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Zusammenfassung 

Das Schmerzempfinden ist unerlässlich für die Aufrechterhaltung der Integrität 

des Körpers. Während die molekularen Mechanismen, die die Differenzierung 

der verschiedenen Subtypen nozizeptiver Neurone steuern, zunehmend verstan-

den werden, sind die Faktoren, die bei der Initiierung der nozizeptiven Linie ent-

scheidend sind, noch weitgehend unbekannt. Biallelische Varianten im humanen 

PRDM12-Gen verursachen eine seltene autosomal-rezessiv erbliche Erkran-

kung, bei der es zu einem angeborenen Fehlen des Schmerzempfindens kommt 

(congenital insensitivity to pain, CIP). Andere sensible Modalitäten (leichte Be-

rührung, Vibration und Propriozeption), autonome Funktionen sowie Geruchs- 

und Hörsinn sind nicht eingeschränkt. Nervenbiopsien betroffener Patienten zei-

gen einen deutlichen Verlust von Aδ-Fasern, Hautbiopsien ein vollständiges Feh-

len freier dermaler Nervenendigungen. 

Um zu klären, ob diese Veränderungen auf einen Defekt in der Entwicklung oder 

eine rasche Degeneration sensibler Neurone zurückzuführen sind, wurde in Ko-

operation mit der Arbeitsgruppe von Herrn Professor Roman Chrast (Karolinska 

Institutet, Stockholm, Schweden) ein Mausmodell etabliert, bei dem die Expres-

sion des Prdm12-Gens ausgeschaltet wurde. Spinalganglien PRDM12-defizien-

ter Mausembryonen waren im Vergleich zu den Spinalganglien von Wildtyp-Emb-

ryonen deutlich kleiner und wiesen weniger Neurone auf. Die weitergehende Un-

tersuchung des Mausmodells durch die Arbeitsgruppe von Herrn Professor Ro-

man Chrast zeigte, dass die beobachtete Größenminderung und verminderte 

Zellzahl der Spinalganglien auf ein Ausbleiben der Entwicklung der nozizeptiven 

Linie zurückzuführen ist. Die Entwicklung von Neuronen für andere sensible Mo-

dalitäten war hingegen nicht beeinträchtigt.  

Einige Mitglieder der PRDM-Proteinfamilie, zu der auch PRDM12 gehört, sind 

Transkriptionsrepressoren und rekrutieren Co-Transkriptionsfaktoren, um chro-

matinregulierende Multiproteinkomplexe zu bilden. Unter Verwendung eines he-

terologen Promotors konnte gezeigt werden, dass PRDM12 ebenfalls dosisab-

hängig als Transkriptionsrepressor wirkt, wobei diese Funktion durch krankheits-

assoziierte PRDM12-Varianten teilweise aufgehoben wird. Mit Hilfe von Immun-
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präzipitationsstudien konnte der Co-Transkriptionsfaktor CBFA2T2 als neuer po-

tentieller Interaktionspartner von PRDM12 identifiziert werden. Passend zur an-

genommenen Interaktion überlappen die zeitlichen und räumlichen Expressions-

muster von Prdm12 und Cbfa2t2, und beide Proteine kolokalisieren in distinkten 

Strukturen im Zellkern. Darüber hinaus zeigen PRDM12 und CBFA2T2 einen sy-

nergistischen Effekt im Sinne einer verstärkten Repression eines heterologen 

Promotors. 

Die Ergebnisse dieser Arbeit weisen auf eine spezifische und essenzielle Funk-

tion von PRDM12 für die Initiierung der gesamten nozizeptiven Linie hin. Mecha-

nistisch scheint PRDM12 als Transkriptionsrepressor zu wirken, möglicherweise 

in einem Komplex mit dem hier identifizierten Bindungspartner CBFA2T2. In An-

betracht der entscheidenden Rolle von PRDM12 in der Entwicklung von Nozizep-

toren ist davon auszugehen, dass die weitergehende Aufklärung der beteiligten 

molekularen Mechanismen wesentlich zu einem besseren Verständnis der Re-

gulation der sensiblen Neurogenese beitragen wird. 

 

 

 

 

  



Abstract   7 

 

Abstract 

The sensation of pain is essential for maintaining the integrity of the body. While 

the molecular mechanisms that control the differentiation of the various subtypes 

of nociceptive neurons are increasingly understood, the factors that are critical in 

initiating the nociceptive lineage are still largely unknown. Biallelic variants in the 

human PRDM12 gene cause a rare autosomal recessive inherited disorder in 

which there is a congenital absence of pain sensation (congenital insensitivity to 

pain, CIP). Other sensory modalities (light touch, vibration and proprioception), 

autonomic functions, sense of smell and hearing are not impaired. Nerve and skin 

biopsies of affected patients show a marked loss of Aδ-fibres, skin biopsies a 

complete absence of free dermal nerve endings. 

To clarify whether these changes are due to a defect in the development or a 

rapid degeneration of sensory neurons, a mouse model was established in coop-

eration with the research group of Professor Roman Chrast (Karolinska Institutet, 

Stockholm, Sweden) in which the expression of the Prdm12 gene was switched 

off. Spinal ganglia of PRDM12-deficient mouse embryos were significantly 

smaller and had fewer neurons compared to the spinal ganglia of wild-type em-

bryos. Further investigation of the mouse model by Professor Roman Chrast's 

research group showed that the observed reduction in size and decreased cell 

number of the spinal ganglia was due to a failure of the nociceptive lineage to 

develop. In contrast, the development of neurons for other sensory modalities 

was not affected. 

Some members of the PRDM protein family, which includes PRDM12, are tran-

scriptional repressors and recruit co-transcription factors to form chromatin-reg-

ulating multiprotein complexes. Using a heterologous promoter, PRDM12 was 

also shown to act as a transcriptional repressor in a dose-dependent manner, 

while this function is partially abrogated by disease-associated PRDM12 variants. 

With the help of immunoprecipitation studies, the co-transcription factor 

CBFA2T2 could be identified as a new potential interaction partner of PRDM12. 

Consistent with the hypothesised interaction, the temporal and spatial expression 

patterns of Prdm12 and Cbfa2t2 overlap, and both proteins colocalise in distinct 
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structures in the nucleus. Furthermore, PRDM12 and CBFA2T2 show a syner-

gistic effect in terms of enhanced repression of a heterologous promoter. 

The results of this work indicate a specific and essential function of PRDM12 for 

the initiation of the entire nociceptive lineage. Mechanistically, PRDM12 appears 

to act as a transcriptional repressor, possibly in complex with the binding partner 

CBFA2T2 identified here. Considering the crucial role of PRDM12 in the devel-

opment of nociceptors, it can be expected that further elucidation of the molecular 

mechanisms involved will contribute significantly to a better understanding of the 

regulation of sensory neurogenesis. 



Einleitung   9 

 

1. Einleitung 

Schmerz ist eine Sinneswahrnehmung, deren physiologische Funktion darin be-

steht, den Körper vor tatsächlich oder potenziell gefährlichen Einflüssen zu war-

nen und durch reaktive Meidung dieser Reize vor tiefergehender Schädigung zu 

schützen. Im Gegensatz dazu haben chronische Schmerzzustände, die z. B. bei 

Nervenverletzungen, Gewebeschädigungen, muskuloskelettalen Erkrankungen, 

Tumorerkrankungen oder als psychosomatische Störung auftreten, keine offen-

sichtliche Schutzfunktion [1]. Chronische Schmerzen sind mit einer Prävalenz 

von etwa 19 % in der Allgemeinbevölkerung eine häufige Erkrankung, was zu 

einer erheblichen Belastung der Gesundheits- und Sozialsysteme führt. Mehr als 

die Hälfte der Patienten sind nicht mehr in der Lage außerhalb des Hauses zu 

arbeiten und für etwa 20 % geht die Erkrankung mit einem Verlust des Arbeits-

platzes einher. Obwohl grundlagenorientierte und klinische Forschung über die 

letzten 200 Jahre hinweg zu einem allgemeinen Verständnis der normalen und 

gestörten Schmerzmechanismen und zur Etablierung zahlreicher Analgetika und 

anderer Behandlungskonzepte geführt haben [2], stellt die adäquate Behandlung 

von Schmerzen weiterhin eine zentrale Herausforderung dar. In einer europawei-

ten epidemiologischen Untersuchung zu chronischen Schmerzen zeigte sich, 

dass nur 2 % der Patienten von einem Spezialisten für Schmerztherapie behan-

delt wurden und nur bei jedem zweiten Patienten eine ausreichende Schmerz-

kontrolle erreicht wurde [3]. 

1.1 Physiologische Grundlagen der Nozizeption 

Nozizeptoren sind pseudounipolare Neurone, deren Perikarya in den sensiblen 

Ganglien des Kopfes und entlang des Rückenmarks (Spinalganglien) lokalisiert 

sind [4]. Ihre langen peripheren Axone enden als freie Nervenendigungen und 

dienen der Wahrnehmung tatsächlicher oder drohender Gewebeschädigungen. 

Nozizeptive Nervenendigungen sind in fast jedem Gewebe vorhanden. Die zent-

ralen Axone der Nozizeptoren vermitteln die Weiterleitung der sensiblen Informa-

tionen zum Hinterhorn des Rückenmarks. Im Hinblick auf ihre Spezifität lassen 

sich mechano-, chemo- und thermosensible sowie polymodale Nozizeptoren un-

terscheiden [5]. Dünn myelinisierte Aδ-Fasern leiten schnell (2,5-30 m/s) das pri-

märe Schmerzsignal ins Rückenmark und aktivieren spinale Reflexbögen 
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(Schutzreflexe). Nicht-myelinisierte C-Fasern leiten deutlich langsamer 

(< 2.5 m/s) und vermitteln länger anhaltende Schmerzsignale [5]. 

Im Hinterhorn des Rückenmarks erfolgt die Umschaltung auf das zweite Neuron 

der Schmerzbahn. Über den Tractus spinothalamicus anterior und lateralis wird 

das Signal zu den medialen und lateralen Thalamuskernen geleitet, wo nach sy-

naptischer Integration die Weiterleitung über dritte Neurone zum somatosensori-

schen Kortex und limbischen System erfolgt [4, 5]. Eine Modulation der 

Schmerzwahrnehmung erfolgt über deszendierende Hemmmechanismen oder 

periphere und zentrale Sensibilisierung, die mitverantwortlich sind für die Diskre-

panz zwischen subjektiver Schmerzwahrnehmung und Reizintensität [4, 5]. 

1.2 Entwicklung von Nozizeptoren 

Nozizeptoren stammen wie die Rezeptoren für Propriozeption und Tastsinn (A-

Faser-Mechanorezeptoren mit niedriger Schwelle, A-LTMRs) von Neuralleisten-

zellen ab. Die Neuralleiste ist eine transiente multipotente Zellpopulation, die an 

der Übergangszone zwischen Neuralplatte und dem umgebenden Oberflä-

chenektoderm entsteht. Zum Zeitpunkt des Neuralrohrschlusses beginnen die 

Zellen den Transkriptionsfaktor SOX10 zu exprimieren, wandern aus dem Neu-

ralrohr aus und entwickeln sich zu verschiedenen Zelltypen, darunter Knorpel, 

Knochen und Bindegewebe des Kopfes, Nebennierenmarkzellen, Melanozyten 

der Haut sowie das sensible und vegetative Nervensystem [6]. 

Im Bereich der späteren sensiblen Ganglien entstehen aus den eingewanderten 

Neuralleistenzellen Gliazellen und Neurone. Die sensible Neurogenese verläuft 

in zwei Wellen, in denen die proneuralen Transkriptionsfaktoren Neurogenin 

(Ngn) 2 (1. Welle, in der Maus an Embryonaltag (E) 10-E11) bzw. Ngn1 (2. Welle, 

in der Maus an E11-E13) die neuronale Identität der Vorläuferzellen festlegen [7]. 

Der überwiegende Anteil der späteren Nozizeptoren entstammt dabei der 

2. Welle der Neurogenese in den sensiblen Ganglien. In der weiteren Entwick-

lung ist die nozizeptive Linie durch die Expression von Tropomyosinrezeptor-

Kinase A (TRKA) gekennzeichnet, während die A-LTMR-Linie die Tropomyosin-

rezeptor-Kinasen C (TRKC), B (TRKB) oder RET exprimiert [8]. Durch nachfol-

gende Differenzierungsschritte kommt es zur Spezialisierung der Nozizeptoren 
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für verschiedene Modalitäten. In den Spinalganglien machen Nozizeptoren etwa 

80 % der Neurone aus. 

Während die molekularen Programme, die die Differenzierung der verschiedenen 

Subtypen von nozizeptiven Neuronen steuern, zunehmend besser verstanden 

werden [8], sind die Mechanismen, die für die Initiierung der nozizeptiven Linie 

verantwortlich sind, noch weitgehend unbekannt. 

1.3 Monogen erbliche Störungen des Schmerzempfindens 

In den vergangenen zwei Jahrzehnten konnten die molekularen Ursachen einiger 

seltener monogener Schmerzstörungen wie der familiären hemiplegischen Mig-

räne [9], der Erythromelalgie [10], der paroxysmalen extremen Schmerzstörung 

[11] oder des familiären episodischen Schmerzsyndroms [12] aufgeklärt werden. 

Durch die Kenntnis der verantwortlichen Gene bzw. Genprodukte konnten dabei 

auch neue Einblicke in die molekularen und zellulären Prozesse der Nozizeption 

gewonnen werden. Genetische Varianten können jedoch nicht nur zu Erkrankun-

gen mit einer gesteigerten, sondern auch mit verminderter oder fehlender 

Schmerzempfindlichkeit führen [13]. Hierzu gehören die hereditären sensiblen 

und autonomen Neuropathien (HSAN) und die angeborene Schmerzunempfind-

lichkeit (englisch: Congenital insensitivity to pain, CIP). 

Bei den Patienten kommt es wiederholt zu unbemerkten Druckgeschwüren, Ver-

brennungen, Knochenbrüchen und anderen Verletzungen. Bei Kindern mit einer 

angeborenen oder früh einsetzenden Krankheit besteht ein hohes Risiko für 

selbstverletzendes Verhalten, z. B. Bissverletzungen an Zunge, Lippen und Fin-

gern. Pathophysiologisch liegen Entwicklungsdefekte, eine frühzeitige Degene-

ration oder eine gestörte Funktion sensibler Neurone zu Grunde [14]. Ursächliche 

genetische Varianten wurden insbesondere in funktionellen Kandidatengenen 

identifiziert, die die Entwicklung von sensiblen Neuronen und insbesondere No-

zizeptoren steuern (z. B. NTRK1, das für TRKA codiert [15]), für die Homöostase 

von Axonen wichtig sind (z. B. RAB7, das den retrograden axonalen Transport 

reguliert [16]) oder für die Aktivität von Nozizeptoren erforderlich sind (z. B. 

SCN9A, das für eine Untereinheit des spannungsgesteuerten Natriumkanals 

Nav1.7 kodiert [17]). 
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1.4 PRDM12-assoziierte congenital insensitivity to pain (CIP) 

Biallelische Varianten im humanen PRDM12-Gen (NM_021619.2) wurden erst-

mals 2015 als Ursache einer autosomal-rezessiv erblichen CIP berichtet. Insge-

samt wurden bei Patienten aus elf nicht verwandten Familien homozygote 

PRDM12-Mutationen entdeckt [18]. Das humane PRDM12-Gen umfasst fünf 

Exone, die das 367 Aminosäuren lange Protein PRDM12 kodieren. Das Protein 

verfügt über eine PR-Domäne, drei Zinkfingermotive und eine C-terminale Poly-

alanin-Wiederholungssequenz (Abb. 1). Die bei Patienten nachgewiesenen Mu-

tationen betrafen verschiedene Proteinregionen, veränderten stark konservierte 

Aminosäurereste und wurden von bioinformatischen Vorhersageprogrammen 

alle als pathogen eingestuft. 

 

Abb. 1: PRDM12-Varianten bei CIP-Patienten 

Schematische Darstellung des PRDM12-Proteins und Lokalisation von CIP-assoziierten Varian-

ten. PR – PR-Domäne; ZF – Zinkfingermotiv. Die angegebenen Zahlen beziehen sich auf die 

Aminosäure-Positionen. Abbildung modifiziert nach Chen et al., 2015 [18]. 

Klinisch zeigten die betroffenen Personen eine angeborene Schmerzunempfind-

lichkeit, die mit mutilierenden Läsionen der Zunge, Lippen und Finger infolge 

selbst zugefügter Bissverletzungen einherging. Durch das Fehlen von Schmerz 

als Warnsignal kam es in der Folge zu Selbstverletzungen, Verbrennungen, wie-

derholten Frakturen und anderen unbemerkten, traumatischen Läsionen 

(Abb. 2). Die Wahrnehmung von leichten Berührungen, Pallästhesie und Lage-

sinn waren nicht eingeschränkt; autonome Funktionen, Geruchs- und Hörsinn 



Einleitung   13 

 

waren ebenfalls unauffällig. Heterozygote Anlageträger wiesen keine Symptome 

auf. 

 

Abb. 2: Auswirkungen einer PRDM12-Defizienz beim Menschen 

(A) Mutilationen an den Lippen und der Zunge infolge von selbst zugefügten Bissverletzungen. 

(B) Läsionen und Narbenbildung an Fingern und Zehen. (C) Ulzeration der Hornhaut durch stän-

diges Augenreiben. Abbildung modifiziert nach Chen et al., 2015 [18]. 

Die lichtmikroskopische Untersuchung von archivierten Nervenbiopsien (N. sura-

lis) betroffener Patienten zeigte einen deutlichen Verlust von Aδ-Fasern. Die Zahl 

großkalibriger Axone für andere sensible Modalitäten war hingegen unverändert. 

Unbemarkte C-Fasern konnten in den Biopsien nicht beurteilt werden, da an den 

Präparaten keine elektronenmikroskopischen Untersuchungen durchgeführt wor-

den waren. Hautbiopsien zeigten ein vollständiges Fehlen freier dermaler Ner-

venendigungen (Abb. 3). 
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Abb. 3: Hautbiopsien eines Patienten mit PRDM12-assoziierter CIP und einer nicht-be-

troffenen Kontrollperson 

Neurone wurden mit einem Antikörper gegen PGP9.5 (pan-neuronaler Marker) markiert. In einer 

Biopsie des gesunden Spenders (A) sind zahlreiche intraepidermale Nervenendigungen (rote 

Pfeilspitzen) zu erkennen. In der Biopsie der betroffenen Person (B) überquerten die Nervenfa-

sern nicht die dermoepidermale Junktionszone (rote gestrichelte Linie). Abbildung modifiziert 

nach Chen et al., 2015 [18]. 

In Mausembryonen wird Prdm12 zum Zeitpunkt der Entstehung (E10,5-E13,5) 

und Differenzierung (ab E14,5) sensibler Neurone [19] in den sich entwickelnden 

kranialen und spinalen sensiblen Ganglien exprimiert [20]. Übereinstimmend mit 

dem Ursprung der sensiblen Ganglien aus der Neuralleiste wurde PRDM12 als 

ein Marker für Neuralleistenzellen identifiziert [21]. 

1.5 Struktur und Funktion von PRDM12 

PRDM12 gehört zur Familie der PRDI-BF1 (positive regulatory domain I-binding 

factor 1) homologous domain (PRDM)-Proteine [22]. Nach heutigem Kenntnis-

stand sind PRDMs Transkriptionsfaktoren, die an der Regulation zahlreicher Ent-

wicklungs- und Differenzierungsprozesse beteiligt sind [23]. Auch in der Neuro-

genese spielen Mitglieder der PRDM-Familie eine wichtige Rolle [24]. So kontrol-

liert PRDM1a beispielsweise die Bildung von Expressionsdomänengrenzen in 

der ZNS-Entwicklung, während PRDM13 die Differenzierung inhibitorischer (GA-

BAerger) Neurone vorantreibt. PRDM14 ist an der Steuerung des axonalen 

Wachstums in der Reifung von Motoneuronen beteiligt und PRDM8 wirkt an der 

Ausrichtung von Axonen während der Bildung neuronaler Schaltkreise mit [24]. 

PRDM12 ist im Zebrafisch für die Spezifikation von spinalen V1 Interneuronen 

erforderlich [25], während im Frosch Verlust und Überexpression von PRDM12 

zu gestörter sensibler Neurogenese führen [26]. 
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Alle PRDMs weisen eine N-terminale PR-Domäne auf, die mit der SET-Methyl-

transferase-Domäne verwandt ist. Zudem enthalten sie mehrere Zinkfinger-Mo-

tive (ZF), die die Bindung an DNA oder Protein-Protein-Interaktionen vermitteln 

können [22]. PRDM11 besitzt als einziges Mitglied der PRDM-Familie keine Zink-

finger, sondern stattdessen ein kleineres Protein-Protein-Interaktionsmotiv 

(„Zinkknöchel“). Eine Übersicht über die humanen PRDM-Proteine zeigt Abb. 4. 

 

Abb. 4: Übersicht über die PRDM-Proteinfamilie 

PR – PR-Domäne; ZF – Zinkfinger; ZK – Zinkknöchel; Prolin – Prolinreiche Repressor-Domäne; 

CtBP – Bindungsstelle für CtBP (C-terminal binding protein); Rb – Bindungsstelle für Rb (Re-

tinoblastom-Protein); KRAB – Krüppel-associated box-Domäne; SSX – Synovial sarcoma X-Do-

mäne; SH3 – SH3-Domäne. Bei mehreren bekannten Isoformen ist die längste dargestellt. Abbil-

dung modifiziert nach Hohenauer & Moore et al., 2012 [22]. 
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PRDM-Familienmitglieder regulieren die Genexpression, indem sie entweder 

spezifische Konsensus-Sequenzen in Promotoren erkennen oder als nicht-DNA-

bindende Transkriptions-Kofaktoren wirken [27]. Im Fall von PRDM12 ist derzeit 

noch unklar, ob es direkt an DNA binden kann oder im Komplex mit DNA-binden-

den Proteinen indirekt an regulatorische Sequenzen rekrutiert wird. Für die 

zweite Möglichkeit spricht, dass bislang kein Konsensus-Bindungsmotiv identifi-

ziert werden konnte. Die PR-Domänen einiger PRDM-Proteine (PRDM2, 7 und 

evtl. 14) haben intrinsische Histon-Methyltransferase-Aktivität, während PR-Do-

mänen anderer PRDMs keine katalytische Aktivität aufweisen (sogenannte Pseu-

domethyltransferasen). Auch für PRDM12 konnte keine relevante Histon-Methyl-

transferase-Aktivität nachgewiesen werden [28]. Die Funktion der katalytisch in-

aktiven PR-Domänen der Pseudomethyltransferasen ist weitgehend unklar; mög-

licherweise vermitteln sie Interaktionen mit anderen Proteinen [27]. 

Katalytisch inaktive PRDMs können Histon-modifizierende Enzyme an Zielpro-

motoren rekrutieren und so indirekt epigenetische Modifikationen bewirken. 

PRDM1, PRDM5, PRDM6 und PRDM12 interagieren mit der Histon-Methyltrans-

ferase G9a [24]. Im Fall von PRDM12 konnte gezeigt werden, dass die zweite 

Zinkfinger-Domäne für die Bindung an G9a verantwortlich ist [28]. Eine CIP-as-

soziierte Mutation, die einen Aminosäurerest betrifft, der für die Koordination des 

zentralen Zinkions des Zinkfingers erforderlich ist, führte zum Verlust der Bindung 

an G9a [18]. 
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2. Ziele der Arbeit 

Ausgangspunkt dieser Arbeit war die Identifizierung von biallelischen Varianten 

im humanen PRDM12-Gen als Ursache für eine Form der angeborenen 

Schmerzunempfindlichkeit, einer autosomal-rezessiven Erkrankung. Das Haupt-

ziel des ersten Teils der Arbeit bestand darin, die Pathogenese der mit PRDM12 

assoziierten Erkrankung zu untersuchen. Hierzu sollte geklärt werden, ob der be-

obachtete Verlust von Nervenfasern bei Patienten auf einen Entwicklungsdefekt 

oder die Degeneration sensibler Neurone zurückzuführen ist. Des Weiteren sollte 

untersucht werden, ob der Defekt auf Nozizeptoren beschränkt ist, wie es die 

klinische Präsentation nahelegt, oder ob andere Neuronenpopulationen (subkli-

nisch) beteiligt sind. Zudem sollte überprüft werden, ob alle Neurone der nozi-

zeptiven Linie betroffen sind oder nur bestimmte Subpopulationen von Nozizep-

toren ausfallen. Um diese Fragen zu beantworten, wurde ein Mausmodell entwi-

ckelt, in welchem das Prdm12-Gen ausgeschaltet war. Im zweiten Teil der Arbeit 

lag der Fokus auf der Erforschung des molekularen Wirkmechanismus von 

PRDM12. Hierbei wurde überprüft, ob PRDM12, ähnlich wie andere Mitglieder 

der PRDM-Proteinfamilie, als Repressor der Genexpression fungiert. Zudem 

wurde untersucht, ob PRDM12 mit anderen Proteinen interagiert und mit ihnen 

Proteinkomplexe bildet, die die Regulation der Genexpression steuern. Die Er-

gebnisse dieser Arbeit sollten zu einem besseren Verständnis der Rolle von 

PRDM12 in der Entwicklung sensibler Neurone führen und neue Einblicke in die 

Biologie von Nozizeptoren liefern.  
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3. Materialien und Methoden 

Sofern nicht anders angegeben, stammten die verwendeten Reagenzien von 

Sigma-Aldrich/Merck (Taufkirchen, Deutschland). Die Durchführung der Experi-

mente erfolgte mit einzelnen Modifikationen nach publizierten Protokollen [29-32] 

bzw. nach Angaben des Herstellers. 

3.1 Polymerase-Ketten-Reaktion (polymerase chain reaction, PCR) 

Um DNA-Abschnitte nachzuweisen, zu sequenzieren, in Plasmide einzubringen 

oder gezielt zu verändern, wurden die Zielsequenzen mit PCR [33] angereichert. 

Die für die PCR erforderlichen Startfragmente (Oligonukleotidprimer, kurz: Pri-

mer) wurden aus entsprechenden Veröffentlichungen oder Vektorkarten entnom-

men oder aus öffentlich zugänglichen Sequenzen mit Hilfe des Programms Pri-

mer3 (https://primer3.org/) [34] abgeleitet. Mit der Synthese der Primer wurde der 

externe Dienstleister Metabion (Martinsried, Deutschland) beauftragt. Die Durch-

führung der PCR erfolgte in einem MJ Mini Personal Thermal Cycler (Biorad, 

Hercules, USA). 

3.2 Agarose-Gelelektrophorese und Gelextraktion 

Zur qualitativen und quantitativen Analyse wurden DNA-Fragmente mit 6x DNA 

Loading Dye (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) versetzt und in Ethidium-

bromid-haltigen 1-3 %igen Agarosegelen in 1x TAE-Puffer elektrophoretisch auf-

getrennt. Der Nachweis der Nukleinsäurefragmente erfolgte durch Visualisierung 

des eingelagerten Ethidiumbromids mit Hilfe von UV-Licht. Eine Größenbestim-

mung wurde durch Vergleich mit der Laufweite der DNA-Größenstandards Ge-

neRuler 100 bp DNA ladder oder GeneRuler 1 kb DNA ladder (Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, USA) ermöglicht. Falls für weitere Anwendungen erforder-

lich, wurden Fragmente der erwarteten Größe mit einem Skalpell aus dem Gel 

ausgeschnitten und anschließend mit dem NucleoSpin Gel and PCR Clean-up 

Kit (Macherey-Nagel, Düren, Deutschland) aufgereinigt. Der DNA-Gehalt der ge-

wonnenen Eluate wurde mit einem NanoDrop 1000-Spektralphotometer (Peqlab, 

Erlangen, Deutschland) gemessen. 
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3.3 DNA-Sequenzierung (Sanger-Methode) 

DNA-Sequenzierungen wurden von dem externen Dienstleister Eurofins Geno-

mics (Ebersberg, Deutschland) nach der Kettenabbruchmethode [35] als cycle 

sequencing [36] mit fluoreszenzmarkierten Didesoxynukleotiden [37] durchge-

führt. Die resultierenden Chromatogramme wurden durch Vergleich mit den be-

kannten Referenzsequenzen ausgewertet. 

3.4 Genotypisierung von Mauslinien 

Für die Genotypisierung wurden DNA-Proben von der Arbeitsgruppe von Profes-

sor Roman Chrast (Karolinska Institutet, Stockholm, Schweden) zur Verfügung 

gestellt. Genomische DNA von postnatalen Stadien wurde aus Ohrbiopsien ge-

wonnen, während für Embryonalstadien DNA aus dem kaudalen Anteil der Emb-

ryonen isoliert wurde. Die Genotypisierung erfolgte durch PCR-Amplifikation (3.1) 

und Darstellung von allelspezifischen DNA-Fragmenten im Agarosegel (3.2) bzw. 

durch den Nachweis von Längenunterschieden von Fragmenten in Abhängigkeit 

vom vorliegenden Allel. In Abhängigkeit von der gewählten Zielsequenz und ver-

wendeten Primerpaaren wurde das PCR-Protokoll angepasst (Tab. 1). Zur Be-

stätigung der Amplifikation der korrekten Zielsequenzen erfolgte im Zuge der 

Etablierung der Primerpaare eine Sequenzierung der PCR-Produkte (3.3) unter 

Verwendung der PCR-Primer als Sequenzierprimer. 

Tab. 1: Primerpaare und Reaktionsbedingungen für Genotypisierungs-PCRs 

Primerpaar Sequenz (5‘-3‘) Allel Größe (bp) Reaktionsansatz 
PCR- 

Programm 

gPRDM12int2F 
 
 
gPRDM12int2R 

CTGGCGGCAGAAA
GGAACTC 
 
GAGGTGGGCTAG
CGTCAAAA 

Wildtyp 
Prdm12tm2a 
Prdm12tm2b 
Prdm12tm2c 
Prdm12tm2d 

567 
626 

kein Produkt 
626 

kein Produkt 

1 μg DNA 
25 μl DreamTaq 
Green PCR Mix 
(Thermo Fisher  
Scientific, Waltham, 
USA) 
100 pmol forward- 
bzw. reverse-Primer 
mit nukleasefreiem 
Wasser auf 50 μl auf-
gefüllt 

95 °C 5 min 
 
5x 
94 °C 1 min 
58 °C 1 min 
72 °C 2 min 
 
27x 
94 °C 30 s 
58 °C 30 s 
72 °C 1 min 

Fortsetzung auf Seite 20. 
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Fortsetzung von Seite 19. 

Primerpaar Sequenz (5‘-3‘) Allel Größe (bp) Reaktionsansatz 
PCR- 

Programm 

RAF5 
 
 
gPRDM12-tm2d-
cre2_nR 

CACAC-
CTCCCCCTGAAC-
CTGAAAC 
 
CGAGCTCAGAC-
CATAACTTCGT 

Wildtyp 
Prdm12tm2a 
Prdm12tm2b 
Prdm12tm2c 
Prdm12tm2d 

kein Produkt 
3071* 
235 

kein Produkt 
kein Produkt 

s. o. 95 °C 5 min 
 
5x 
94 °C 1 min 
59 °C 1 min 
72 °C 2 min 
 
28x 
94 °C 30 s 
59 °C 30 s 
72 °C 1 min 

gPRDM12-flp-wt_F 
 
 
gPRDM12-flp-wt_R 

TCAC-
CAGACCCGGCCTC
AGTT 
 
CAC-
CGGTCTTCCATCG
CGGAA 

Wildtyp 
Prdm12tm2a 
Prdm12tm2b 
Prdm12tm2c 
Prdm12tm2d 

86 
kein Produkt 
kein Produkt 
kein Produkt 
kein Produkt 

s. o. 95 °C 5 min 
 
5x 
94 °C 1 min 
59 °C 1 min 
72 °C 2 min 
 
28x 
94 °C 30 s 
59 °C 30 s 
72 °C 1 min 

gPRDM12-flp-
tm2c_F 
 
 
gPRDM12-flp-
tm2c_R 

CAGACCAAGGCG-
CATAACGA 
 
CGAAGTTATCTCG
ACGAAGTTCCTA 

Wildtyp 
Prdm12tm2a 
Prdm12tm2b 
Prdm12tm2c 
Prdm12tm2d 

kein Produkt 
7037* 

kein Produkt 
133 
133 

s. o. 95 °C 5 min 
 
5x 
94 °C 1 min 
62 °C 1 min 
72 °C 1 min 
 
25x 
94 °C 30 s 
62 °C 30 s 
72 °C 30 s 

gPRDM12-tm2d-
cre2_nF 
 
gPRDM12-tm2d-
cre2_nR 

CGCCGGAAC-
CGAAGTTCCTA 
 
CGAGCTCAGAC-
CATAACTTCGT 

Wildtyp 
Prdm12tm2a 
Prdm12tm2b 
Prdm12tm2c 
Prdm12tm2d 

kein Produkt 
7939* 
5103* 
1035* 
110 

s. o. 95 °C 5 min 
 
5x 
94 °C 1 min 
59 °C 1 min 
72 °C 2 min 
 
28x 
94 °C 30 s 
59 °C 30 s 
72 °C 1 min 

cPRDM12_ex2nF 
 
 
gPRDM12int2nR 

CGCTCAGAG-
TTCCATCCCAG 
 
ATCCCTTTCCAAA-
GCTCCCG 

Wildtyp 
Prdm12tm2a 
Prdm12tm2b 
Prdm12tm2c 
Prdm12tm2d 

170 
170 

kein Produkt 
170 

kein Produkt 

s. o. 95 °C 5 min 
 
5x 
94 °C 1 min 
59 °C 1 min 
72 °C 2 min 
 
28x 
94 °C 30 s 
59 °C 30 s 
72 °C 1 min 

* erwartetes PRC-Produkt unter den gewählten Versuchsbedingungen nicht nachweisbar 

3.5 Expressionskonstrukte 

Expressionskonstrukte für Myc-PRDM12 in pCMV-Myc, Myc-PRDM12_H289L in 

pCMV-Myc und Myc-PRDM12_ΔZF in pCMV-Myc lagen zu Beginn dieser Arbeit 

bereits vor [18]. Flag-G9a in pcDNA3-Flag wurde von Herrn Professor Chenfang 

Dong (University of Kentucky, Lexington, USA) zur Verfügung gestellt. 
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Myc-PRDM12_F271I in pCMV-Myc: Die Generierung eines PRDM12-Leserah-

mens mit der Mutation p.F271I erfolgte mittels overlap-extension PCR (OE-PCR) 

[38]. Dazu wurden in einem PCR-Ansatz (3.1) jeweils einer von zwei komplemen-

tären Mutageneseprimern (forward: 5‘-GACAAGCCCATCGTGTGC-3‘ und re-

verse: 5‘-GCACACGATGGGCTTGTC-3‘) mit jeweils einem von zwei äußeren 

Primern kombiniert, die dem N- bzw. C-Terminus von PRDM12 entsprachen und 

zusätzlich 5‘-Überhänge mit einer EcoRI-Schnittstelle (forward primer: 5‘-

GCCCGAATTCGGATGATGGGCTCTGTGCTC-3‘) bzw. einer NotI-Schnittstelle 

(reverse primer: 5‘-TTAAGCGGCCGCTCACAGCACCATGGCCGG-3‘) enthiel-

ten. Die PCR wurde mit dem AccuPrime Pfx DNA Polymerase-System (Invitro-

gen, Carlsbad, USA) durchgeführt, wobei das Konstrukt Myc-PRDM12 in pCMV-

Myc als Matrize diente. Anschließend wurden die PCR-Produkte mittels Gelex-

traktion (3.2) aufgereinigt. Jeweils 200 ng der gelextrahierten PCR-Produkte, die 

sich im Bereich der eingefügten Mutation überlappten, wurden mit den beiden 

äußeren Primern in einer dritten PCR (wieder mit dem AccuPrime Pfx DNA Po-

lymerase-System (Invitrogen, Carlsbad, USA)) eingesetzt, um den vollständigen 

PRDM12-Leserahmen mit der p.F271I-Variante zu amplifizieren. Die PCR-Pro-

dukte wurden durch Gelextraktion (3.2) gereinigt, in pCR2.1-TOPO-TA kloniert 

(3.6) und in Bakterien transformiert (3.8). Nach Vermehrung des Plasmids in Bak-

terien und Bestätigung der Integrität des Inserts (3.9) erfolgten die Subklonierung 

der mutierten cDNA in den pCMV-Myc-Vektor (3.7) und die Aufreinigung des 

Plasmids aus Bakterien (3.9). 

Myc-PRDM12_ΔPR in pCMV-Myc: Ein pCAG-Flag-IRES-Puro-Plasmid, das ei-

nen artifiziellen PRDM12-Leserahmen enthielt, dem die PR-Domäne fehlte, 

wurde von Herrn Professor Yoichi Shinkai (RIKEN Institute, Saitama, Japan) zur 

Verfügung gestellt. Der veränderte PRDM12-Leserahmen wurde durch PCR 

(3.1) mit den gleichen äußeren Primern amplifiziert, die für die Amplifikation von 

Myc-PRDM12_F271I verwendet wurden. Die weitere Vorgehensweise entsprach 

der Klonierung von Myc-PRDM12_F271I in pCMV-Myc. 

HA-CBFA2T2 in pCMV-HA: Der CBFA2T2-Leserahmen wurde mit PCR (3.1) aus 

mit Oligo-dT-Primern hergestellter HEK293-Zell-cDNA amplifiziert, die von Herrn 

Dr. Rolf Stucka (Friedrich-Baur-Institut, LMU München, München, Deutschland) 

zur Verfügung gestellt wurde. PCR-Primer entsprachen dem CBFA2T2 N- bzw. 
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C-Terminus und enthielten 5‘-Überhänge mit SalI- (forward: 5‘-GCCCGTCGAC-

CATGGCTAAAGAATCTGGAATAAGC-3‘) bzw. NotI-Schnittstellen (reverse: 5‘-

TTAAGCGGCCGCTCAGAGTCCGTTGGTGTCG-3‘). Die PCR erfolgte mit dem 

AccuPrime Pfx DNA Polymerase-System (Invitrogen, Carlsbad, USA). Die wei-

tere Vorgehensweise entsprach der Klonierung von Myc-PRDM12_F271I in 

pCMV-Myc mit Ausnahme der Verwendung des Vektors pCMV-HA anstelle von 

pCMV-Myc und des Restriktionsenzyms SalI anstatt EcoRI. 

GAL4-DBD-PRDM12: Der PRDM12-Leserahmen wurde an Myc-PRDM12 in 

pCMV-Myc durch PCR (3.1) mit den gleichen äußeren Primern amplifiziert, die 

für die Amplifikation von Myc-PRDM12_F271I verwendet wurden. Die weitere 

Vorgehensweise entsprach der Klonierung von Myc-PRDM12_F271I in pCMV-

Myc mit Ausnahme der Verwendung eines anderen Zielvektors, pcDNA3-GAL4-

DBD, der die Sequenz der GAL4-DNA-Bindungsdomäne (Aminosäuren 1-147) 

enthielt, die mit dem N-Terminus der eingebrachten Proteine fusioniert wird. 

GAL4-DBD-PRDM12_D31Y, -_R168C, -_E172D: Die Klonierung erfolgte wie für 

GAL4-DBD-PRDM12 beschrieben, allerdings wurden Myc-PRDM12_D31Y in 

pCMV-Myc, Myc-PRDM12_R168C in pCMV-Myc und Myc-PRDM12_E172D in 

pCMV-Myc [18] als Matrize verwendet. 

GAL4-DBD-CBFA2T2: Der CBFA2T2-Leserahmen wurde an HA-CBFA2T2 in 

pCMV-HA durch PCR (3.1) mit Primern amplifiziert, die dem CBFA2T2 N- bzw. 

C-Terminus entsprachen und 5‘-Überhänge mit EcoRV- (forward: 5‘-GCCCGA-

TATCCATGGCTAAAGAATCTGGAATAAGC-3‘) bzw. XbaI-Schnittstellen (re-

verse: 5‘-TTAATCTAGATCAGAGTCCGTTGGTGTCG-3‘) enthielten. Die PCR 

erfolgte mit dem AccuPrime Pfx DNA Polymerase-System (Invitrogen, Carlsbad, 

USA). Die weitere Vorgehensweise entsprach der Klonierung von Myc-

PRDM12_F271I in pCMV-Myc mit Ausnahme der Verwendung des Vektors 

pcDNA3-GAL4-DBD anstatt pCMV-Myc und der Restriktionsenzyme EcoRV und 

XbaI anstelle von EcoRI und NotI. 

3.6 Topoisomerase-basierte Klonierung von PCR-Fragmenten 

PCR-Produkte, die zur Generierung von Expressionskonstrukten (3.5) verwendet 

werden sollten, wurden an den 3'-Enden durch eine 30-minütige Inkubation bei 
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72 °C mit einer Taq-Polymerase (Maxima Hot Start Green PCR Master Mix, 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) mit einem Desoxyadenosin-Überhang 

versehen. Anschließend erfolgten die Topoisomerase-basierte Klonierung der 

Fragmente (200 ng) in den pCR2.1-TOPO-TA-Vektor mithilfe des TOPO TA Clo-

ning Kits (Invitrogen, Carlsbad, USA) und die Transformation der Plasmide in E. 

coli-Bakterien (3.8). 

3.7 Subklonierung in Expressionsvektoren 

Inserts wurden mit Restriktionsenzymen, die die mittels PCR eingefügten Schnitt-

stellen (3.5) erkannten, aus dem pCR2.1-TOPO-TA-Vektor (3.6) herausgeschnit-

ten und durch Gelextraktion aufgereinigt (3.2). Gleichzeitig wurden die Expressi-

onsvektoren (pCMV-Myc, pCMV-HA, pcDNA3-GAL4-DBD) mit den entsprechen-

den Restriktionsenzyme linearisiert und ebenfalls durch Gelextraktion aufgerei-

nigt (3.2). Die Ligation der Inserts in die Expressionsvektoren erfolgte mit Hilfe 

einer T4 DNA-Ligase (New England Biolabs, Ipswich, USA). Für die Ligation wur-

den Insert und Vektor im molaren Verhältnis von 1:3 gemischt und über Nacht 

bei 4 °C inkubiert. Anschließend wurde die Ligase durch Erhitzen (65 °C für 

10 min) inaktiviert. Danach wurden die Ligationsprodukte in E. coli-Bakterien 

transformiert (3.8). 

3.8 Transformation von Plasmid-DNA in Bakterien 

Konstrukte in pCR2.1-TOPO-TA (3.6) wurden in TOP10 E. coli-Bakterien 

(OneShot TOP10 Chemically competent cells, Invitrogen, Carlsbad, USA) trans-

formiert. Für die Transformation der Expressionskonstrukte (3.7) wurden che-

misch kompetente E. coli des Stamms DH5α verwendet. Jeweils 25 μl Bakteri-

ensuspension wurden mit 2 μl des Produkts aus der Topoisomerase-basierten 

Klonierung (3.6) bzw. der Ligation in die Expressionsvektoren (3.7) gemischt und 

30 min auf Eis inkubiert. Nach einem Hitzeschock (42 °C für 45 s) wurde das 

Gemisch nochmals 2 min auf Eis stehen gelassen und danach mit 0,2 ml S.O.C.-

Medium (New England Biolabs, Ipswich, USA) versetzt. Der Transormationsan-

satz wurde eine Stunde lang bei 37 °C geschüttelt und anschließend auf Kultur-

platten ausgebracht (3.9). 
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3.9 Bakterienkultur und Isolation von Plasmid-DNA 

Jeweils 100 μl der Transformationsansätze (3.8) wurden auf LB-Agarplatten (1 % 

Tripton, 1 % NaCl, 0,5 % Hefeextrakt, 15 g Bacto-Agar) ausplattiert. Zur Selektion 

von Bakterien, die das gewünschte Plasmid aufgenommen hatten, wurde dem 

Kulturmedium entsprechend dem Antibiotika-Resistenzgen der verwendeten 

Vektoren Ampicillin (100 μg/ml) zugesetzt. Bei der Klonierung in pCR2.1-TOPO-

TA (3.6), der eine LacZ-Kassette enthielt, die bei Aufnahme eines Inserts disrup-

tiert wurde, wurde zur Identifizierung von Kolonien mit aufgenommenem Insert 

eine Blau-Weiß-Selektion durchgeführt. Dazu wurden 10 μl einer X-Gal-Lösung 

(20 mg/ml) und 10 μl einer IPTG-Lösung (100 mM) pro 1 ml Nährmedium hinzu-

gegeben. Kolonien (im Fall der Klonierung in pCR2.1-TOPO-TA: weißgefärbte 

Kolonien), die nach 24-48 h bei 37 °C auf der Agarplatte wuchsen, wurden mittels 

einer „Kolonie-PCR“ auf das Vorhandensein eines Inserts untersucht. Dazu 

wurde ein Teil der Kolonie mit einer sterilen Pipettenspitze aufgenommen und in 

einem PCR-Ansatz (Maxima Hot Start Green PCR Master Mix, Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, USA), der die jeweiligen Klonierungsprimer (3.5) enthielt, ge-

löst. Anschließend wurde eine Gelelektrophorese (3.2) durchgeführt, um zu über-

prüfen, ob Banden mit der erwarteten Größe amplifiziert worden waren. Von Ko-

lonien mit positivem PCR-Ergebnis wurden Flüssigkulturen in LB-Medium (1 % 

Tripton, 1 % NaCl, 0,5 % Hefeextrakt, 100 μg/ml Ampicillin) angesetzt, die über 

Nacht bei 37 °C auf einer Schüttelplattform inkubiert wurden. Für Konstrukte in 

pCR2.1-TOPO-TA erfolgte die Plasmidisolation mit dem QIAPrep 8-System (Qi-

agen, Hilden, Deutschland). Die Integrität des Inserts wurde durch Sequenzie-

rung (3.3) mit T7- und M13R-Universalprimern überprüft. Für Expressionsplas-

mide, die anschließend für Transfektionen eingesetzt wurden, erfolgte die Plas-

midisolation mit dem NucleoBond PC 500-Kit (Macherey-Nagel, Düren, Deutsch-

land). Zum Ausschluss von Klonierungsartefakten erfolgte abschließend eine Se-

quenzierung (3.3) mit pCMV-Sequenzierprimern (pCMV-Myc, pCMV-HA) bzw. 

T6- und T7-Universalprimern (pcDNA3-GAL4-DBD). 

3.10 Eukaryotische Zellkultur 

Die humane Nierenepithelzelllinie HEK293 (ATCC/LGC Standards, Wesel, 

Deutschland) wurde bei 37 °C, 5 % CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit in DMEM-
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Medium (GE Healthcare, Chalfont St Giles, UK), das zusätzlich 10 % FCS 

(Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA), 2 % L-Glutamin (GE Healthcare, Chal-

font St Giles, UK) und 0,4 % Penicillin/Streptomycin enthielt, adhärent wachsend 

kultiviert. Bei Erreichen von 70-80 % Konfluenz wurden die Zellen passagiert. 

Dazu wurde nach Waschen mit 1x PBS der Zellrasen durch Zugabe von Trypsin-

EDTA von der Kulturschale abgelöst. Anschließend wurden die Zellen in frischem 

Kulturmedium aufgenommen und mit einer Dichte von 10-20 % auf neuen Platten 

ausgesät. 

3.11 Transiente Transfektion eukaryotischer Zellen 

Die Transfektion von adhärent wachsenden HEK293-Zellen (3.10) mit Plasmiden 

erfolgte bei einer Dichte von 50-70 % mithilfe des Transfektionsreagenzes jetPEI 

(Polyplus transfection, Illkirch, Frankreich). Anschließend wurden die Zellen wei-

ter kultiviert. Nach 24 h wurde das Medium gewechselt, und nach weiteren 24 h 

wurden die Zellen zur Proteinisolation (3.12) oder für die Immunfluoreszenzmik-

roskopie (3.16) verwendet. 

3.12 Proteinisolation aus eukaryotischen Zellkulturen 

Bei Erreichen einer Konfluenz von 70-80 % wurden adhärent wachsende 

HEK293-Zellen (3.10) nach Absaugen des Kulturmediums mit 1x PBS gewa-

schen, mittels Schaber abgelöst und in 1 ml 1x PBS resuspendiert. Nach Zentri-

fugation (4 °C, 10 min, 14.000 Upm) wurde das Zellpellet durch Zugabe von 300-

400 µl Lyse-Puffer (für SDS-PAGE: 1 % SDS, 10 mM Tris-HCl, pH 7,4 bzw. für 

Co-Immunpräzipitation: 1x PBS, 5 mM EDTA, 0,5 % NP-40, 0,1 mM PMSF, Com-

plete Protease Inhibitor (Roche, Rotkreuz, Schweiz), 30-minütige Inkubation auf 

Eis und dreimaliges Vortexen im Abstand von jeweils 10 min homogenisiert. Nach 

erneuter Zentrifugation wurde der proteinhaltige Überstand abgenommen und für 

nachfolgende Untersuchungen eingesetzt. Zur Bestimmung der Proteinkonzent-

rationen wurde ein NanoDrop 1000-Spektralphotometer verwendet (Peqlab, Er-

langen, Deutschland). 
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3.13 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 

Die Auftrennung von zellulären Proteinen (3.12) wurde mittels der diskontinuier-

lichen SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese durchgeführt. Zelllysate wurden 

mit 6x SDS-Ladepuffer (0,06 M Tris-HCl (pH 6,8), 0,012 % Bromphenolblau, 

9,3 % DTT, 10 % SDS, 30 % Glycerol) versetzt und bei 95 °C für 10 min denatu-

riert. Anschließend wurden die Proben auf ein 4-15 % Polyacrylamid-Gradienten-

gel (Biorad, Hercules, USA) geladen. Als Größenreferenz wurde die PageRuler 

Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) verwendet. 

Nachfolgend wurden die Proben durch Anlegen einer elektrischen Spannung (zu-

nächst 80 V, dann bis zu 120 V) in einem Laufpuffer (0,025 M Tris, 0,192 M Gly-

cin, 0,1 % SDS) aufgetrennt. 

3.14 Western-Blot (Immunoblot) 

Die in der SDS-PAGE (3.13) aufgetrennten Proteine wurden mittels Semi-Dry-

Verfahren in einer Trans-Blot Cell-Apparatur (Biorad, Hercules, USA) auf eine 

Nitrocellulosemembran transferiert. Nach Abschluss des Transfers wurde die 

Membran zur Blockade unspezifischer Bindungsstellen für 1 h bei Raumtempe-

ratur in 5 % Milchpulver/1x TBS-T inkubiert. Anschließend erfolgte die Bindung 

der Primärantikörper in 5 % Milchpulver/1x TBS-T bei 4 °C über Nacht. Folgende 

Primärantikörper wurden verwendet: Maus anti-Myc (Clontech, Mountain View, 

USA, #631206, 1:1.000), Maus anti-Flag (Sigma-Aldrich/Merck, Taufkirchen, 

Deutschland, #F3165, 1:1.000) und Kaninchen anti-HA (Cell Signaling Techno-

logy, Danvers, USA, #3724, 1:1.000). Nach viermaligem Waschen für jeweils 10 

min mit 1x TBS-T wurde die Membran in 5 % Milchpulver/1x TBS-T mit an hor-

seradish peroxidase (HRP) gekoppelten Sekundärantikörpern Ziege anti-Maus 

IgG (Jackson ImmunoResearch, Ely, UK, #115-035-003, 1:10.0000) und Ziege 

anti-Kaninchen IgG (Jackson ImmnoResearch, Ely, UK, #111-035-003, 1:10.000) 

für 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurden die Membranen er-

neut 4x 10 min mit 1x TBS-T gewaschen. Proteinbanden wurden unter Verwen-

dung des Chemilumineszenz-Detektionsreagenzes ECL Prime Western Blotting 

Detection Reagent (GE Healthcare, Chalfont St Giles, UK) mithilfe eines ECL 

Imager-Systems (Intas, Göttingen, Deutschland) und der Aufnahmesoftware 

ChemoStar visualisiert. 
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3.15 Co-Immunpräzipitation 

HEK293-Zellen (3.10) wurden mit Expressionskonstrukten (3.5) für PRDM12 

(Wildtyp oder Deletionsmutanten, Myc-Tag) und G9a (Flag-Tag) bzw. CBFA2T2 

(HA-Tag) transfiziert (3.11). Nach 48 h wurden die Zellen lysiert und zelluläre 

Proteine isoliert (3.12). Ein Aliquot der Proteinlösung wurde für die Expressions-

kontrolle mit SDS-PAGE (3.13) und Westernblot (3.14) abgenommen. Die restli-

che Proteinlösung wurde über Nacht bei 4 °C unter ständigem Schütteln mit 25 μl 

c-Myc Monoclonal Antibody (Klon 9E10)-Agarose Beads (Clontech, Mountain 

View, USA) inkubiert. Die Beads wurden durch Zentrifugation bei 13.000 Upm für 

1 min sedimentiert, fünfmal mit 1x PBS gewaschen und in 25 μl 6x SDS-Lade-

puffer gelöst. Nach fünfminütigem Erhitzen auf 95 °C wurden die Proben zentri-

fugiert und die im Überstand enthaltenen immunpräzipitierten Proteine mittels 

SDS-PAGE und Western-Blot identifiziert (3.13, 3.14). 

3.16 Immunfluoreszenzmikroskopie an Zellkulturen 

HEK293-Zellen wurden in Wachstumsmedium auf Deckgläschen (Durchmesser 

12 mm) ausgesät, für 24 h kultiviert (3.10) und anschließend mit Expressionskon-

strukten für Myc-PRDM12 und HA-CBFA2T2 (3.5) transfiziert (3.12). Nach wei-

teren 48 h Kultivierung wurden die Zellen mit 1x PBS gewaschen und durch eine 

zehnminütige Inkubation mit 3,7 % PFA in 1x PBS fixiert. Nach einem weiteren 

Waschschritt mit 1x PBS wurden die Zellen 15 min lang in 0,1 % Triton X-100 in 

1x PBS permeabilisiert. Nach dreimaligem Waschen in 1x PBS wurden unspezi-

fische Bindungsstellen durch eine einstündige Inkubation in 5 % Pferdeserum 

(Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) in 1x PBS blockiert. Danach wurden 

die Deckgläschen bei 4 °C über Nacht mit Primärantikörpern Maus anti-Myc 

(Clontech, Mountain View, USA, #631206, 1:200) und Kaninchen anti-HA (Cell 

Signaling Technology, Denver, USA, #3724, 1:800) in 5 % Pferdeserum in 1x 

PBS inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit 1x PBS wurden die Zellen für 1 h 

mit Alexa Fluor (AF)-gekoppelten-Sekundärantikörpern AF488 Ziege anti-Maus 

IgG (Invitrogen, Carlsbad, USA, #A-11001, 1:500) und AF594 Ziege anti-Kanin-

chen IgG (Invitrogen, Carlsbad, USA, #A-11012, 1:500) in 5 % Pferdeserum in 

1x PBS bei Raumtemperatur inkubiert. Daran schlossen sich nochmals drei 

Waschschritte mit 1x PBS und die Einbettung der Präparate in Fluorescence 



Materialien und Methoden   28 

 

Mounting Medium (Dako, Hamburg, Deutschland) an. Mikroskopie und Auf-

nahme von Bildern erfolgten mithilfe eines Zeiss Axiovert 200 M-Mikroskops und 

des Programms AxioVision (Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland). 

3.17 Reportergenassay 

Die Untersuchung des Einflusses von PRDM12 und CBFA2T2 auf die Aktivität 

eines heterologen Promotors erfolgte mit Hilfe eines über GAL4 regulierten Luci-

ferase-Reportergens. Dazu wurden PRDM12 bzw. CBFA2T2- mit der GAL4-

DNA-Bindungsdomäne (GAL4-DBD) fusioniert (3.5). Als Reporterkonstrukt 

wurde pGAL4-TK-FLuc verwendet, das ein Firefly-Luciferase-Gen (FLuc) unter 

der Kontrolle eines minimalen Thymidinkinase (TK)-Promotors mit fünf stromauf-

wärts gelegenen GAL-Bindungsstellen (UAS) enthält. HEK293-Zellen (3.10) wur-

den in einer Dichte von 0,8x 105 Zellen pro Well in 24-Well-Platten ausgesät und 

mit 500 ng GAL4-DBD-Leervektor bzw. 20-200 ng GAL4-DBD-PRDM12- oder 

GAL4-DBD-CBFA2T2-Fusionskonstrukten, 200 ng Reporterplasmid GAL4-TK-

FLuc und 2 ng Renilla-Luciferase (RLuc)-tragendes internes Kontrollplasmid 

pRL-TK (Promega, Madison, USA) kotransfiziert (3.11). Zur Untersuchung der 

Interaktion von PRDM12 und CBFA2T2 wurden 20-200 ng Myc-PRDM12 mit 

dem GAL4-DBD-Leervektor bzw. dem GAL4-DBD-CBFA2T2-Fusionskonstrukt, 

dem Reporterplasmid GAL4-TK-FLuc und dem Kontrollplasmid pRL-TK kotrans-

fiziert. Die transfizierten Zellen wurden über Nacht unter Standardbedingungen 

kultiviert (3.10). Die Luciferase-Expression wurde mit dem Dual-Luciferase-Re-

porter-Assay-System (Promega) analysiert. Die Zellen wurden einmal mit 1x PBS 

gespült und dann mit 1x Reporter-Lysepuffer lysiert. Die Lumineszenz des Fire-

fly-Reporters wurde durch Zugabe von Luciferase Assay Reagent II gemessen. 

Anschließend wurde die Reaktion gequencht, und die Bestimmung der Renilla-

Luciferase-Aktivität wurde durch Zugabe von Stop & Glo Reagent gestartet. Alle 

Messungen wurden mit einem Berthold Technologies TriStar LB 941 Luminome-

ter (Berthold Technologies, Bad Wildbad, Deutschland) durchgeführt. Die relative 

Reporteraktivität wurde durch Normalisierung des Firefly-Luciferase-Signals auf 

die Renilla-Luciferase-Aktivität ermittelt. 
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3.18 Gewebeeinbettung und Gefrierschnitte 

In 4 % Paraformaldehyd fixierte Mausembryonen wurden von der Arbeitsgruppe 

von Professor Roman Chrast (Karolinska Institutet, Stockholm, Schweden) zur 

Verfügung gestellt. Die Embryonen wurden in einer 30 %igen Sucrose-Lösung 

auf Eis verschickt und nach Eingang in unserem Labor für 1 h in einem 1:1 Ge-

misch aus Tissue-Tek und 30 %iger Sucrose-Lösung inkubiert. Anschließend 

wurden die Embryonen in Tissue-Tek eingebettet. Nach dem Aushärten des Ein-

bettmediums auf Trockeneis wurden die Präparate bei -80 °C gelagert. Die An-

fertigung von Gefrierschnitten erfolgte bei -20 °C in einem vorgekühlten Kryosta-

ten. Als Objektträger wurden Epredia SuperFrost Plus Adhäsionsobjektträger 

(Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) verwendet. Die angefertigten Schnitte wur-

den bei -20 °C gelagert. 

3.19 Immunofluoreszenzmikroskopie von Gefrierschnitten 

Die bei -20 °C gelagerten Schnitte wurden zunächst über etwa 30 min auf Raum-

temperatur erwärmt und anschließend für 5 min in 2 % PFA in 1x PBS fixiert. 

Nach dreimaligem Waschen mit 1x PBS für jeweils 10 min wurden die Proben 

unter Zugabe eines 0.1 % Triton X-100/1x PBS-Gemisches für 10 min permeabi-

lisiert. Nach erneuten Waschschritten wurden die Schnitte zur Blockierung un-

spezifischer Antikörperbindungen in 5 % Kälberserum in 0.1 % Triton X-100 und 

1x PBS für 1 h inkubiert. Die Bindung des primären Antikörpers erfolgte im selben 

Medium bei 4 °C über Nacht. Nach erneuten Waschschritten wurden die Präpa-

rate mit dem sekundären Antikörper für 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. An-

schließend wurden die Schnitte nach erneuten Waschschritten in einem wässri-

gem Eindeckmedium eingebettet. Als primärer Antikörper wurde anti-TUJ1 (hu-

man) aus Kaninchen (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland, #T2200; 1:80) 

verwendet, als sekundärer Antikörper Ziege anti-Kaninchen IgG konjugiert an 

Alexa Fluor AF488 (Invitrogen, Carlsbad, USA, #A-11008, 1:500). Für die Mikro-

skopie und die Aufnahme der Bilder wurden ein Zeiss Axiovert 200 M-Mikroskop 

und das Programm AxioVision (Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland) verwen-

det. 
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4. Ergebnisse 

4.1 Etablierung eines PRDM12-defizienten Mausmodells 

Zur Klärung der pathophysiologischen Rolle von PRDM12 wurde in Kooperation 

mit der Arbeitsgruppe von Herrn Professor Roman Chrast (Karolinska Institutet, 

Stockholm, Schweden) die Generierung eines Mausmodells mit fehlender 

Prdm12-Expression angestrebt (Abb. 5).  

 

Abb. 5: Schematische Darstellung der Generierung verschiedener Prdm12-Allele  

FRT – Zielsequenz der Flippase (Flp); lacZ – β-Galactosidase-Reporter; loxP – Zielsequenz der 

Cre-Rekombinase (Cre); neo – Neomycin-Kassette; schwarze Bereiche entsprechen dem Wild-

typ-Allel; hellgraue Bereiche umfassen die durch homologe Rekombination eingebrachten Ele-

mente; der rote Bereich ist spezifisch für das Wildtyp-Allel. Prdm12tm2b ist ein LacZ-Reporter- und 

gleichzeitig konstitutives Knockout-Allel. Prdm12tm2c kodiert ein intaktes Protein, hat aber durch 

die loxP-Sequenzen konditionales Potential, und kann je nach verwendeter Cre-Rekombinase 

zur Generierung eines konstitutiven Knockouts oder eines gewebe- und/oder zeitspezifischem 

konditionalen Knockout (Prdm12tm2d) verwendet werden. 
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Im Rahmen dieser Kooperation wurden Primersets für Genotypisierungen etab-

liert, Genotypisierungen durchgeführt und postmortale Untersuchungen an Mau-

sembryonen vorgenommen. Haltung, Zucht und Tötung der Tiere sowie die Iso-

lation von Embryonen und Geweben erfolgten im Labor von Professor Roman 

Chrast (Karolinska Institutet, Stockholm, Schweden). Vom Canadian Mouse Mu-

tant Repository (CMMR, Toronto, Canada) wurden transgene Prdm12tm2a(EU-

COMM)Hmgu-Mäuse auf einem C57BL/6J-Hintergrund (im Folgenden verein-

facht als Prdm12tm2a bezeichnet) bezogen. In dieser Mauslinie war ein Teil des 

endogenen Prdm12-Gens mittels homologer Rekombination durch ein DNA-

Fragment ersetzt worden, in dem Exon 2 von loxP-Schnittstellen flankiert ist und 

das stromaufwärts FRT-, LacZ-, loxP-, neo- und FRT-Elemente enthält. Mit Hilfe 

von Cre- und Flp-Rekombinasen können ausgehend vom Prdm12tm2a -Allel LacZ-

Reporter-, konstitutive Knockout- und konditionale Knockout-Allele generiert wer-

den (Abb. 5). 

4.1.1 Ausgangsallel Prdm12tm2a 

Zum PCR-Nachweis des Prdm12tm2a-Allels wurde ein Primerpaar gewählt, das 

die Position der loxP-Sequenz in Intron 2 flankiert. Das Transgen liefert ein um 

59 Basenpaare größeres PCR-Produkt als das Prdm12-Wildtyp-Allel (Abb. 6). 

Die Verteilung der Genotypen aus Kreuzungen heterozygoter Prdm12tm2a-Mäuse 

mit Wildtyp-Tieren entsprach den Erwartungen nach den Mendelschen Regeln. 

Heterozygotie für das Transgen führte nicht zu erkennbaren phänotypischen Ab-

weichungen. Nach Verpaarung heterozygoter Träger des Prdm12tm2a-Allels 

konnten postnatal bei 81 Nachkommen (51 Prdm12tm2a/wt), 30 Prdm12wt/wt) keine 

lebenden, homozygoten Prdm12tm2a-Mäuse nachgewiesen werden. 
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Abb. 6: PCR-Strategie zum Nachweis des Prdm12tm2a- und Wildtyp-Allels  

FRT – Zielsequenz der Flippase (Flp); lacZ – β-Galactosidase-Reporter; loxP – Zielsequenz der 

Cre-Rekombinase (Cre); neo – Neomycin-Kassette; schwarze Bereiche entsprechen dem Wild-

typ-Allel; hellgraue Bereiche umfassen die künstlich eingebrachten Elemente; der rote Bereich ist 

spezifisch für das Wildtyp-Allel. Basenpositionen beziehen sich auf das jeweilige Allel. (A) Posi-

tionen der PCR-Primer mit Größenangabe des PCR-Produkts im Prdm12tm2a-Allel (NCBI Acces-

sion Number: JN960000). (B) Positionen der PCR-Primer mit Größenangabe des PCR-Produkts 

im Wildtyp-Allel (NCBI Accession Number NC_000068). (C) Repräsentatives Beispiel einer Ge-

notypisierungs-PCR zum Nachweis des Prdm12tm2a-Transgens in postnatalen Tieren.  

4.1.2 LacZ Reporter- und Knockout-Allel Prdm12tm2b  

Durch Kreuzung von männlichen Trägern des Prdm12tm2a-Allels mit weiblichen 

Tieren, die Cre-Rekombinase unter der Kontrolle des CAG-Promotors exprimie-

ren, wurde die Entfernung der neo-Kassette und des „gefloxten“ Prdm12 Exon 2 

erreicht. Das CAG Cre-Transgen wird bereits in der Keimbahn exprimiert und 

bleibt in reifen Eizellen unabhängig von der Übertragung des Transgens erhalten. 

Dementsprechend kann eine effiziente Cre-vermittelte Rekombination der väter-

lichen Zielgene bei Befruchtung angenommen werden [39]. Im rekombinierten 

Allel wird die LacZ-Kassette unter der Kontrolle des endogenen Prdm12-Promo-
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tors exprimiert, so dass durch den Nachweis von β-Galaktosidase bzw. ihrer en-

zymatischen Aktivität [40] die zeitliche und örtliche Expression des Prdm12-Gens 

untersucht werden kann. Da im Zuge der Rekombination Exon 2 deletiert wird, 

kann kein funktionales Prdm12-Transkript mehr gebildet werden, und es resultiert 

zusätzlich ein konstitutiver Gen-Knockout. Der Nachweis der erfolgreichen Re-

kombination im Prdm12tm2b-Allel erfolgte über Primer, die stromauf- bzw. strom-

abwärts der äußeren loxP-Schnittstellen binden. Das Wildtyp-Allel wurde mittels 

PCR-Amplifikation eines DNA-Abschnitts nachgewiesen, der im Transgen nicht 

vorhanden ist („Wildtyp-spezifische Sequenz“; Abb. 7).  

 

Abb. 7: PCR-Strategie zum Nachweis des Prdm12tm2b- und Wildtyp-Allels 

Fortsetzung auf Seite 34. 
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Fortsetzung von Seite 33. 

FRT – Zielsequenz der Flippase (Flp); LacZ – β-Galactosidase-Reporter; loxP – Zielsequenz der 

Cre-Rekombinase (Cre); schwarze Bereiche entsprechen dem Wildtyp-Allel; hellgraue Bereiche 

umfassen die durch homologe Rekombination eingebrachten Elemente; der rote Bereich ist spe-

zifisch für das Wildtyp-Allel. Basenpositionen basieren auf dem jeweiligen Allel. Position der Pri-

mer zum Nachweis des Prdm12tm2b-Allels mit Größenangabe des erwarteten PCR-Produkts im 

Prdm12tm2a-Allel (A) und Prdm12tm2b-Allel (B). (C) Position der Primer zum Nachweis des Wildtyp-

Allels mit Größenangabe des erwarteten PCR-Produkts. (D) Repräsentatives Beispiel einer Ge-

notypisierungs-PCR zum Nachweis des Prdm12tm2b-Allels in Embryonen (E15,5). Das im Falle 

des Prdm12tm2a-Allels erwartete > 3 kb große Produkt war unter den gewählten PCR-Bedingun-

gen nicht nachweisbar. 

Nach Verpaarung heterozygoter Träger des Prdm12tm2b-Allels konnten homozy-

gote Nachkommen im Embryonalstadium zu den Zeitpunkten E12,5 und E15,5 

nachgewiesen werden. Die Verteilung der Genotypen entsprach dabei den Men-

delschen Regeln. Postnatal konnte unter 86 Nachkommen (55 Prdm12tm2b/wt, 31 

Prdm12wt/wt) kein homozygotes Tier nachgewiesen werden. 

4.1.3 Allel mit konditionalem Potential Prdm12tm2c 

Durch Verpaarung von Prdm12tm2a-Mäusen mit einer Flp-Rekombinase exprimie-

renden Mauslinie können die LacZ- und die neo-Kassette entfernt werden. Es 

resultiert ein intaktes Prdm12-Gen, in dem Exon 2 von loxP-Schnittstellen flan-

kiert wird (Abb. 8). Durch Verpaarung mit Mäusen, die ein Transgen für eine ent-

sprechende Cre-Rekombinase tragen, ist eine zelltypspezifische Deletion von 

Exon 2 und damit eine Inaktivierung des Gens in den jeweiligen Zellpopulationen 

möglich. Unter Verwendung von induzierbaren Cre-Rekombinasen ist darüber 

hinaus auch eine globale oder zelltypspezifische Ausschaltung des Gens zu de-

finierten Zeitpunkten möglich [41]. Schließlich kann das Prdm12tm2c-Allel durch 

Kreuzung mit einer Cre-Deleter-Linie auch zur Generierung eines konstitutiven 

Knockouts verwendet werden, der im Unterschied zum Prdm12tm2b-Allel keine 

lacZ-Kassette mehr aufweist. Der Nachweis der erfolgreichen Rekombination im 

Prdm12tm2a-Allel erfolgte über Primer, die stromauf- bzw. stromabwärts der FRT-

Schnittstellen binden. Das Wildtyp-Allel wurde mittels PCR-Amplifikation der 

„Wildtyp-spezifische Sequenz“ nachgewiesen. Die Zucht homozygoter Mäuse 

war ohne Einschränkungen möglich. Die Verteilung der Genotypen folgte den 

Mendelschen Regeln. 
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Abb. 8: PCR-Strategie zum Nachweis des Prdm12tm2c- und Wildtyp-Allels 

FRT – Zielsequenz der Flippase (Flp); loxP – Zielsequenz der Cre-Rekombinase (Cre); schwarze 

Bereiche entsprechen dem Wildtyp-Allel; hellgraue Bereiche umfassen die durch homologe Re-

kombination eingebrachten Elemente; der rote Bereich ist spezifisch für das Wildtyp-Allel. Basen-

positionen basieren auf dem jeweiligen Allel. Position der Primer zum Nachweis des Prdm12tm2c-

Allels mit Größenangabe des erwarteten PCR-Produkts im Prdm12tm2a-Allel (A) und Prdm12tm2c-

Allel (B). (C) Position der Primer zum Nachweis des Wildtyp-Allels mit Größenangabe des erwar-

teten PCR-Produkts. (D) Repräsentatives Beispiel einer Genotypisierungs-PCR zum Nachweis 

des Prdm12tm2c-Allels in postnatalen Tieren. Das im Falle des Prdm12tm2a-Allels erwartete > 7kb 

große Produkt war unter den gewählten PCR-Bedingungen nicht nachweisbar. 
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4.1.4 Knockout-Allel Prdm12tm2d 

Ein konstitutiver Knockout wurde durch Verpaarung von männlichen Trägern des 

Prdm12tm2c-Allels mit weiblichen Tieren erreicht, die Cre-Rekombinase unter 

Kontrolle des CAG-Promotors exprimieren. Dabei wird das von loxP-Stellen flan-

kierte, kritische Exon 2 entfernt, wodurch ein funktionales Prdm12-Transkript 

nicht mehr gebildet werden kann. Zum Nachweis der Rekombination wurden 

PCR-Primer gewählt, die die verbliebenen loxP- und FRT-Schnittstellen flankier-

ten (Abb. 9).  

 

Abb. 9: PCR-Strategie zum Nachweis des Prdm12tm2d- und Wildtyp-Allels  

Fortsetzung auf Seite 37. 
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Fortsetzung von Seite 36. 

FRT – Zielsequenz der Flippase (Flp); loxP – Zielsequenz der Cre-Rekombinase (Cre); schwarze 

Bereiche entsprechen dem Wildtyp-Allel; hellgraue Bereiche umfassen die durch homologe Re-

kombination eingebrachten Elemente; der rote Bereich ist spezifisch für das Wildtyp-Allel. Basen-

positionen basieren auf dem jeweiligen Allel. Position der Primer zum Nachweis des Prdm12tm2d-

Allels mit Größenangabe des erwarteten PCR-Produkts im Prdm12tm2c-Allel (A) und Prdm12tm2d-

Allel (B). (C) Position der Primer zum Nachweis des Wildtyp-Allels mit Größenangabe des erwar-

teten PCR-Produkts. (D) Repräsentatives Beispiel einer Genotypisierungs-PCR zum Nachweis 

des Prdm12tm2d-Allels in Embryonen (E15,5). Das im Falle des Prdm12tm2c-Allels erwartete > 1 kb 

große Produkt war unter den gewählten PCR-Bedingungen nicht nachweisbar. 

Zum PCR-Nachweis des Wildtyp-Allels wurden Primer so positioniert, dass sie 

das kritische Exon 2 erfassten. Nach Verpaarung heterozygoter Träger des 

Prdm12tm2d-Allels konnten homozygote Nachkommen im Embryonalstadium zu 

den Zeitpunkten E12,5 und E15,5 nachgewiesen werden. Die Verteilung der Ge-

notypen entsprach dabei den Mendelschen Regeln. Postnatal konnte unter 90 

Nachkommen (54 Prdm12tm2d/wt, 36 Prdm12wt/wt) kein homozygotes Tier nachge-

wiesen werden.  

4.2 Untersuchung des PRDM12-defizienten Mausmodells 

4.2.1 Makroskopische Untersuchung von Mausembryonen 

Prdm12tm2b/tm2b- und Prdm12tm2d/tm2d-Embryonen wiesen makroskopisch zu den 

Zeitpunkten E12,5 und E15,5 keine offensichtlichen genotypbezogenen morpho-

logischen Unterschiede auf (Abb. 10). Auch in späteren Schwangerschaftssta-

dien (bis E18,5) waren homozygote Prdm12-Knockout-Embryonen nachweisbar 

und zeigten keine makroskopischen Auffälligkeiten (persönliche Mitteilung Pro-

fessor Roman Chrast (Karolinska Institutet, Stockholm, Schweden); [42]). Nach 

der Geburt konnte in der durchgeführten Genotypisierung keine homozygoten 

Knockout-Tiere nachgewiesen werden, so dass – im Unterschied zur Situation 

beim Menschen – der Verlust von PRDM12 in der Maus mit perinataler Letalität 

einherzugehen scheint. Somit war eine Analyse postnataler Stadien homozygo-

ter Träger der Knockout-Allele Prdm12tm2b/tm2b und Prdm12tm2d/tm2d nicht möglich. 

Heterozygote Tiere waren lebensfähig, fruchtbar, von normaler Größe und wie-

sen keine makroskopisch sichtbaren Unterschiede zu Trägern des Wildtyp-Allels 

auf (persönliche Mitteilung Professor Roman Chrast (Karolinska Institutet, Stock-

holm, Schweden); [42]).  



Ergebnisse   38 

 

 

Abb. 10: Makroskopischer Aspekt von Maus-Embryonen  

(A) Embryonen mit den Genotypen Prdm12wt/wt, Prdm12tm2b/wt und Prdm12tm2b/tm2b zum Zeitpunkt 

E12,5. (B) Embryonen mit den Genotypen Prdm12wt/wt, Prdm12tm2d/wt und Prdm12tm2d/tm2 zum Zeit-

punkt E15,5. Makroskopisch sind keine eindeutigen morphologischen Besonderheiten in Abhän-

gigkeit vom Genotyp zu erkennen. Maßstabsbalken, 2 mm. 

4.2.2 Orientierende Untersuchung der Spinalganglien in Mausembryonen 

Für eine erste orientierende Analyse der Folgen einer PRDM12-Ablation in der 

sensiblen Neurogenese wurden Spinalganglien in Mausembryonen unter Ver-

wendung eines Antikörpers gegen den pan-neuronalen Marker β-Tubulin 3 

(TUJ1) dargestellt. Die Spinalganglien in Prdm12tm2d/tm2d-Embryonen enthielten 

deutlich weniger neuronale Zellen und waren deutlich kleiner als bei Wildtyp-

Embryonen (Abb. 11). Heterozygote Tiere wiesen keine Unterschiede im Ver-

gleich zum Wildtyp auf.  
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Abb. 11: Lumbale Spinalganglien in Prdm12-Knockout-Mausembryonen  

Immunfluoreszenzmikroskopische Darstellung neuronal differenzierter Zellen durch den panneu-

ronalen Antikörper TUJ1. (A) Zeitpunkt E12,5. (B) Zeitpunkt E15,5. In homozygoten Prdm12tm2d-

Embryonen ist im Vergleich zum Wildtyp eine deutliche verringerte Zahl der Neuronen und eine 

erhebliche Größenreduktion der Spinalganglien zu erkennen. Maßstabsbalken, 50 μm. 

Eine unterschiedliche Schnitthöhe als Ursache der Größendifferenz der Spinal-

ganglien von homozygoten Prdm12tm2d- und Wildtyp-Embryonen konnte durch 

das Anfertigen von Serienschnitten ausgeschlossen werden (Abb. 12). 
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Abb. 12: Serienschnitte lumbaler Spinalganglien in Prdm12-Knockout- Mausembryonen 

Darstellung von Spinalganglien in verschiedenen transversalen Schnittebenen (Abstand der Ebe-

nen: 20 µm). Panneuronale Färbung mit einem anti-TUJ1-Antikörper. (A) Embryonen am Tag 

E12,5. (B) Embryonen am Tag E15.5. Die Größenreduktion der Spinalganglien homozygoter 

Tiere im Vergleich zu heterozygoten Trägern des Knockout-Allels ist in allen Schnittebenen nach-

vollziehbar. Maßstabsbalken, 50 μm. 
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4.3 Funktionelle Analyse des Transkriptionsfaktors PRDM12 

4.3.1 Nachweis der Repressoraktivität von PRDM12 

Für einige Mitglieder der PRDM-Proteinfamilie konnte gezeigt werden, dass sie 

repressive Transkriptionsfaktoren sind [27]. Deshalb sollte überprüft werden, ob 

auch PRDM12 eine derartige Funktion hat, wenn es im Komplex mit Chromatin 

vorliegt. Da die DNA-Bindungskapazität und die Zielgene von PRDM12 bislang 

nicht bekannt sind, wurde ein heterologes Promotorsystem eingesetzt. Die DNA-

Bindungsdomäne des Hefe-Transkriptionsfaktors GAL4 (GAL4-DBD) wurde mit 

dem N-Terminus von PRDM12 fusioniert und das Konstrukt durch transiente 

Transfektion in HEK293-Zellen eingebracht. Die Zellen wurden gleichzeitig mit 

einem Reporterplasmid transfiziert, das fünf GAL4-Bindungsstellen stromauf-

wärts eines minimalen Thymidinkinase-Promotors enthielt, der die Expression ei-

ner Luciferase-Kassette kontrollierte. Dieses Experiment zeigte, dass PRDM12 

die Reporteraktivität dosisabhängig unterdrücken kann (Abb. 13). 

 

Abb. 13: Repressoraktivität eines GAL4-DBD-PRDM12-Fusionsproteins 

(A) Die Repressoraktivität von unterschiedlichen PRDM12-Konzentrationen im Vergleich zum 

leeren GAL4-DBD-Konstrukt wurde mit Hilfe eines Reportergenassays getestet. Die Ergebnisse 

beruhen auf mindestens drei unabhängigen Experimenten mit jeweils zwei technischen Replika-

ten. Die Diagramme zeigen Mittelwerte und Standardabweichungen. Die zunehmende Repres-

soraktivität mit zunehmenden PRDM12 Konzentrationen deutet auf eine Dosisabhängigkeit hin. 

(B) PRDM12 ohne GAL4-DBD (Myc-PRDM12) zeigte keinen Effekt im Vergleich zum GAL4-DBD-

Leervektor. 
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Um die Auswirkungen von pathogenen, bei Patienten nachgewiesenen 

PRDM12-Varianten auf die Repressoraktivität zu untersuchen, wurden entspre-

chend modifizierte GAL4-DBD-PRDM12-Expressionskonstrukte zur Transfektion 

von HEK293-Zellen etabliert. Alle untersuchten krankheitsassoziierten PRDM12-

Varianten führten zu einem partiellen, statistisch jeweils signifikanten Verlust der 

Repressoraktivität (Abb. 14). 

 

Abb. 14: Repressoraktivität krankheitsassoziierter PRDM12-Varianten  

Die Repressoraktivität von drei patientenspezifischen PRDM12-Varianten wurde mit Hilfe eines 

Reportergenassays getestet. Die Ergebnisse beruhen auf mindestens drei unabhängigen Expe-

rimenten mit jeweils zwei technischen Replikaten. Die Boxplots stellen den Median, das erste und 

dritte Quartil dar, die Whisker reichen bis zum 1,5-fachen Interquartilabstand. Gleichfarbige 

Punkte entsprechen Werten aus einem Messdurchgang. Die statistische Analyse erfolgte mittels 

Wilcoxon Signed-Rank-Test. Die p-Werte sind als *** (p < 0,001) angegeben. Alle untersuchten 

Varianten zeigten einen signifikanten Verlust an Repressoraktivität im Vergleich zu GAL4-DBD-

PRDM12 (Wildtyp). 

4.3.2 Interaktion von PRDM12 mit anderen Proteinen 

Mitglieder der PRDM-Familie können Co-Transkriptionsfaktoren rekrutieren, um 

repressive Multiproteinkomplexe zu bilden [27]. So konnte beispielsweise für 

PRDM12 gezeigt werden, dass es mit der Histon-Methyltransferase G9a einen 

Komplex bildet, der die Dimethylierung von Histon H3 an Lysin 9 (H3K9me2) be-

wirkt [28]. Co-Immunpräzipitationsstudien mit PRDM12-Mutanten, denen Teile 

der Zinkfingerdomäne fehlten oder die Punktmutationen in der Zinkfingerdomäne 
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aufwiesen, legten nahe, dass das zweite Zinkfinger-Motiv für die Assoziation mit 

G9a erforderlich ist [18, 28]. In der vorliegenden Arbeit wurde deshalb überprüft, 

ob die krankheitsassoziierte PRDM12-Variante p.F271I, die den zweiten Zinkfin-

ger betrifft, ebenfalls die Bindung an G9a beeinträchtigt. Tatsächlich zeigte sich 

in der Co-Immunpräzipitation eine deutlich abgeschwächte Interaktion mit G9a 

(Abb. 15). Der betroffene Phenylalaninrest 271 ist in der Evolution stark konser-

viert und in unmittelbarer Nähe zum Cystein-Rest 273 lokalisiert, der an der Ko-

ordination des zentralen Zinkions und damit an der Ausbildung der Tertiärstruktur 

des Zinkfingers beteiligt ist (Abb. 15). 

 

Abb. 15: Auswirkung der PRDM12 p.F271I-Variante auf die Interaktion mit G9a 

Fortsetzung auf Seite 44. 
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Fortsetzung von Seite 43. 

(A) Vergleich der Sequenzen des zweiten PRDM12-Zinkfingermotivs in verschiedenen Spezies. 

Die Sequenz ist in der Evolution vollständig konserviert. Sterne markieren Aminosäurereste, die 

an der Koordination des zentralen Zinkions beteiligt sind. Die Position von Phenylalanin 271 ist 

durch einen roten Pfeil markiert. (B) Myc-PRDM12 und Flag-G9a wurden in COS-7-Zellen (Input) 

exprimiert und mit anti-Myc-Antikörpern, die an eine Sepharosematrix gekoppelt waren, immun-

präzipitiert (IP: Myc). Die Menge an co-präzipitiertem G9a wurde auf die Menge von präzipitiertem 

PRDM12 und die G9a-Spiegel im Zelllysat normiert. Der artifiziellen Mutante PRDM12ΔZF fehlt 

die gesamte Zinkfinger-Domäne. Die Variante p.F271I führt ähnlich wie die bereits publizierte 

Variante p.H289L zu einer deutlich verminderten Bindung von G9a. * schwere IgG-Kette. 

Um weitere, bisher noch nicht bekannte Bestandteile des PRDM12-Repressor-

komplexes zu identifizieren, erfolgte durch die kooperierende Arbeitsgruppe von 

Herrn PD Dr. rer. nat. Andreas Roos (Leibniz-Institute of Analytical Sciences (I-

SAS), Dortmund, Deutschland) ein proteomisches Screening auf Proteine, die 

mit PRDM12 interagieren. Dazu wurden mit einem Tandem-Affinitätstag verse-

henes PRDM12 in stabil transfizierten HEK293-Zellen überexprimiert, der 

PRDM12-Proteinkomplex mittels Tandem-Affinitätsaufreinigung aufgereinigt und 

die im Komplex enthaltenen Proteine anschließend durch Massenspektrometrie 

identifiziert (zu Details des Protokolls siehe [44]). Bei einem der identifizierten 

möglichen PRDM12-Bindungspartner handelte es sich um den Co-Transkripti-

onsfaktor CBFA2T2 (CBFA2/RUNX1 partner transcriptional co-repressor 2 [45]). 

Zur weiteren Charakterisierung der möglichen Bindung von PRDM12 an 

CBFA2T2 wurden Myc-getagtes PRDM12 und HA-getagtes CBFA2T2 in 

HEK293-Zellen überexprimiert und anschließend PRDM12 mit Hilfe eines anti-

Myc-Antikörpers aus Zelllysaten immunpräzipitiert. Passend zu den Ergebnissen 

der Tandem-Affinitätsaufreinigung war CBFA2T2 im Präzipitat nachweisbar. Un-

tersuchungen mit PRDM12-Deletionsmutanten zeigten, dass für die Bindung an 

CBFA2T2 die PR-Domäne von PRDM12 erforderlich ist, nicht aber die Zinkfin-

ger-Domäne: Eine PRDM12-Deletionsmutante, die keine PR-Domäne aufwies 

(ΔPR), zeigte keine Interaktion mit CBFA2T2, während die Deletion der Zinkfin-

germotive (ΔZF) keinen erkennbaren Einfluss auf die Bildung des PRDM12-

CBFA2T2-Komplexes hatte (Abb. 16). 
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Abb. 16: Nachweis der Interaktion von PRDM12 und CBFA2T2  

Co-Immunpräzipitation von PRDM12 und CBFA2T2. Myc-PRDM12 und HA-CBFA2T2 wurden in 

COS-7-Zellen (Input) exprimiert und mit anti-Myc-Antikörpern, die an eine Sepharosematrix ge-

koppelt waren, immunpräzipitiert (IP: Myc). Die Menge an co-präzipitiertem CBFA2T2 wurde auf 

die Menge von präzipitiertem PRDM12 und die CBFA2T2-Spiegel im Zelllysat normiert. Sowohl 

mit Wildtyp-Vollängen-PRDM12 als auch mit einer artifiziellen Mutante, der die Zinkfinger-Motive 

fehlen (ΔZF), kann CBFA2T2 koimmunpräzipitiert werden. Eine artifizielle PRDM12-Mutante, der 

die PR-Domäne fehlt (ΔPR), bindet nicht an CBFA2T2. * Schwere IgG-Kette; ** Leichte IgG-Kette. 

Zur Überprüfung der Plausibilität einer Interaktion zwischen PRDM12 und 

CBFA2T2 wurden die Expressionsprofile und die subzelluläre Lokalisation der 

beiden Proteine miteinander verglichen. Die Expression von Prdm12 ist während 

der Embryonalentwicklung der Maus strikt auf sensible Ganglien beschränkt [18]. 

Die Auswertung öffentlich zugänglicher Expressionsdaten in Genepaint 

(https://gp3.mpg.de; [46]) zeigte, dass das Expressionsspektrum von Cbfa2t2 in 

embryonalen Geweben verhältnismäßig breit ist und mit der Expression von 

Prdm12 in sich entwickelnden DRGs überlappt (Abb. 17A). Die Analyse publi-

zierter mRNA-Sequenzierungsdaten [47, 48] ergab, dass - ähnlich wie Prdm12 - 

auch Cbfa2t2 in sensiblen Ganglien erwachsener Mäuse exprimiert wird (Abb. 

17B); allerdings zeigt Cbfa2t2 bei Weitem nicht die gleiche extreme Spezifität für 

Nozizeptoren wie Prdm12 (Abb. 17C). 
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Abb. 17: Gemeinsame Expression von Prdm12 und Cbfa2t2 in sensiblen Ganglien der 

Maus  

(A) In-situ-Hybridisierungsbilder von E14,5-Mäuseembryonen zeigen eine starke, regional be-

grenzte Expression von Prdm12 in Spinalganglien (linkes Bild, Pfeilspitzen), während Cbfa2t2 

eine breite Expression aufweist und auch in Spinalganglien nachweisbar war (rechtes Bild, Pfeil-

spitzen). Die Bilder stammen aus dem GenePaint-Atlas, https://gp3.mpg.de/viewer/se-

tInfo/MH3128 bzw. https://gp3.mpg.de/viewer/setInfo/MH2931 [46]. (B) Die Koexpression von 

Prdm12 und Cbfa2t2 bleibt in den sensiblen Ganglien (DRG: Spinalganglien, TG: Ganglion trige-

minale) erwachsener Mäuse erhalten. Die Expressionswerte wurden für jede Probe als Zahl der 

Fragmente pro Kilobase des Transkripts/Million kartierter Fragmente (FPKM) dargestellt. Daten 

aus Manteniotis et al., 2013 [47]. (C) Relative Expression von Prdm12 und Cbfa2t2 in den ver-

schiedenen Populationen sensibler Neurone in Spinalganglien erwachsener Mäuse. Cbfa2t2 wird 

in allen Zellpopulationen variabel exprimiert, während Prdm12 auf die nozizeptive Linie be-

schränkt ist (nicht-peptiderge NP1-NP3, peptiderge PEP1-PEP2, C-Faser-Mechanorezeptoren 

mit niedriger Schwelle C-LTMR) und in A-LTMRs (Neurofilament NF1-NF5) praktisch nicht vor-

kommt. Daten aus Usoskin et al., 2015 [48]. 
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In Zellen, die exogenes PRDM12 aber nicht CBFA2T2 exprimierten, zeigte 

PRDM12 in der Immunfluoreszenzmikroskopie typischerweise ein diffuses, fein-

granuläres Verteilungsmuster in den Zellkernen [18]. Im Gegensatz dazu war 

überexprimierte CBFA2T2 in den meisten Zellen in diskreten, punktförmigen 

Strukturen im Zellkern lokalisiert (Abb. 18). Wenn PRDM12 zusammen mit 

CBFA2T2 überexprimiert wurde, blieb die Lokalisation von CBFA2T2 nahezu un-

verändert. PRDM12 hingegen fand sich vermehrt in nukleären Foci, wo es mit 

CBFA2T2 kolokalisierte (Abb. 18). 

 

Abb. 18: PRDM12 und CBFA2T2 kolokalisieren in punktförmigen Strukturen im Zellkern 

HEK293-Zellen wurden mit Myc-PRDM12- oder HA-CBFA2T2-Konstrukten oder beiden Kon-

strukten transfiziert. Die überexprimierten Proteine wurden durch Immunfluoreszenzmikroskopie 

mit Antikörpern, die den Myc- bzw. HA-Tag erkennen, sichtbar gemacht. (A) Lokalisierung von 

überexprimiertem PRDM12 und CBFA2T2 in einzeln transfizierten Zellen. PRDM12 zeigte typi-

scherweise eine diffuse, feinkörnige Verteilung im Zellkern, während CBFA2T2 in der Regel in 

diskreten, punktförmigen Strukturen im Zellkern konzentriert war. Maßstabsbalken, 10 µm. (B) In 

Zellen, die PRDM12 zusammen mit CBFA2T2 überexprimierten, kolokalisierten beide Proteine in 

mehr als der Hälfte der Zellen in diskreten nukleären Strukturen. Maßstabsbalken, 5 µm. (C) Die 

Ergebnisse wurden kategorisiert und quantifiziert (n ≥ 100 Zellen pro Bedingung). CBFA2T2 

scheint PRDM12 in bestimmte Kernkompartimente zu rekrutieren. Statistische Unterschiede wur-

den mit einem zweiseitigen Mann-Whitney U-Test ermittelt. Der p-Wert ist als *** (p < 0,001) 

angegeben. 
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Um zu untersuchen, ob die Interaktion von PRDM12 mit CBFA2T2 funktionelle 

Konsequenzen hat, wurde die kombinierte Wirkung von PRDM12 und CBFA2T2 

auf die Aktivität des GAL4-UAS-Reportersystems im Firefly/Renilla Dual Luci-

ferase Assay getestet. In Übereinstimmung mit früheren Beobachtungen [49] un-

terdrückte CBFA2T2 die Transkription des heterologen Promotors, wenn es 

durch Fusion mit der GAL4-DNA-Bindungsdomäne an Chromatin rekrutiert 

wurde (Abb. 19). Vergleichbar mit Beobachtungen zur Interaktion von CBFA2T2 

mit PRDM14 [50] verstärkte die Co-Transfektion von GAL4-DBD-CBFA2T2 und 

Myc-PRDM12 die Repressoraktivität (Abb. 19).  

 

Abb. 19: Einfluss der Interaktion von CBFA2T2 und PRDM12 auf die Repressoraktivität 

Der Einfluss der Interaktion von CBFA2T2 mit PRDM12 auf die Repressoraktivität wurde mit Hilfe 

eines Reportergenassays getestet. Die Ergebnisse beruhen auf mindestens drei unabhängigen 

Experimenten mit jeweils zwei technischen Replikaten. Die Boxplots stellen den Median, das 

erste und dritte Quartil dar, die Whisker reichen bis zum 1,5-fachen Interquartilabstand. Gleich-

farbige Punkte entsprechen Werten aus einem Messdurchgang. Die statistische Analyse erfolgte 

mittels Wilcoxon Signed-Rank-Test. Die p-Werte sind als n.s. (nicht signifikant) und *** (p < 0,001) 

angegeben. Myc-PRDM12 zeigte einen synergistischen Effekt mit CBFA2T2 mit signifikantem 

Anstieg der Repressoraktivität. 
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5. Diskussion 

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass der Verlust des Tran-

skriptionsregulators PRDM12 in einem Mausmodell zu einem schwerwiegenden 

Defekt in der Entwicklung sensibler Neurone führt. Darüber hinaus legten die Er-

gebnisse von Untersuchungen zur molekularen Funktion von PRDM12 nahe, 

dass PRDM12 als Transkriptionsrepressor agiert und mit dem bekannten Co-Re-

pressor CBFA2T2 interagiert. 

Seit 2015 ist bekannt, dass biallelische Varianten im humanen PRDM12-Gen 

eine sehr seltene autosomal-rezessiv erbliche Erkrankung verursachen, bei der 

es zu einem angeborenen Fehlen des Schmerzempfindens kommt (congenital 

insensitivity to pain, CIP) [18]. Diese Publikation konnte aber die der klinischen 

Symptomatik zu Grunde liegende Pathologie nicht abschließend klären: Der bei 

betroffenen Patienten beobachtete Ausfall bzw. das vollständige Fehlen sensib-

ler Nervenfasern und nozizeptiver Nervenendigungen waren sowohl mit einem 

Entwicklungsdefekt als auch einer früh beginnenden, rasch voranschreitenden 

Degeneration sensibler Neurone vereinbar [18]. Des Weiteren konnte nicht ab-

schließend geklärt werden, welche sensible Neuronenpopulation vorrangig oder 

selektiv betroffen war bzw. ob alle Nozizeptoren oder nur eine Teilpopulation aus-

gefallen war. Diese Fragen sollten das hier vorgestellte Mausmodell und die da-

rauf aufbauenden weitergehenden Untersuchungen der Arbeitsgruppe von Pro-

fessor Roman Chrast (Karolinska Institutet, Stockholm, Schweden) adressieren 

[42]. Es zeigte sich, dass es in Mäusen ohne eine intakte Prdm12-Genkopie be-

reits in der Embryonalentwicklung zu einer deutlichen Reduktion der Größe und 

Anzahl von Neuronen in den Spinalganglien kommt, so dass von einer primären 

Störung der sensiblen Neurogenese auszugehen war. 

Während der Entwicklung sensibler Ganglien in der Maus war Prdm12 am Tag 

E18.5 in allen Zellen nachweisbar, die den Nozizeptor-Marker Trka exprimieren 

[42]. Entsprechende Untersuchungen in Prdm12-Knockout-Mausembryonen 

zeigten, dass die ursprünglich beobachtete erhebliche Verringerung der Neuro-

nenzahl und Größe der Spinalganglien auf einen Ausfall der TRKA-positiven no-

zizeptiven Linie zurückzuführen war. Der Ausfall der Nozizeptorpopulation war 
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vollständig, betraf alle Subtypen gleichermaßen und war unabhängig vom Zeit-

punkt der Differenzierung aus Vorläuferzellen in der ersten oder zweiten Welle 

der sensiblen Neurogenese in den Spinalganglien. Die Populationen von Neuro-

nen für andere sensible Modalitäten wie Berührung, Vibration und Propriozeption 

(Marker: TRKB und TRKC) waren hingegen nicht beeinträchtigt. Auch autonome 

Ganglien waren regelhaft angelegt [42]. 

In der Frühphase der Entwicklung der Spinalganglien fiel in PRDM12-defizienten 

Mausembryonen eine deutliche Verringerung der Zahl SOX10-positiver Vorläu-

ferzellen auf. Dieser Befund ist sehr wahrscheinlich auf eine unzureichende 

Proliferation der Vorläuferzellen zurückzuführen [42], so dass eine physiologi-

sche Funktion von PRDM12 in der Erhaltung eines ausreichend großen Pools 

von proliferierenden Vorläuferzellen bestehen könnte. Überexpressionsexperi-

mente in Hühnerembryonen zeigten, dass in der weiteren Entwicklung sensibler 

Neurone PRDM12 zur Festlegung eines neuronalen Schicksals und Inhibition ei-

nes A-LTMR-Schicksals führt [42] und damit die Generierung einer ausreichend 

großen Nozizeptorpopulation sicherstellt. Dabei ist PRDM12 erforderlich, um die 

Expression des Nozizeptor-Markers TRKA zu induzieren, jedoch allein nicht aus-

reichend [42], so dass davon auszugehen ist, dass weitere, bisher noch unbe-

kannte Faktoren eine Rolle spielen. Studien von anderen Arbeitsgruppen, die 

entweder das hier beschriebene Mausmodell verwendeten [51] oder auf einem 

anderen Mausmodell basierten [52], führten im Wesentlichen zu vergleichbaren 

Resultaten. Diese unabhängigen Daten unterstützen somit ebenfalls die Schluss-

folgerung, dass PRDM12 einer der Faktoren ist, die für die Initiierung der nozi-

zeptiven Linie erforderlich sind. 

PRDM12-defiziente Mausmodelle haben ein grundlegendes Verständnis der 

PRDM12-assoziierten Pathologie ermöglicht. Die genauen molekularen Mecha-

nismen, die zum Ausbleiben der Entwicklung von Nozizeptoren infolge unzu-

reichender Proliferation von Vorläuferzellen und Festlegung des Zellschicksals 

führen, konnten bislang noch nicht vollständig aufgeklärt werden. Einige Mitglie-

der der PRDM-Proteinfamilie, zu der auch PRDM12 gehört, sind Transkriptions-

repressoren [52]. Da Zielgene von PRDM12 bisher nicht bekannt sind und eine 

direkte, spezifische Bindung von PRDM12 an Chromatin bisher nicht belegt wer-

den konnte, wurde eine mögliche Repressoraktivität von PRDM12 indirekt unter 



Diskussion   51 

 

Verwendung eines heterologen Promotors untersucht. Dieses Experiment zeigte, 

dass PRDM12 tatsächlich als Transkriptionsrepressor wirkt. Die Stärke des Ef-

fekts korrelierte direkt mit der Menge an PRDM12, und die Wirkung wird durch 

krankheitsassoziierte PRDM12-Varianten teilweise aufgehoben, was nahelegt, 

dass die Repressoraktivität von PRDM12 biologisch und pathophysiologisch re-

levant sein könnte. Allerdings ist der Mechanismus, durch den PRDM12 als Tran-

skriptionsrepressor wirkt, bislang noch nicht eindeutig geklärt. Die PR-Domänen 

einiger PRDMs haben Histonmethyltransferase-Aktivität und können direkt re-

pressive Histonmodifikationen vornehmen [52]. PRDM12 scheint keine relevante 

katalytische Aktivität zu haben [28], könnte aber andere Faktoren in einen Re-

pressorkomplex rekrutieren. Diese Überlegung erscheint auch deshalb plausibel, 

weil PR- und ZF-Domänen, die in PRDM12 vorkommen, als Proteininteraktions-

motive fungieren können [53, 54]. 

Mehrere Mitglieder der PRDM-Proteinfamilie rekrutieren Co-Transkriptionsfakto-

ren, um chromatinregulierende Multiproteinkomplexe zu bilden [55, 56]. So 

konnte im Fall von PRDM12 gezeigt werden, dass es mit der Histonmethyltrans-

ferase G9a/EHMT2 interagiert [28], die repressive Histon-Modifikationen vermit-

telt [57]. Die Ergebnisse von Versuchen mit PRDM12-Deletionsmutanten ließen 

den Schluss zu, dass diese Interaktion das Vorhandensein des zweiten Zinkfin-

gers von PRDM12 erfordert [28]. In der hier vorgelegten Arbeit konnte außerdem 

gezeigt werden, dass die krankheitsassoziierte PRDM12-Variante p.F271I, die 

den zweiten Zinkfinger betrifft, die Bindung an G9a beeinträchtigt. Ein ähnlicher 

Effekt konnte bereits für eine andere krankheitsassoziierte Variante, p.H289L, die 

ebenfalls den zweiten Zinkfinger betrifft, nachgewiesen werden [18]. Dadurch 

könnte es zu einer fehlerhaften Regulierung von Zielgenen infolge unzureichen-

der G9a-vermittelter Methylierung von Histonen an Zielpromotoren kommen. An-

dere CIP-assoziierte PRDM12-Mutanten stören die Interaktion zwischen 

PRDM12 und G9a jedoch nicht [18]. Möglicherweise kommt es aber zu anderen 

Veränderungen in der Zusammensetzung oder Struktur des Repressorkomple-

xes, so dass G9a möglicherweise nicht aktiviert werden kann [58, 59] oder keinen 

Zugang zum Chromatin findet. Für eine generelle Störung der G9a-Funktion in 

Zusammenhang mit PRDM12-Mutationen könnten Daten aus PRDM12-Überex-
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pressionsexperimenten in Frosch-Embryonen sprechen: Während die Überex-

pression von Wildtyp-PRDM12 zu einer deutlich verstärkten H3K9me2-Methylie-

rung führte, zeigte keine der untersuchten PRDM12-Varianten, unabhängig von 

ihrer Position im Protein und ihrer Fähigkeit, direkt mit G9a zu interagieren, einen 

vergleichbaren Effekt [18]. 

Unter der Annahme, dass sich aus der Kenntnis von PRDM12-Interaktionspart-

nern Rückschlüsse auf die molekularen Mechanismen ergeben, an denen 

PRDM12 beteiligt ist, wurde nach zusätzlichen PRDM12-Interaktionspartnern ge-

sucht. Dazu wurde durch einen externen Kooperationspartner (PD Dr. rer. Nat. 

Andreas Roos, ISAS, Dortmund, Deutschland) ein Interaktionsscreen mittels 

Tandemaffinitätsaufreinigung durchgeführt. Einer der identifizierten potentiellen 

Interaktionspartner von PRDM12 war der Transkriptionsfaktor CBFA2T2 [45]. 

CBFA2T2 war ein interessanter Kandidat, weil es ähnlich wie PRDM12 ein Co-

Repressor ist [60] und an der Steuerung der Entwicklung und Differenzierung von 

Zellen und Geweben beteiligt ist [49, 61]. CBFA2T2 spielt auch eine Rolle in der 

Neurogenese [62, 63] und wirkt dabei mit dem proneuralen Transkriptionsfaktor 

Neurogenin 2 (Ngn2) zusammen [64, 65], der unter anderem die Differenzierung 

von Vorläuferzellen zu sensiblen Neuronen reguliert [19, 66]. Darüber hinaus bil-

det CBFA2T2 mit einem anderen Mitglied der PRDM-Proteinfamilie, PRDM14, 

einen Komplex, der die Expression von Zielgenen unterdrücken kann [50, 67]. 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgeführte Co-Immunpräzipitationsstu-

dien mit überexprimiertem PRDM12 und CBFA2T2 bestätigten die Ergebnisse 

des Interaktionsscreens und zeigten zusätzlich, dass die Interaktion sehr wahr-

scheinlich über die PR-Domäne von PRDM12 vermittelt wird. Damit konnte die-

ser Proteinregion, die bislang als katalytisch inaktive Histonmethyltransferase-

Domäne eingeordnet worden war [28], erstmalig eine Funktion zugeordnet wer-

den. Passend zur angenommenen Interaktion der Proteine überlappen die zeitli-

chen und räumlichen Expressionsmuster von Prdm12 und Cbfa2t2 in der Maus, 

wobei Cbfa2t2 aber nicht die extreme Spezifität für Nozizeptoren von Prdm12 

aufweist. Beide Proteine kolokalisierten in distinkten, punktförmigen Strukturen 

im Zellkern, deren Identität noch durch Kolokalisationsstudien mit nukleären Mar-

kern und biochemische Fraktionierung von Zellkernen weiter untersucht werden 
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muss. Dabei scheint CBFA2T2 in der Lage zu sein, PRDM12 in diese Komparti-

mente zu rekrutieren. Darüber hinaus zeigten PRDM12 und CBFA2T2 einen sy-

nergistischen Effekt im Sinne einer verstärkten Repression eines heterologen 

GAL4-abhängigen Promotorsystems. 

Wenngleich alle diese Beobachtungen auf eine biologische Relevanz der Inter-

aktion zwischen PRDM12 und CBFA2T2 hindeuten, sind noch weitere Untersu-

chungen notwendig, um diese Schlussfolgerung zu untermauern. Insbesondere 

steht die Bestätigung der Interaktion von endogen exprimierten PRDM12 und 

CBFA2T2 in Zielgeweben bzw. -zellen noch aus. Auch wurde bislang noch nicht 

geklärt, ob PRDM12 direkt oder indirekt mit CBFA2T2 interagiert und welche Pro-

teinregion in CBFA2T2 für die Vermittlung der Interaktion verantwortlich ist. Aus-

gehend von der ähnlich gelagerten Situation im Fall von CBFA2T2 und PRDM14 

[50, 68] erscheint es plausibel, dass CBFA2T2 und PRDM12 direkt aneinander 

binden, wobei die NHR1-Domäne von CBFA2T2 vermutlich mit der PR-Domäne 

von PRDM12 interagiert. Schließlich stehen Experimente aus, um eine mögliche 

biologische Relevanz der PRDM12-CBFA2T2-Interaktion zu testen. Dazu könn-

ten PRDM12-Überexpressionsexperimente (mittels in ovo-Elektroporation von 

Hühnerembryonen [42]) eingesetzt werden, um zu prüfen, ob PRDM12 in der 

Lage ist, eine neuronale Identität in Zellen zu induzieren, die kein funktionales 

CBFA2T2 aufweisen (inaktiviert durch die Verwendung einer co-transfizierten do-

minant-negativen CBFA2T2-Mutante [62]). Ein weiterer Ansatz wäre, die sen-

sible Neurogenese und die Entwicklung der Spinalganglien in etablierten 

CBFA2T2-defizienten Mausmodellen [49, 50] zu untersuchen. Um Hinweise auf 

eine mögliche pathophysiologische Bedeutung der Interaktion zu erhalten, 

könnte schließlich auch der Einfluss von krankheitsassoziierten PRDM12-Mutan-

ten auf die Interaktion mit CBFA2T2 untersucht werden. Bislang ist kein Signal-

weg bekannt, den PRDM12 und CBFA2T2 gemeinsam als Transkriptionsrepres-

soren regulieren. Denkbar wäre etwa eine Beeinflussung des Notch/Hes-Signal-

wegs, der unter anderem in der Differenzierung von Vorläuferzellen aus der Neu-

ralleiste und in der Neurogenese bedeutsam ist [69, 70] und durch CBFA2T2 

reguliert werden kann [61]. 

Kurz zusammengefasst legen die Ergebnisse dieser Arbeit und darauf aufbauen-

der, weiterführender Untersuchungen nahe, dass PRDM12 eine spezifische und 
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essenzielle Funktion bei der Initiierung der gesamten nozizeptiven Linie hat. Es 

scheint, dass PRDM12 mechanistisch als Transkriptionsrepressor agiert, mög-

licherweise in einem Komplex mit dem hier identifizierten Bindungspartner 

CBFA2T2. Da PRDM12 eine entscheidende Rolle in der Entwicklung von Nozi-

zeptoren spielt, ist anzunehmen, dass eine weitere Aufklärung der beteiligten mo-

lekularen Mechanismen zu einem besseren Verständnis der Regulation der sen-

siblen Neurogenese führen wird. Diese Erkenntnisse könnten langfristig auch 

dazu beitragen, ein besseres Verständnis der Mechanismen der Schmerzentste-

hung zu erlangen und neue therapeutische Ansätze für Schmerzerkrankungen 

zu entwickeln, die nach wie vor eine bedeutende medizinische Herausforderung 

darstellen. 
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