRP7 als immer größer werdendes Oligomer bei einer 

Größe 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 Antikörper gegen 

ZBTB16 in den für das Protein typischen nukleären Speckles nachgewiesen werden. 

Eine Überexpression des EGFP-markierten NLRP7 führte auch bei dem endogenen 

ZBTB16 zu einem nukleären Export und zu einer Kolokalisation beider Proteine im 

Zytoplasma und in einem juxtanukleären Aggregat.  

Nachdem bereits in dem ersten Teil dieser Arbeit gezeigt wurde, dass es sich bei den 

zellulären Aggregaten um ein Aggresom handelt, könnte die zytoplasmatische  

Kolokalisation mit ZBTB16 mehrere Ursachen haben:  

So führte z.B. eine Stimulierung myeloider Vorläuferzellen mit Interleukin-3 zu einem 

nukleären Export von ZBTB16. Durch die Relokalisierung in das Zytoplasma wurde 

die repressive Funktion von ZBTB16 aufgehoben und führte 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 lösliche Form der Metalloprotease H-BEGF-C 

(heparin-bindender EGF-like Growth Faktor) an die Zinkfingerdomäne von ZBTB16 

bindet und dadurch dessen nukleären Export induziert [134]. 

Auf der anderen Seite zeigten bereits mehrere Studien wie verschiedene Proteine 

mit einer N-Terminalen BTB-Domäne als substratspezifischer Adaptor für eine Cullin-

assoziierte Ubiquitinierung dienen [127,129]. So dient ZBTB16 als Substrat-

spezifischer Adaptor für 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 über die Ubiquitinierung des mit ZBTB16 interagierenden Chromatin-

modifizierenden Komplex deren Differenzierung und Entwicklung steuert [128]. 

 

Wäre NLRP7 das Substrat für ZBTB16, könnte die juxtanukleäre Kolokalisation das 

Resultat einer Ubiquitin-vermittelten Degradierung sein. In Caenorhabdatis elegans 

wurde bereits das BTB enthaltende Protein MEL26 als Substrat-spezifischer Adaptor 

für die Cullin3 E3 Ligase identifiziert. MEL26 bindet hier an MEI-1 und induziert über 

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 

trans bezeichnet, d.h. mehrere Imprintingloci (auf dem maternalen Allel) sind 

gleichzeitig betroffen [136]. 

Die in dieser Arbeit durchgeführten Methylierungsanalysen verschiedener Imprinting-

Loci nach transienter Transfektion von NLRP7 und ZBTB16 zeigten bei einem 

Vergleich mit unbehandelten HEK293T-Zellen keine signifikanten Änderungen in 

ihrem Methylierungsprofil.  

Der Imprintingstatus in somatischen Zellen wird stabil weitervererbt. Nur in den 

primordialen Keimzellen kommt es zu einer vollständigen Auslöschung und 

Reetablierung des geschlechtsspezifischen Imprintingmusters. Bis heute ist jedoch 

nicht klar, über welchen Mechanismus das richtige Imprintingmuster gesetzt wird.  
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Der Methylierungsassay sollte eine mögliche funktionale Verbindung zwischen der 

hier identifizierten Proteininteraktion und dem Phänotyp einer BiBM schaffen.  

Ein großes Defizit in dem hier durchgeführten Test waren sicherlich die dafür 

verwendeten somatischen Zellen. Die von Mahadevan et al. durchgeführten 

Methylierungsanalysen in humanen embryonalen Stammzellen nach einem NLRP7 

Knock-out konnten jedoch ebenfalls keine Änderung auf imprinting-spezifischen 

DMRs nachweisen [43].  

Sowohl die hier durchgeführte Überexpression 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 

während der weiblichen Gametogenese zu erschließen. Die Etablierung spezifischer 

Imprinting-Markierungen erfolgt während 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 während der Gametogenese fokussierte sich bislang lediglich 

auf die männlichen Keimzellen. Analysen der KIT-Expression während der 

Entwicklung männlicher Keimzellen, zeigten jedoch sowohl in männlichen 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 KIT-Promotor und der daraus resultierenden Repression 

von KIT die Selbsterneuerung und Differenzierung von Spermatogonien [138]. 

KIT ist ein entscheidender Faktor für das Überleben und die Proliferation primordialer 

Keimzellen [139]. Sowohl in MI Oozyten als auch in den männliche 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 für die Aufrechterhaltung des MI-Stadiums und für das 

Überleben und das Wachstum einer Oozyte notwendig [139,140,141].  

 

Zusammenfassend präsentiert der zweite Teil dieser Arbeit ZBTB16 als potentiellen 

Interaktionspartner von NLRP7. Ort und Funktion dieser Proteininteraktion bleiben 

jedoch noch ungeklärt und lassen sich zukünftig nur mit einem geeigneten Zellmodell 
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untersuchen. So könnte eine Differenzierung embryonaler Stammzellen (ES-Zellen) 

in primordiale Keimzellen ein für die Erkrankung relevantes Zell-Modell sein. Sowohl 

Expressions- und Lokalisationsanalysen der endogenen Proteine NLRP7 und 

ZBTB16, als auch genomweite Methylierungsanalysen während der Differenzierung 

von ES-Zellen nach einem NLRP7 Knock-out könnten helfen die Pathogenese einer 

BiBM zu verstehen. 
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5 Fazit und Ausblick 
 

Ziel dieser Dissertation war es über eine interdomän-spezifische Hefe Di-Hybrid-

Analyse potentielle Interaktionsschnittstellen während der NLRP7-Oligomerisierung 

ausfindig zu machen. Die Hefe Di-Hybrid- und zusätzlichen in silico-Analysen 

identifizierten die NAD-Domäne als den physischen Mediator für die 

Oligomerisierung und die LRR-Domäne als Inhibitor der interaktionsstarken NAD-

Domäne.  

Konfokal mikroskopische Untersuchungen von transient transfizierten NLRP7 

Wildtyp-Protein oder mutagenisierten NLRP7-Varianten führten zu unterschiedlich 

ausgeprägten Aggresom-Formationen im Zytoplasma von HEK293T-Zellen. Die zwei 

Mutationen L398R und R693W führen verglichen zum Wildtyp zu einer gesteigerten 

Aggregation, welche mögliche nachfolgende Signalwege stören und damit einen für 

BiBM verantwortlichen pathophysiologischen Effekt verursachen könnte.  

Der zweite Teil dieser Arbeit präsentiert ZBTB16 erstmals als einen potentiellen 

Interaktionspartner von NLRP7. ZBTB16 interagiert über mehrere Schnittstellen mit 

der NACHT-Domäne von NLRP7 und eine Überexpression von NLRP7 führt zu 

einem nukleären Export des endogenen ZBTB16. Beide Proteine kolokalisieren im 

Zytoplasma und in juxtanukleären Aggregaten. Ob und in welchen Zellen diese 

Proteininteraktion eine Auswirkung auf die Pathogenese der BiBM hat muss noch 

geklärt werden. 

Für zukünftige Untersuchungen von NLRP7 ist ein geeignetes Zellmodell 

unverzichtbar. Da in der Maus kein Ortholog von NLRP7 existiert, könnte eine 

Differenzierung von embryonalen Stammzellen in primordiale Keimzellen ein 

geeignetes Modell für weitere Analysen schaffen. Ein Knock-out von NLRP7 in  

embryonalen Stammzellen und deren kontrollierte genomweite DNA-

Methylierungsanalyse während einer Differenzierung in primordiale Keimzellen 

könnten neue Einblicke in die Pathogenese der biparentalen Blasenmole geben. 

Weiterhin könnten Expressions- und Kolokalisationsanalysen des endogenen NLRP7 

und ZBTB16 klären, welche Relevanz die Interaktion beider Proteine für eine BiBM 

hat. 
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bzw. beziehungsweise 
ca. circa 
cDNA copy/ complementary DNA 
CpG Dinukleotid bestehend aus Cytidin, Phosphatbindung und 

Guanosin 
C-terminal Carboxy-terminal 
dest. destillatus 
d. h.  das heißt 
DNA Desoxyribonukleinsäure 
dNTP Desoxy NTP 
ddNTP Didesoxy NTP 
E. coli Escherichia coli 
et al. et altera 
g Gramm 
g Erdbeschleunigung 9,81 m/s2 
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inkl. inklusive 
kD Kilodalton 
l Liter 
M Molar, mol pro Liter 
m, µ, n, p milli-, mikro-, nano-, pico- 
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v/v volumen per volume 
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M Met Methionin 
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Anhang 

A.1 Tabellen 
 

      
Tab. A.1a: Zellzählung und Auswertung der Aggresom-Formation 
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Tab. A.1b Summe der gezählten Zellen mit Aggresom-Formation.  
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Tab. A.1c: SIRPH-Analysen maternal und paternal methylierter Imprinting-Loci. 
 

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 (SN1)
Transfektion 1 2 3 Average  Bis-Contr.1 52

HEK 70 70 71 70  Bis-Contr.2 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 71 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 (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 (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 (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

H19 SIRPH (SN1) Average

NESP55 SIRPH (SN1) Average

NESP55 SIRPH (SN4) Average

PEG3 SIRPH (SN1) Average

SNRPN SIRPH (SN6) Average
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Tab. A.1d: Pyrosequenzier-Daten maternal und paternal methylierter Imprinting-Loci. 
 
 

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 41
6 43 44 42 42 41 41
7 43 41 43 40 41 39
8 42 42 41 40 43 40
9 44 42 41 42 42 40
10 43 42 42 42 43 41

Average 43 42 42 41 42 40

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

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

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 71 79 77 82 48
7 59 85 89 68 78 37
8 80 87 71 73 66 47
9 84 74 78 83 79 43
10 71 84 86 52 75 43

Average 74 76 76 74 77 43

H19 PYRO (SN 1) Average CpG 1-5

NESP55 PYRO (SN 1) Average CpG 1-5

PEG3 PYRO (SN 1) Average CpG 1-5

SNRPN PYRO (SN 0) Average CpG 1-5
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A.2 Primersequenzen 
 
Hefe-Di-Hybrid (Gateway-Primer): 
Die vektorspezifische Sequenz ist in Kleinbuchstaben und die insertspezifische 

Sequenz ist in Großbuchstaben dargestellt. 

 
Bezeichnung Sequenz 5´- 3´ Verwendung 

attB-NLRP7-F gggg aca agt ttg tac aaa aaa gca ggc ttt-
ATG ACA TCG CCC CAG CTA 

NLRP7 in pDONR 
(AS 1-1037) 

attB-NLRP7-R gggg ac cac ttt gta caa gaa agc tgg gtt-
GCA AAA AAA GTC ACA GCA 

NLRP7 in pDONR 
(AS 1-1037) 

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

NLRP7-PYD in pDONR 
(AS 1-171) 

attB-PYD-R gggg ac cac ttt gta caa gaa agc tgg gtt-
GCG GCT GAG CTC CTT GCA 

NLRP7-PYD in pDONR 
(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) 

attB-NAD-F gggg aca agt ttg tac aaa aaa gca ggc ttt-
AAG CTG CTT TCC GGA GAA 

NLRP7-NAD in pDONR 
(AS 502-623) 

attB-NAD-R gggg ac cac ttt gta caa gaa agc tgg gtt-
CTG CAG TGA GAG TTT CTG 

NLRP7-NAD in pDONR 
(AS 502-623) 

attB-LRR-F gggg aca agt ttg tac aaa aaa gca ggc ttt-
GTA GCA AAG GGG GTG TTC 

NLRP7-LRR in pDONR 
(AS 624-1037) 

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

NLRP7-LRR in pDONR 
(AS 624-1037) 

attB-ΔNAD/LRR-F gggg aca agt ttg tac aaa aaa gca ggc ttt-
ATG ACA TCG CCC CAG CTA 

NLRP7-ΔNAD/LRR in pDONR 
(AS 1-501) 

attB-ΔNAD/LRR-R gggg ac cac ttt gta caa gaa agc tgg gtt-
CTG TAC GTC CCC GAT GTC 

NLRP7-ΔNAD/LRR in pDONR 
(AS 1-501) 

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

NLRP7-ΔLRR in pDONR 
(AS 1-623) 

attB-ΔLRR-R gggg ac cac ttt gta caa gaa agc tgg gtt-
CTG CAG TGA GAG TTT CTG 

NLRP7-ΔLRR in pDONR 
(AS 1-623) 

attB-ΔPYD/LRR-F gggg aca agt ttg tac aaa aaa gca ggc ttt-
TAC ACG GTG GTG CTG CAC 

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

attB-ΔPYD/LRR-R gggg ac cac ttt gta caa gaa agc tgg gtt-
CTG CAG TGA GAG TTT CTG 

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

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

NLRP7-ΔPYD in pDONR 
(AS 172-1037) 
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attB-ΔPYD-R gggg ac cac ttt gta caa gaa agc tgg gtt-
GCA AAA AAA GTC ACA GCA 

NLRP7-ΔPYD in pDONR 
(AS 172-1037) 

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

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

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

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

attB-ZBTB16-F gggg aca agt ttg tac aaa aaa gca ggc ttt- 
ATG GAT CTG ACA AAA ATG  

ZBTB16 in pDONR 
(AS 1-673) 

attB-ZBTB16-R gggg ac cac ttt gta caa gaa agc tgg gtt- 
CAC ATA GCA CAG GTA GAG  

ZBTB16 in pDONR 
(AS 1-673) 

attB-KHDC3L-F gggg aca agt ttg tac aaa aaa gca ggc ttt- 
ATG GAC GCT CCC AGG CGG 

KHDC3L in pDONR 
(AS 1-) 

attB-KHDC3L-R gggg ac cac ttt gta caa gaa agc tgg gtt- 
TAA TCT AGT AAC TGG GTC 

KHDC3L in pDONR 
(AS 1-) 

 
 
 
Immunopräzipitation (Megaprimer): 
Die vektorspezifische Sequenz ist in Kleinbuchstaben und die insertspezifische 

Sequenz ist in Großbuchstaben dargestellt. 

Zusätzlich eingefügte Start- und Stopcodons sind hervorgehoben. 

 
Bezeichnung Sequenz 5´- 3´ Verwendung 

Flag-NLRP7-F gac tac aaa gac gac gat gac aag ggt 
acc-ATG ACA TCG CCC CAG CTA GA 

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

Flag-NLRP7-R gcg ggt tta aac ggg ccc tct aga ctc gag-
TCA GCA AAA AAA GTC ACA GC 

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

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

NLRP7-PYD in pcDNA3.1-flag 
(AS 1-171) 

Flag-PYD-R gcg ggt tta aac ggg ccc tct aga ctc gag-
TCA AGG TGT TAG CTT CCT GG 

NLRP7-PYD in pcDNA3.1-flag 
(AS 172-501) 

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

NLRP7-NACHT in pcDNA3.1-flag 
(AS 172-501) 

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

NLRP7-NACHT in pcDNA3.1-flag 
(AS 172-501) 

Flag-NAD-F gac tac aaa gac gac gat gac aag ggt 
acc-AAG CTG CTT TCC GGA GAA GA 

NLRP7-NAD in pcDNA3.1-flag 
(AS 502-623) 

Flag-NAD-R gcg ggt tta aac ggg ccc tct aga ctc gag- 
TCA CTG CAG TGA GAG TTT CT 

NLRP7-NAD in pcDNA3.1-flag 
(AS 502-623) 

Flag-LRR-F gac tac aaa gac gac gat gac aag ggt 
acc-GTA GCA AAG GGG GTG TTC CT 

NLRP7-LRR in pcDNA3.1-flag 
(AS 624-1037) 

Flag-LRR-R gcg ggt tta aac ggg ccc tct aga ctc gag- 
TCA GCA AAA AAA GTC ACA GC 

NLRP7-LRR in pcDNA3.1-flag 
(AS 624-1037) 
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Flag-ΔNAD/LRR-F gac tac aaa gac gac gat gac aag ggt 
acc-ATG ACA TCG CCC CAG CTA GA 

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

Flag-ΔNAD/LRR-R gcg ggt tta aac ggg ccc tct aga ctc gag- 
TCA CTG TAC GTC CCC GAT GT 

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

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

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

Flag-ΔLRR-R gcg ggt tta aac ggg ccc tct aga ctc gag- 
TCA CTG CAG TGA GAG TTT CT 

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

Flag-ΔPYD/LRR-F gac tac aaa gac gac gat gac aag ggt 
acc-TAC ACG GTG GTG CTG CAC GG 

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

Flag-ΔPYD/LRR-R gcg ggt tta aac ggg ccc tct aga ctc gag- 
TCA CTG CAG TGA GAG TTT CT 

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

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

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

Flag-ΔPYD-R gcg ggt tta aac ggg ccc tct aga ctc gag- 
TCA GCA AAA AAA GTC ACA GC 

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

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

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

Flag-ΔNACHT-R gcg ggt tta aac ggg ccc tct aga ctc gag- 
TCA GCA AAA AAA GTC ACA GC 

NLRP7-ΔNACHT 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 ctc tag act cga gcg gcc gcc 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 ctc tag act cga gcg gcc gcc 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 ctc tag act cga gcg gcc gcc 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 ctc tag act cga gcg gcc gcc 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 ctc tag act cga gcg gcc gcc 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 ctc tag act cga gcg gcc gcc 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 

KHDC3L in pcDNA3.1-myc 
(AS 1-217) 

MYC-KHDC3L-R gcc ctc tag act cga gcg gcc gcc act gtg-
TAA TCT AGT AAC TGG GTC 

KHDC3L in pcDNA3.1-myc 
(AS 1-217) 

MYC-NLRP7-F aag ctt ggt acc gag ctc gga tcc act agt-
ATG ACA TCG CCC CAG CTA GA 

NLRP7 in pcDNA3.1-myc 
(AS 1-1037) 

MYC-NLRP7-R gcc ctc tag act cga gcg gcc gcc act gtg-
GCA AAA AAA GTC ACA GCA CG 

NLRP7 in pcDNA3.1-myc 
(AS 1-1037) 

MYC-NAD-F aag ctt ggt acc gag ctc gga tcc act agt- 
ATG AAG CTG CTT TCC GGA GAA 

NLRP7-NAD in pcDNA3.1-myc 
(AS 502-623) 

MYC-NAD-R gcc ctc tag act cga gcg gcc gcc act gtg-
CTG CAG TGA GAG TTT CTG CA 

NLRP7-NAD in pcDNA3.1-myc 
(AS 502-623) 

MYC-ΔLRR-F aag ctt ggt acc gag ctc gga tcc act agt- 
ATG ACA TCG CCC CAG CTA GA 

NLRP7-ΔLRR in pcDNA3.1-myc 
(AS 1-623) 

MYC-ΔLRR-R gcc ctc tag act cga gcg gcc gcc act gtg- 
CTG CAG TGA GAG TTT CTG CA 

NLRP7-ΔLRR in pcDNA3.1-myc 
(AS 1-623) 

 
 
 
Konfokale Mikroskopie (Megaprimer): 
Die vektorspezifische Sequenz ist in Kleinbuchstaben und die insertspezifische 

Sequenz ist in Großbuchstaben dargestellt. 

Zusätzlich eingefügte Start- und Stopcodons sind hervorgehoben. 

 

Bezeichnung Sequenz 5´- 3´ Verwendung 

EGFP-NLRP7-F 
cta gcg cta ccg gac tca gat ctc gag ctc- 
ATG ACA TCG CCC CAG CTA GA 

NLRP7 in pEGFP-C1 
(AS 1-1037) 

EGFP-NLRP7-R 
ggc cat ggt ggc gac cgg tgg atc ccg ggc- 
TCA GCA AAA AAA GTC ACA GC 

NLRP7 in pEGFP-C1 
(AS 1-1037) 

DsRed-NLRP7-F cta gcg cta ccg gac tca gat ctc gag ctc- 
ATG ACA TCG CCC CAG CTA GA 

NLRP7 in pDsRed2-N1 
(AS 1-1037) 

DsRed-NLRP7-R ggc cat ggt ggc gac cgg tgg atc ccg ggc- 
GCA AAA AAA GTC ACA GCA CG 

NLRP7 in pDsRed2-N1 
(AS 1-1037) 

DsRed-ZBTB16-F cta gcg cta ccg gac tca gat ctc gag ctc- 
ATG GAT CTG ACA AAA ATG GG 

ZBTB16 in pDsRed2-N1 
(AS 1-673) 

DsRed-ZBTB16-R ggc cat ggt ggc gac cgg tgg atc ccg ggc- 
CAC ATA GCA CAG GTA GAG G 

ZBTB16 in pDsRed2-N1 
(AS 1-673) 

DsRed-KHDC3L-F cta gcg cta ccg gac tca gat ctc gag ctc- 
ATG GAC GCT CCC AGG CGG 

KHDC3L in pDsRed2-N1 
(AS 1-217) 

DsRed-KHDC3L-R ggc cat ggt ggc gac cgg tgg atc ccg ggc- 
TAA TCT AGT AAC TGG GTC 

KHDC3L 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 GAA CAG CCC  

K511R-F GAA AGA CTC AGG AAC CCC GAC CTG ATT CAA 

K511R-R GTC GGG GTT CCT GAG TCT TTC 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 TCT TCT 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 GAA TTT GTA ATA CG 

pGBKT7-R AGA AAT TCG CCC GGA ATT AG  

 pGADT7 

pGADT7-F TGA AGA TAC CCC ACC AAA CC 

pGADT7-R ACT TGC GGG GTT TTT 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 ATA GAA TGA CAC CTA CTC 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 GGA GGT CTA T 

pDsRed2-R TGC ATG TGG AAC CTCGGC ATG ACC 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 TAT TTC CTG AGA CAC TTT 

NLRP7-R3 CAT CTG CAG CTT CAG AGT 

NLRP7-F4 GGC CAC GCC TGG GAC ATC 

NLRP7-R4 AGT GGC CTC CAA CTC 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 GCA CTG CTC  

ZBTB16-F5 GAG CAG TGC AGC GTG TGT 

ZBTB16-R5 CAC ATA GCA CAG GTA GAG G 

 KHDC3L 

KHDC3L-F GAT CAT GAA CCT GGC TGA CT 

KHDC3L-R AGT CAG CCA GGT TCA TGA TC 

 
 
Methylierungsassay-Primer: 
 
 
Bezeichnung Sequenz 5´- 3´ Locus 

 Bi-Hot PCR  

Bi-H19-F1 (Outer) TTT TTG GTA GGT ATA GAG TT 
H19 (11p15)  
Paternal methyliert 

Bi-H19-R1 (Outer) AAA CCA TAA CAC TAA AAC CC 
H19 (11p15)  
Paternal methyliert 

Bi-H19-F2 (Nested) TGT ATA GTA TAT GGG TAT TTT TGG 
AGG TTT 

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) TTT TTT ATT TTA TAG GGT GTA TTT 
NESP55 (20q13.2-3)  
Paternal methyliert 

Bi-NESP55-R1 (Outer) AAA ATA AAA TAC TTA AAC ACC AC 
NESP55 (20q13.2-3)  
Paternal methyliert 

Bi-NESP55-F2 (Nested) TTT TTG TAG AGT TAG AGG GTA GGT 
NESP55 (20q13.2-3)  
Paternal methyliert 

Bi-NESP55-R2 (Nested) AAA AAA AAC AAC TCA AAA TCT ACC 
(5´Biotin) 

NESP55 (20q13.2-3)  
Paternal methyliert 

Bi-PEG3-F1 (Outer) GGA GAT TTT GTA GTA GTT TTT TAG 
ATT T 

PEG3 (19q13.4)  
Maternal methyliert 

Bi-PEG3-R1 (Outer) CCC TTT TCC AAA CCT AAC TTT AAA 
A 

PEG3 (19q13.4)  
Maternal methyliert 

Bi-PEG3-F2 (Nested) AAA AGG TAT TAA TTA TTT ATA GTT 
TGG T 

PEG3 (19q13.4)  
Maternal methyliert 

Bi-PEG3-R2 (Nested) AAA ACT ACT AAT TAA CTA ACA CAA 
AAA CC (5´Biotin) 

PEG3 (19q13.4)  
Maternal methyliert 
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Bi-SNRPN-F1 (Outer) TCC AAA ACA AAA AAC TTT AAA ACC 
CAA ATT C 

SNRPN (15q11.2)  
Maternal methyliert 

Bi-SNRPN-R1 (Outer) AGG TTT TTT TTT ATT GTA ATA GTG 
TTG TGG GG 

SNRPN (15q11.2)  
Maternal methyliert 

Bi-SNRPN-F2 (Nested) TCA ATA CTC CAA ATC CTA AAA ACT 
TAA AAT ATC 

SNRPN (15q11.2)  
Maternal methyliert 

Bi-SNRPN-R2 (Nested) TGT GGG GTT TTA GGG GTT TAG TAG 
TTT TTT TTT TTT AGG (5`Biotin) 

SNRPN (15q11.2)  
Maternal methyliert 

 SNuPE  

H19-SN1 TGG TTG TAG TTG TGG AAT  

NESP55-SN1 GTG TTT AAG AGG ATG GAT  

NESP55-SN4 GGT ATT TTT TGA GTT TTT  

PEG3-SN1 GTT ATT TTG 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) GTT ATT TTG GTT TAG AGT  

Pyro-SNRPN GGG ATT TTT GTA TTG  
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A.3 Vektorkarten 
 
 

      
 
 
Vektorkarte pDONR201. 

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

wurde über die Gateway-Klonierungsmethode in den Vektor eingefügt. 

 

 
Vektorkarten pGBKT7 und pGADT7. 

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

wurde über den pDONR-Vektor (Gateway-Klonierung) jeweils in den Köder-Vektor pGBKT7 und in 

den Beute-Vektor pGADT7 kloniert. 

pGADT7 AD Vector Information   PT3249-5

  Cat. Nos. 630442
 630489
 630491 

(010312) 

pGADT7 AD Vector Map and Multiple Cloning Site (MCS). 

Description 
pGADT7 AD is a yeast expression vector that is designed to express a protein of interest 
fused to a GAL4 activation domain (AD; amino acids 768–881). Transcription of the GAL4 AD 
fusion is driven by the constitutively active ADH1 promoter (PADH1), and is terminated at the 
ADH1 transcription termination signal (TADH1). The GAL4 AD fusion contains an N-terminal 
SV40 nuclear localization signal (SV40 NLS; 1) that targets the protein to the yeast nucleus, 
and a hemagglutinin epitope tag (HA Tag), located between the GAL4 AD and the protein 
of interest, that allows the protein to be easily detected with HA-tag antibodies.

The T7 promoter (PT7), located just upstream of the HA tag sequence, allows in vitro tran-
scription and translation of the HA-tagged protein of interest (without the GAL4 AD and 
the SV40 NLS). pGADT7 AD replicates autonomously in both E. coli and S. cerevisiae from 
the pUC and 2  ori, respectively. The vector also contains an ampicillin resistance gene 
(Ampr) for selection in E. coli and a LEU2 nutritional marker for selection in yeast.

T7 Promoter

HA Epitope Tag

S!I
EcoRI SmaI/

XmaI
NdeI BamHIClaI

STOP

XhoI

1914

1968

2025

2080

3' AD Sequencing Primer

 START
 in vitro

Matchmaker 5' AD LD-Insert  Screening Amplimer

Matchmaker 3' AD LD-Insert Screening Amplimer

a.a.
881

GAL4
 Activation Domain

1857

SacI

T7 Sequencing Primer

AACTGTGCATCGTGCACCATCT

CGA GCT CGA GCT GCA GATGAATCGTAGATACTGAAAAACCCCGCAAGTTCACTTC

CAT ATG GCC ATG GAG GCC AGT GAA TTC CAC CCG GGT GGG CAT CGA TAC GGG ATC CAT  

CAC TAT AGG GCG AGC GCC GCC ATG GAG TAC CCA TAC GAC GTA CCA GAT TAC GCT

CTA TTC GAT GAT GAA GAT ACC CCA CCA AAC CCA AAA AAA GAG ATC TTT AAT  ACG ACT

pGADT7 AD

7987 bp

PADH1

SV40 NLS

GAL4 AD

PT7

HA Tag
MCS

TADH1

LEU2
pUC 
 ori

Ampr

2  ori

HindIII 
 (1479)

HindIII 
 (2279)

pGBKT7 Vector Information   PT3248-5

 Cat. No. 630489 
 630443 
 

(PR8Y2643; published 5 Dec 2008) 

Restriction Map and Multiple Cloning Site (MCS) of pGBKT7. Unique restriction sites are in bold.

Description: 
The pGBKT7 vector expresses proteins fused to amino acids 1–147 of the GAL4 DNA binding 
domain (DNA-BD). In yeast, fusion proteins are expressed at high levels from the constitutive 
ADH1 promoter (PADH1); transcription is terminated by the T7 and ADH1 transcription termi-
nation signals (TT7 & ADH1). pGBKT7 also contains the T7 promoter, a c-Myc epitope tag, and a 
MCS. pGBKT7 replicates autonomously in both E. coli and S. cerevisiae from the pUC and  
2  ori, respectively. The vector carries the Kanr for selection in E. coli and the TRP1 nutritional 
marker for selection in yeast. Yeast strains containing pGBKT7 exhibit a higher transformation 
efficiency than strains carrying other DNA-BD domain vectors (1).  

TCA TCG GAA GAG AGT AGT AAC AAA GGT CAA AGA CAG TTG ACT GTA TCG CCG GAA  TTT
 

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

CAT ATG GCC ATG GAG GCC GAA TTC CCG GGG ATC CGT CGA CCT GCA GCG GCC GCA TAACTAGCATAACCCC

TTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTGCGCGCTTGCAGCCAAGCTAATTCCGGGCGAATTTCTTATGATTT

ATGATTTTTATTATTAAATAAGTTATAAAAAAAATAAGTGTATACAAATTTTAAAGTGACTCTTAGGTTTTAAAACGAAAA

T7 Promoter

1281

1212

1342

c-Myc Epitope Tag

T7 Terminator

EcoR INde I Nco I Sfi I Sma I/
Xma I

BamH I Sal I Pst I

Matchmaker 5' DNA-BD Vector 
     Insert Screening Amplimer

Matchmaker 3' DNA-BD Vector 
     Insert Screening Amplimer

3' DNA-BD Sequencing Primer

START
in vitro

a.a.
147

GAL4 DNA-Binding Domain

T7 Sequencing Primer

STOP
(orf 1) 

STOP
(orf 2)

STOP
(orf 3)

1430

1155

  

Δ

pGBKT7
7.3 kb

Δ

Kanr

2 μ
ori

TRP1

PADH1
GAL4 

DNA-BD
PT7

pUC
ori

TT7 & ADH1

c-Myc epitope tag

MCS

HindIII
(738)HindIII

(6544)

HindIII
(1606)

f1
ori
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Vektorkarte pcDNA3.1 mit N-terminalen Flag-Epitop. 

In die MCS wurde die cDNA aller in dieser Arbeit verwendeten NLRP7-Konstrukte kloniert. 
 
 
 

 
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 ΔLRR kloniert. 
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Appendix 
pcDNA™3.1 Vectors 

 
Map  The figure below summarizes the features of the pcDNA™3.1(+) and pcDNA™3.1(–) 

vectors. The complete sequences for pcDNA™3.1(+) and pcDNA™3.1(–) are available 
for down-loading from our World Wide Web site (www.invitrogen.com) or from 
Technical Support (see page 13). Details of the multiple cloning sites are shown on 
page 3 for pcDNA™3.1(+) and page 4 for pcDNA™3.1(–). 
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 Cloning into pcDNA™3.1, continued 

 
Multiple Cloning 
Site of 
pcDNA™3.1(+)  

Below is the multiple cloning site for pcDNA™3.1(+). Restriction sites are labeled 
to indicate the cleavage site. The Xba I site contains an internal stop codon 
(TCTAGA). The multiple cloning site has been confirmed by sequencing and 
functional testing. The complete sequence of pcDNA™ 3.1(+) is available for 
downloading from our web site (www.invitrogen.com) or from Technical 
Support (see page 13). For a map and a description of the features of 
pcDNA™3.1(+), please refer to the Appendix, pages 10-11.   

!!"# $%%$$$%%$&'&$&&&&$(&('(&&&$$(%&$

!"#!$"""
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1223 3232
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42#$"156$""

0'/$"37&$"

1(24HI$"

#.JK2CLH6>?9*+)()+-)*#+'5',8*-'%)

%&$$(&%($%'&&$(((&($$'$($$$$((%&'%%&&&&$%&&'%(((&%$$$%'%&&&&$($%(

$&&%&&%$%%'(%%%%&$$(&'%(%&&&$((('%(($&((%($'($&%(($((('&(($%$&$&$

&&(%&(&(%$'%$%$((%$&&'%$&(&(&&%%'%&%$(%$$&%'$((%$$&$%('&&&$$&&$&%

(&%$%&%$&$'&(((&(&%%%'&&(%$((%$&'(%($$$&&&%'$$&&(%$$(('$&%%(&(%$%

((&$%%&%$&'($%%&($($('($((&&$$%$'(%&(&$&$%%'&(%&%&($(('%((%%(%$%(

&($%$&(&(('(%%%($$$&&'&%%%(%$(&$'%&(%%$%(&%'$($(%%$$%$'&($$(%%&(%

%&$%$($$($'$$(%%%%$%%'%%%($(%%$$'%%$$(&%%%$'((&&(($(%%'&%$%%%&%$(

)*#

+,#

*"#

*)#

#-#

#*#

!",#

),F&,.)+*+)8'/,*ACM*),!B

 

 
 *Please note that there are two BstX I sites in the polylinker.  
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Vektorkarte pDsRed2-N1 mit C-terminalem DsRed2.  

In die MCS wurde die cDNA von NLRP7, ZBTB16 und KHDC3L kloniert. 

 
 

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

pDsRed2-N1 Vector Information   PT3604-5

 Cat. No. 632406

Restriction Map and Multiple Cloning Site (MCS) of pDsRed2-N1 Vector. Unique restriction sites are in bold. The 
Not I site follows the DsRed2 stop codon.

Description
pDsRed2-N1 encodes DsRed2, a DsRed variant that has been engineered for faster maturation 
and lower non-specific aggregation. Derived from the Discosoma sp. red fluorescent protein  
(drFP583; 1), DsRed2, like its progenitor DsRed1, contains a series of silent base-pair changes 
that correspond to human codon-usage preferences for high expression in mammalian cells (2).  
In addition to these changes, DsRed2 contains six amino acid substitutions: V105A, I161T, and 
S197A, which result in the more rapid appearance of red fluorescence in transfected cell lines; 
and R2A, K5E, and K9T, which prevent the protein from aggregating. (DsRed2 may, however, 
form the same tetrameric structure as DsRed1 [3].) In mammalian cell cultures when DsRed2 
is expressed constitutively, red-emitting cells can be detected by fluorescence microscopy 
within 24 hours of transfection. Large insoluble aggregates of protein, often observed in 
bacterial and mammalian cell systems expressing DsRed1, are dramatically reduced in cells 
expressing DsRed2. The faster-maturing, more soluble red fluorescent protein is also well 
tolerated by host cells; mammalian cell cultures transfected with DsRed2 show no obvious 
signs of reduced viability—in those cell lines tested, cells expressing DsRed2 display the same 
morphology (e.g., adherence, light-refraction) and growth characteristics as non-transfected 
controls.

The multiple cloning site (MCS) in pDsRed2-N1 is positioned between the immediate early 
promoter of CMV (PCMV IE) and the DsRed2 coding sequence. Genes cloned into the MCS are 
expressed as fusions to the N-terminus of DsRed2. Sequences upstream of DsRed2 have been 
converted to a Kozak consensus translation initiation site to increase translation efficiency 
in eukaryotic cells (4). SV40 polyadenylation signals downstream of the DsRed2 gene direct 
proper processing of the 3' end of the DsRed2 mRNA. The vector backbone contains an SV40 
origin for replication in mammalian cells expressing the SV40 T antigen, a pUC origin of 
replication for propagation in E. coli, and an f1 origin for single-stranded DNA production. A 
neomycin-resistance cassette (Neor) allows stably transfected eukaryotic cells to be selected 
using G418. This cassette consists of the SV40 early promoter, the neomycin/kanamycin 
resistance gene of Tn5, and polyadenylation signals from the Herpes simplex virus thymidine 
kinase (HSV TK) gene. A bacterial promoter upstream of the cassette confers kanamycin 
resistance to E. coli.
(121712; published 17 December 2012) 

pDsRed2-N1
4.7 kb

pUC
 ori 

HSV TK
poly A

f1
ori 

SV40
poly A

DsRed2  

PCMV  IE

PSV40e

SV40 ori
P

Not I (1358)
  Kanr/

        Neor
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