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D
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dNTP 2’-Desoxynucleotid-5’-triphosphat
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H
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I

ICAD Inhibitor von CAD
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K
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M Mol

mcs multiple cloning site
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mRNA Boten-RNA (messenger RNA)

N

N Stickstoff

NaAc Natriumacetat

NCBI National Center for Biotechnology Information
NLS Kernlokalisationssignal (nuclear localisation signal)
(0]

oc open circle

OD Optische Dichte
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PA Polyacrylamid

PAGE Polyacrylamidgel-Elektrophorese

PBS phosphate buffer saline

PCR Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction)
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Q

R
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RT Raumtemperatur

S

S Sekunde(n)
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S. Seite
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Inhaltsverzeichnis

1 Einleitung

1.1 Apoptose oder der programmierte Zelltod

Apoptose oder der programmierte Zelltod ist ein fundamentaler Prozess, der fiir die Entwick-
lung und Aufrechterhaltung der Gewebshomdostase essentiell ist (Jacobson et al., 1997, Na-
gata, 1997). Der Prozess wurde zuerst von Kerr ef al. (1972) erkannt. Apoptotische Zellen
zeigen membrane blebbing, zytoplasmatisch morphologische Veridnderungen, Chromatinkon-
densation, DNA-Fragmentierung, den Zusammenbruch des Zellkerns, apoptotische Korper-
chen und schlieBlich Phagozytose (Wyllie et al., 1980). Defekte bei der Apoptose sind mit
zahlreichen Krankheiten verbunden, wie Neoplasien, AIDS, Autoimmunerkrankungen und
der Degenerierung von Neuronen (Thompson, 1995). Die grundlegenden Vorginge bei der
Apoptose sind hochkonserviert und in allen Metazoen zu finden. Apoptose kann sowohl in
Gegenwart von Inhibitoren der RNA- oder Proteinsynthese (Itoh et al., 1991) als auch in Zel-
len, denen der Nukleus entfernt wurde, ausgeldst werden (Schultze-Osthoff ef al., 1994). Alle
apoptotischen Komponenten sind in wachsenden Zellen vorhanden und miissen nur durch
Stimuli aktiviert werden. Fiir die Pionierarbeit auf dem Gebiet der Entwicklungsgenetik und
des programmierten Zelltodes in Caenorhabditis elegans wurde der Nobelpreis fiir Medizin

im Jahr 2002 gemeinsam an Brenner, Horvitz und Sulston verliehen.

1.2 Der rezeptorvermittelte Signalweg der Apoptose

Die beiden groBlen apoptotischen Signalwege sind der Todesrezeptor-Signalweg und der hier
nicht weiter beschriebene mitochondriale Pfad (Green, 2000, Wang, 2001). Es gibt vielfache
apoptotische Stimuli, wie ionisierende Strahlung, Substanzen, die die DNA angreifen oder die
Aktivierung des Fas-Rezeptors. Fas, ebenfalls als APO-1 oder CD95 bekannt, ist ein Typl-
Membranprotein und gehort zur Familie der TNF-Rezeptoren. Diese Rezeptoren bestehen aus
einer extrazelluliren Doméne, einer einzelnen Transmembrandomine, sowie einer konservier-
ten intrazelluliren Doméne bestehend aus etwa 80 Aminosiduren (Curtin, et al., 2003). Die
intrazelluldre Doméne wird auch als death domain bezeichnet und vermittelt die Signalweiter-
leitung nach Bindung des FasL-Liganden, einem sogenannten Todessignal. Das wahrschein-
lich trimere Protein FasL bindet {iber die extrazelluldre Region an drei Fas-Molekiile und sti-

muliert dadurch eine Trimerisierung des Rezeptors in der Membran. Dies fiithrt zur Bildung
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des DISC (death inducing signalling complex), der aus verschiedenen Proteinen besteht.
FADD (Fas-associated protein with death domain) bindet iiber seine C-terminal gelegene
death domain an die death domain von Fas. Die N-terminale Doméne wird als DED (death
effector domain) bezeichnet. Sie rekrutiert Caspase-8, die mit zwei N-terminalen DED an
FADD bindet. Caspasen sind Aspartat-spezifische Cysteinyl-Proteasen, die in der Zelle als
inaktive Vorstufen (Zymogene) vorliegen. Aktive Caspasen kommen als Tetramere, aufge-
baut aus zwei Heterodimeren, vor und besitzen somit zwei aktive Zentren. [hre Aktivierung
durch die genannten apoptotischen Stimuli initiiert und fiihrt das apoptotische Programm aus
(Reidl und Shi, 2004). Upstream (Initiator) -Caspasen, wie Caspase-1 und Caspase-11, sind in
der Lage, sich durch Autokatalyse zu aktivieren, wogegen downstream oder Effektor-
Caspasen erst durch Initiator-Caspasen gespalten werden miissen, um eine katalytisch aktive
Form zu erlangen. Caspase-3 und -7 sind Beispiele hierfiir. Im aktiven Zustand ist Caspase-8
in der Lage, Procaspase-3 in aktive Caspase-3 zu spalten. Dies fiihrt letztendlich dazu, dass
Caspase-3 die inhibitorische Untereinheit des DNA-Fragmentierungs-Faktors spaltet und die
so aktivierte Nuklease DFF40 mit der Degradierung der DNA beginnt (Nagata, 1997). Des
Weiteren spaltet Caspase-8 BID, ein Protein aus der Bcl-2-Familie und produziert dadurch
das pro-apoptotische tBID-Fragment, welches wiederum die Freisetzung von Cytochrom ¢
aus den Mitochondrien stimuliert (Gross et al., 1999). Cytochrom ¢ bildet mit Apaf-1 und

Caspase-9 das Apoptosom, das ebenfalls in der Lage ist, Caspase-3 zu aktivieren.

1.3 Granzym-induzierte Apoptose

T-Zellen und T-Killer-Zellen benutzen zur Eliminierung von Virus-infizierten Zellen einen
exozytotischen Signalweg. Dabei sekretieren sie ein porenbildendes Protein (Perforin) und
Granzyme. Granzyme sind Proteasen, die zur Serin-Protease-Familie gehoren. Durch die ge-
bildeten Poren gelangen die Granzyme in die Zelle und aktivieren gezielt ausgewihlte, proa-
poptotische Proteine. Granzym B spaltet z.B. Caspase-3, aber auch BID und ICAD, was zur
Aktivierung von CAD (Heusel et al., 1994, Alimonti et al., 2001), und zu tBID fiihrt.

1.4 Die Beseitigung apoptotischer Zellen durch Makro-
phagen

Die Signalwege der Apoptose und die Signalwege zur Aufnahme der apoptotischen Zelle

durch Phagozytose sind eng miteinander verkniipft. Die DNA-Fragmentierung in den spéten
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apoptotischen Stadien in mononukleosomale Fragmente durch apoptotische Nukleasen liefert
den Makrophagen ,,bigerechte* Bruchstiicke fiir eine effektive Beseitigung der DNA durch
Phagozytose. Die komplette Beseitigung der apoptotischen Korperchen durch Phagozytose
stellt einen sehr wichtigen Schritt dar (Savill und Fadok, 2000). Patienten oder Tiermodelle
mit einer gestorten apoptotischen DNA-Prozessierung haben eine Pridisposition fiir Autoim-
munerkrankungen (Napirei et al., 2000, Yasutomo et al., 2001). In Phagozyten erfolgt inter-

nukleosomale DNA-Spaltung primér durch DNase 11, die aus den Lysosomen freigesetzt wird.

1.5 Nukleasen

Nukleasen gemein ist die Katalyse der Spaltung von Nukleinsduren. Bereits zweiwertige Me-
tallionen, wie Pb** oder Mg?*, sind in der Lage, in Hefe bzw. Tintenfisch spezifisch tRNA zu
spalten (Brown et al., 1985, Matsuo et al., 1995). Auch Imidazol kann in E. coli tRNA spalten
(Vlassov et al., 1995). Ribozyme sind als RNA-Molekiile in der Lage, die Spaltung von
Phosphodiesterbindungen in cis (intramolekular) und in trans (intermolekular) zu katalysieren
(Symons, 1992, Been, 1993). Als letztes seien die proteinogenen Nukleasen genannt, die in

vielen zelluldren Funktionen DNA spalten.

1.5.1 Einteilung der Nukleasen

Nukleasen weisen in ihren biochemischen Charakteristika und Mechanismen eine hohe Di-
versitdt auf. Dabei konnen sie nach der Art der zu spaltenden Bindung (C3’-O3’; O3’-
Phosphat; O5’-Phosphat), nach ihrem Angriffspunkt (exo- oder endonukleolytisch), nach ihrer
Spezifitit (Substratspezifitit: DNA vs. RNA; Basenspezifitit; Sequenzspezifitit; Strukturspe-
zifitat: Einzel-, Doppelstrang- oder Sekundéarstrukturspezifisch), der Art der Doppelstrang-
spaltung bei Endonukleasen (Einzel- oder Doppelstrangbriiche, glatte oder iiberhdngende En-
den) und der Spaltpolaritit der Exonukleasen (5’23’ oder 3’25’ Exonukleaseaktivitit) un-

terschieden werden.

1.5.2 Biologische Funktion von Nukleasen

Nukleasen aus allen Bereichen des Lebens sind an einer Vielzahl biologischer Prozesse betei-
ligt. Nukleasen sind fiir den Nukleinsduremetabolismus wichtig und sind an der Wiederver-
wertung der Nukleinsdurebausteine beteiligt (salvage pathway). Die von E. coli sezernierten
Colicin DNasen, wie ColE7 und ColE9, dienen dem Schutz der Wirtszelle (Hsia et al., 2005).

Die von Serratia marcescens sezernierte Nuklease dient vermutlich der Versorgung von Phos-
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phat und Nukleotiden fiir das Zellwachstum (Hsia et al., 2005). Bakterien besitzen zum
Schutz gegen Phagen und eindringende Fremd-DNA Restriktionsendonukleasen (Pingoud,
2004). Bei Methylierung der Erkennungssequenzen der eigenen DNA erkennen und spalten
diese spezifisch die Fremd-DNA. Nukleasen sind am Prozess der DNA-Reparatur und Re-
kombination beteiligt. Beispiele sind das MutHLS-Reparatursystem aus E. coli, sowie das
Mismatch-Reparatursystem aus Homo sapiens und der Hefe. Auch spielt eine Vielzahl von
speziellen Ribonukleasen bei der Prozessierung von DNA-Transkripten, wie z.B. dem Splei-
Ben der pre-mRNA oder der Prozessierung der pre-tRNAs zu reifen tRNAs eine wichtige Rol-
le. Die Prozessierung von pri-miRNAs zu pre-miRNAs und schlieBlich zu reifen miRNAs
erfolgt durch die Ribonukleasen Drosha bzw. Dicer. RNA-Interferenz ist ein bedeutender Me-
chanismus zur Regulation der Genexpression, bei dem die mRNA nicht translatiert wird oder
degradiert wird. Die DNA-Fragmentierung im Verlauf der Apoptose wird von Nukleasen
durchgefiihrt. Als Beispiel hierfiir sei der DNA-Fragmentierungs-Faktor (DFF) genannt, der

in dieser Arbeit charakterisiert wurde.

1.5.3 Hydrolyse von Phosphodiesterbindungen

Nukleasen katalysieren die Hydrolyse der Phosphodiesterbindung und sind somit Phospho-
diesterasen. Unter normalen physiologischen Bedingungen sind Phosphodiester sehr stabil.
Nukleasen beschleunigen die DNA-Spaltung gegeniiber I M NaOH um den Faktor 10'°. Das
aktive Zentrum neutralisiert die Ladung, stabilisiert durch die Bereitstellung einer elektrophi-
len Gruppe den Ubergangszustand der Spaltreaktion, generiert durch die Bereitstellung eines
allgemeinen Sédure-Base-Paares die nukleophile Gruppe fiir den Angriff auf die zu spaltende
Phosphodiesterbindung und protoniert die Abgangsgruppe. Die allgemeine Base abstrahiert
einem Wassermolekiil ein Proton. Dadurch entsteht ein OH', welches das positiv polarisierte
Phosphoratom nukleophil angreift. Die allgemeine Sédure protoniert nach erfolgter Spaltung
die Abgangsgruppe. Das allgemeine Sdure-Base-Paar kann direkt aus den Seitenketten der am
aktiven Zentrum beteiligten Aminosduren stammen oder aber von mindestens einem durch

das aktive Zentrum koordiniertem Me**-Ton bereitgestellt werden.
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Abb. 1-1: Allgemeiner Mechanismus einer Phosphodiesterspaltung

Durch die Abstrahierung eines Protons von einem Wassermolekiils durch die allgemeine Base wird
ein Hydroxylanion generiert, welches als Nukleophil die zu spaltende Phosphodiesterbindung angreift.
Im bipyramidalen Ubergangszustand wird die zusitzliche, am pentakovalenten Phosphor entstehende
negative Ladung durch das Elektrophil neutralisiert. Die allgemeine Séure protoniert schlieBlich die
Abgangsgruppe (modifiziert nach Saenger 1991, Suck 1992).

1.6 Der DNA-Fragmentierungs-Faktor (DFF)

Ein wichtiges Kennzeichen der Apoptose ist die internukleosomale DNA-Spaltung (Wyllie,
1980). Diese ist an einer ,,DNA-Leiter* zu erkennen. Die wichtigste Nuklease hierbei ist die
Caspase-aktivierte-DNase (CAD), die auch als DNA-Fragmentierungsfaktor 40 kDa (DFF40)
bezeichnet wird. 1997 konnte der DNA-Fragmentierungs-Faktor (DFF), der Komplex aus
DFF40 und seinem spezifischen Inhibitor und Chaperon DFF45, aus dem Zytoplasma huma-
ner HelLa-Zellen isoliert werden (Liu et al., 1997). Ein Jahr spiter, nachdem in dem homolo-
gen Maus-Komplex CAD/ICAD-L CAD als nukleolytisch aktive Komponente identifiziert
wurde (Sakahira et al., 1998), konnte auch DFF40 kloniert und als Nuklease nachgewiesen
werden (Halenbeck et al., 1998, Liu et al., 1998, Mukae et al., 1998).

1.6.1 Die apoptotische Nuklease DFF40 (CAD)

Die apoptotische Nuklease CAD wurde bisher aus den Spezies Homo sapiens, Mus musculus,
Rattus norvegicus, Gallus gallus, Danio rerio, Drosophila melanogaster, T. ruperipes, O.
latipes und A. gambiae identifiziert. Das Drosophila-Homolog ist mit 52 kDa groBer als die
Vertreter der anderen Spezies mit ca. 40 kDa und unterscheidet sich auch noch durch das
Vorhandensein einer Caspase-Erkennungssequenz in der Mitte der Aminoséduresequenz, die
der Caspase-3-Spaltung zuginglich ist (Yokohama et al., 2000). Humanes DFF40 bzw. muri-
nes CAD spaltet Chromatin erst in 50 - 300 kB grof8e Fragmente und zeigt anschlieBend eine
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auBergewohnliche Priferenz fiir internukleosomale DNA-Spaltung. Enzymatische Eigen-
schaften von CAD sind die spezifische Spaltung von dsDNA, hauptsichlich ohne Erzeugung
von Uberhiingen in Gegenwart von Mngr bei neutralem pH-Wert, die Priferenzen fiir A/T
reiche Sequenzen und das Erzeugen einer 3°’OH- und einer 5’Phosphat-Gruppe (Widlak ez al.,
2000). Zu Beginn der vorliegenden Arbeit lagen strukturelle Informationen nur iiber die regu-
latorische N-terminale CAD- oder CIDE-N-Domiéne von CAD (DFF40) vor, die fiir die Inter-
aktion mit ICAD zustédndig ist (McCarty et al., 1999A, 1999B, Otomo et al., 2000). Dort be-
finden sich auch die konservierten Lysinreste Lys12, Lys21 und Lys35, die an der Interaktion
zu der N-terminalen Domédne von DFF45 beiligt sind (Inohara et al., 1999, Otomo et al.,
2000). Der Aufbau des aktiven Zentrums mit den katalytisch relevanten Aminosduren war
ebenso unklar wie eine Zuordnung des Enzyms zu einer Enzymfamilie. Diese Arbeit hat Teil
an der Entwicklung eines Modells des aktiven Zentrums von CAD (DFF40), dem Bpa-Me-
Finger-Motiv, der Identifizierung von katalytisch essentiellen Aminosédureresten, der Kldrung
des Mechanismus der DNA-Spaltung und an einer Zuordnung dieser bedeutsamen apoptoti-
schen Nuklease zu der Familie der fpa-Me-Finger-Nukleasen. In dem Mechanismus der Sub-
stratspaltung fungiert His263 als allgemeine Base, die dem Wasser ein Proton fiir den nukle-
ophilen Angriff abstrahiert, His308 und Asp262 koordinieren das Metallion, aus dessen duf3e-
rer Hydrathiille vermutlich ein Wasser als allgemeine Sdure die Abgangsgruppe protoniert,
und die Reste Asn260 und Asn299 stabilisieren die Konformation des aktiven Zentrums
(Meiss et al., 2001, Korn et al., 2002, Scholz et al., 2003). Die kiirzlich geloste Kristallstruk-
tur bestdtigt den im Modell vorgeschlagenen Aufbau des aktiven Zentrums mit den kataly-
tisch relevanten Aminosduren weitestgehend (s. Abb. 3-10, 3.3.6.2, S. 51 f.). Diese Kristall-
struktur zeigt CAD als Dimer mit den geordneten Aminosédureresten 86 - 328 der Monomere,
die die beiden Doménen C2 und C3 bilden (Woo et al., 2004). Die Struktur der regulatori-
schen N-terminalen CAD- oder CIDE-N-Doméne (Aminosiduren 1 - 85) konnte interessan-
terweise nicht ermittelt werden (Woo et al., 2004). Ebenfalls nicht zu erkennen ist das C-
terminale Kernlokalisationssignal der Nuklease, das bei der Klonierung deletiert wurde. Die
Doméne C2 besteht aus drei Helices al, a2 und o3 (s. Abb. 1-2), umfafit 45 Aminosdurereste
(86 - 131) und dient der Dimerisierung. Die C-terminale Doméne C3 (Aminosiurereste 132 -
328) ist wesentlich groBer als die vorherigen und beinhaltet das aktive Zentrum sowie die
Reste His242, Cys229, Cys238 und Cys307, die das fiir die Dimerisierung wichtige Zn**-Ton
koordinieren (s. Abb. 1-2). Das Dimer zeigt das aktive Zentrum der Nuklease, das Bpa-Me-
Finger-Motiv, am Boden eines tiefen Spalts, der von zwei o4-Helices gebildet wird (s. Abb. 1-

2). Dieser Aufbau, der an die Klingen einer Schere erinnert, ermdglicht dem Enzym die Un-
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terscheidung zwischen kompakter DNA und den zu spaltenden Linker-Regionen (s. Abb. 1-2;
Woo et al., 2004).

Abb. 1-2: Kristallstruktur von CAD (aus Woo et al., 2004)

Die Struktur zeigt die aktivierte DNase CAD als Dimer mit den Aminosiureresten 86 - 328 der Mo-
nomere. Die Domidne C2 mit den drei Helices al, a2 und a3 ist eine wichtige Dimerisierungsdomine.
Die Domine C3 enthilt das aktive Zentrum, das Bpa-Me-Finger-Motiv, am Boden eines tiefen Spal-
tes, der durch zwei a4-Helices gebildet wird. Die katalytisch relevanten Reste sind in purpur gekenn-
zeichnet. AuBerdem ist in orange das fiir die Dimerisierung wichtige Zn**-Ion zu erkennen. Die Koor-
dinierung dieses Metallions durch die Reste His242, Cys229, Cys238 und Cys307 hilt die Faltblitter
B1, B2 und den Anfang des C-terminalen Loops im Dimerisierungsinterface der Nuklease zusammen.
Die regulatorische N-terminale CAD- oder CIDE-N-Domine konnte nicht kristallisiert werden. Zu
erkennen ist die DNA, die zur Spaltung die an der Katalyse beteiligten Reste erreichen muf3. Die Sche-
renstruktur ermoglicht der Nuklease die Unterscheidung zwischen Linker-Regionen und kompakten
DNA-Strukturen (Woo et al., 2004).

Die Struktur des CAD-Dimers erméglicht die Modellierung des Substrat-Enzym-Komplexes
(s. Abb. 1-3 nach Woo et al., 2004, Korn, Scholz et al., 2005). So offenbaren sich Regionen
der Nuklease fiir potentielle Interaktionen mit dem DNA-Substrat. Die erwédhnte Helix-a4
paBit in die groe Furche der DNA (Woo et al., 2004) und das BPa-Me-Finger-Motiv des akti-
ven Zentrums ist in einer guten Position fiir Interaktionen zu der kleinen Furche der DNA, um
dort Phosphodiesterbindungen anzugreifen (Korn, Scholz et al., 2005).

Im Laufe dieser Arbeit wurde die DNA-Bindung von DFF untersucht. Der fiir eine unspezifi-
sche Nuklease ungewohnliche Nachweis der Bindung des Substrats erfolgte sowohl in akti-

vierter Form fiir DFF40 (CAD) als auch fiir den DFF-Komplex. Letzteres wurde fiir diese
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Klasse von Nukleasen bisher nicht gezeigt und weist auf einen Mechanismus der Inhibition
hin, der DNA-Bindung erlaubt und -Spaltung verhindert. Darin unterscheidet sich DFF von

anderen durch Proteine inhibierte Nukleasen (Korn, Scholz et al., 2005).

Helix-a4

aktives Zentrum

Abb. 1-3: Potentiell DNA-bindende Regionen in Caspase-aktivierter DNase (CAD)

In rot sind die beiden Helices-a4 der Monomere zu erkennen, iiber die DNA-Bindung erfolgen soll
(Woo et al., 2004). In gelb/gold ist die Struktur des Bpa-Me-Finger-Motivs des aktiven Zentrums dar-
gestellt, iber die Interaktionen zu der kleinen Furche moglich sind, wo die zu spaltende Phospho-
diesterbindung attackiert wird. (Abb. modifiziert nach Woo et al., 2004, Korn, Scholz et al., 2005).

1.6.2 Die Isoformen DFF45 (ICAD-L) und DFF35 (ICAD-S)

DFF45 (ICAD-L) homologe Proteine wurden in R. norvegicus und D. melanogaster
gefunden. Fiir humanes DFF45 bzw. murines ICAD-L wurden Funktionen als spezifischer
Inhibitor und Chaperon von DFF40 bzw. CAD nachgewiesen. Die beiden orthologen, spezifi-
schen Regulatoren der nukleolytischen Aktivitit weisen jeweils 331 Aminosiurereste auf
(s. Abb. 1-4). In vielen Geweben mit Caspase-3 abhingiger nukleolytischer Aktivitit wurde
die kiirzere Splicevariante ICAD-S (DFF35) als einzige Isoform gefunden (Chen et al., 2000,
Masuoka et al., 2001), die 265 (268) Aminosduren umfalit (s. Abb. 1-4; Enari et al., 1998).
Eine chaperone Funktion konnte fiir [CAD-S (DFF35) bis zu Beginn dieser Arbeit aber nicht
nachgewiesen werden (Sakahira et al., 1998, Sakahira et al., 1999, Gu et al., 1999, Sakahira
et al., 2000). Gefunden wurde in vitro fiir DFF35 (ICAD-S) eine Funktion als wirksamer
Inhibitor von DFF40 (CAD) (Gu et al., 1999, Sakahira et al., 2001). Der als CIDE-N- oder
CAD-Doméne bezeichnete N-Terminus der ICAD-Isoformen (1 - 117) ist fiir die Wechsel-
wirkung zu der homologen N-terminalen Doméne (1 - 85) von DFF40 (CAD) verantwortlich
(Inohara et al., 1998). Essentiell fiir die Bindung an CAD sind die Aspartatreste Asp66,
Asp71, Asp72, Asp73 und Asp74 in ICAD. Werden mindestens drei von ihnen gegen Alanin
ausgetauscht, so ist die Bindung an CAD drastisch reduziert. Eine Einteilung von DFF45 (I-
CAD-L) in die drei Dominen D1, D2 und D3 ergibt sich aus den Fragmenten, die durch Spal-
tung mit Caspase-3 oder -7 (Mcllroy et al., 1999, Wolf et al., 1999) an den Positionen 117
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und 224 (Liu et al., 1997, Sakahira et al., 1998) entstehen. Beide Isoformen inaktivieren die
Nuklease, indem sie die Dimerisierung von DFF40 (CAD) verhindern (Woo et al., 2004).
Nachgewiesen wurde die besondere Wichtigkeit der Doméne D2 fiir die inhibitorische Funk-
tion von ICAD-L. Isoliert sind sind alle drei Dominen aufgrund einer zu schwachen Affinitit
(Kg=6-18 uM) nicht in der Lage, an die Nuklease zu binden (McCarthy et al., 1999A, O-
tomo et al., 2000, Uegaki et al., 2000). Die Kombinationen D1/D2 und D2/D3 binden an die

Nuklease und inhibieren sie wirkungsvoll (Woo et al., 2004).

1 261 331

| |
| | |
[YoNM CIDE-N/CAD-dom. ]
(VX CIDE-N/CAD-dom. 262-VGKN-265
SEICM CIDE-N/CAD-dom. ]

DJYEEIN CIDE-N/CAD-dom. |262—VGGNQGH—268

—T—Caspase-3
——Caspase-3

Abb. 1-4: Schematische Darstellung der beiden Isoformen DFF45/DFF35 bzw. ICAD-L/ICAD-S
DFF45, der spezifische Inhibitor und Chaperon von DFF40, umfait 331 Aminosduren. Die kiirzere
SpleiBvariante DFF35, deren Inhibitorfunktion vor Beginn dieser Arbeit nachgewiesen wurde, endet
an Position 268. An die Stelle des C-Terminus von DFF45 treten ab Position 262 die Reste
VGGNQGH. In den orthologen Proteinen der Maus treten anstelle der Reste 262 -331 von ICAD-L
die Reste VGKN in ICAD-S.

1.6.3 Regulation von DFF/DFF40 (CAD)

Wird DFF40 (CAD) in vivo in Abwesenheit von ICAD-L (DFF45) exprimiert, aggregiert es
im Cytosol der Zelle (Nagata, 1999). Nur in Anwesenheit oder bei Koexpression von ICAD-L
wird eine funktionelle CAD-Nuklease gebildet (Enari ef al., 1998, Sakahira et al., 1998). In
diesem Zusammenhang ist die co-translationale Bindung der beiden homologen N-terminalen,
als CAD oder CIDE-N bezeichneten Domédnen von DFF40 (CAD) und DFF45 (ICAD-L) fiir
die Bildung des DFF-Komplex wichtig, bei dem DFF40 (CAD) durch DFF45 korrekt gefaltet
wird und damit seine Funktion erhilt (Inohara et al., 1998, McCarthy et al., 1999 (A), 1999
(B), Sakahira et al., 2002). Bei der Translation von CAD (DFF40) unterstiitzen die generellen
Chaperone Hsp70 und Hsp40 die Bildung des funktionellen Heterodimers CAD/ICAD-L (Sa-
kahira und Nagata, 2002). Beide Untereinheiten besitzen ein C-terminales Kernlokalisations-
signal (Samejima und Earnshaw, 1998, 2000, Lechardeur et al., 2000) und DFF40 (CAD) und
DFF45 (ICAD-L) sind im Zellkern lokalisiert (Liu et al., 1998, Samejima und Earnshaw,
1998, 2000, Lechardeur et al., 2000). Uber die Lokalisation von DFF gibt es widerspriichliche
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Angaben: die Proteine werden auch cytosolisch gesehen. Moglicherweise sind die Unter-
schiede Zelltyp-bedingt. Die Aktivierung von Caspase-3 oder -7 wihrend der Apoptose fiihrt
zur Spaltung von DFF45 (ICAD-L) und DFF35 (ICAD-S) mit Freisetzung der Nuklease, die
Homo-Oligomere bildet (Liu et al., 1999, Widlak et al., 2003, Woo et al., 2004). Chromoso-
male Proteine wie Histon H1, high mobility group protein (HMG-1, HMG-2) und Topoisome-
rase Ilo konnen an CAD binden und ihre Aktivitdt stimulieren (Liu et al., 1998, 1999, Dur-
rieu et al., 2000). CIDE (cell death inducing DFF like effector) -Proteine, die homologe N-
Termini zu DFF40 (CAD) und (ICAD) aufweisen (Inohara et al., 1998), konnen Apoptose bei
vorhandener Inhibierung durch DFF45 (ICAD-L) aktivieren (Inohara et al., 1998). Gran-
zym B ist ebenfalls in der Lage, DFF zu aktivieren (Thomas et al., 2000, Sharif-Askari et al.,
2001).

Die in dieser Arbeit in vitro gefundene DNA-Bindung von DFF und die damit verbundene
Aktivitdtserhohung von CAD (DFF40) bei Freisetzung aus DFF in DNA-gebundener Form
suggerieren zusammen mit der in situ dargestellten DNA-Bindung von DFF die Aktivierung
von DFF in DNA-gebundener Form in apoptotischen Zellen (Korn, Scholz et al., 2005). Ob-
wohl sich DFF in photo-bleaching-Experimenten wie frei bewegliche Proteine verhilt, wird
eine transiente Bindung von DFF an Chromatin nicht ausgeschlossen (Lechardeur et al.,
2004). Ein gefundener hoher Uberschuf an DFF45 (ICAD-L) im Zellkern und DFF35 (ICAD-
S) im Zytoplasma verschiedener Zellinien (Widlak und Garrard, 2005) und die Fihigkeit die-
ser Proteine aktivierten DFF40 (CAD) zu inhibieren (Widlak et al., 2003) weisen auf einen
Sicherheitsmechanismus fiir den Fall einer ungewollten Aktivierung von DFF hin (Widlak
und Garrard, 2005).

Ein weiterer Sicherheitsmechanismus, um bei Apoptose benachbarte Zellen vor DFF40
(CAD) zu schiitzen, scheint die beobachtete Assoziation der aktivierten Nuklease an die
Kernmatrix in spéten apoptotischen Stadien zu sein (Lechardeur et al., 2005). Knockout-
Miuse ohne DFF (CAD) -Aktivierung zeigen keinen signifikanten Phinotyp (Zhang et al.,
1998, Mcllroy et al., 2000). Die DNA apoptotischer Koérperchen in diesen Tieren wird durch
DNase II verdaut, die aus Lysosomen von Phagozyten stammt (Mcllroy et al., 2000). Unter
vielen Bedingungen mit aptotischen Stimuli ist die DNA-Fragmentierung in den Zellen der
Tiere stark vermindert (Zhang et al., 1999), unter einigen anderen bewirken apoptotische Sti-
muli dagegen internukleosomale DNA-Spaltung (Li et al., 2001). Durch diese Beobachtungen
wurde ein anderer Weg entdeckt, der zur Aktivierung einer weiteren apoptotischen Nuklease,

EndoG, fiihrt.
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1.6.4 Chaperone Funktion der ICAD-Isoformen

ICAD-L (DFF45) stellt fiir CAD ein spezifisches Chaperon dar (McCarty et al., 1999 (A),
(B), Zhang et al., 1998). Besondere Bedeutung fiir die chaperone Aktivitit kommt dem C-
Terminus von ICAD-L (DFF45) zu, der aus den vier Helices al (Aminosdurereste 239-247);
a2 (257-265), a3 (268-275) und o4 (280-300) gebildet wird (s. Abb. 1-5; Fukushima et al.,
2002).

225 239 247 257 262 265268 275 280 300 307 331
ol a2 o3 crd :

Abb. 1-5: Die C-terminalen Doménen von ICAD-L (in blau/magenta) und ICAD-S (in blau) (aus
Fukushima er al., 2002)

Der C-Terminus von ICAD-L umfalt die Helices al - a 4. Die kiirzere Spleilvariante ICAD-S unter-
scheidet sich von ICAD-L ab dem Aminoséurerest an Position 262. Bei ICAD-S folgen noch die Reste
262-VGKN-265, die moglicherweise die Helix-a2 vervollstindigen.

Die geloste 3D-Struktur des C-Terminus offenbart eine lange C-terminale a4-Helix, an die
Helix-a2 und -03 eng gepackt sind. Helix-al ragt aus dieser Struktur heraus (s. Abb. 1-5). Die
Stabilisierung der Helix-Struktur erfolgt durch eine Anzahl hydrophober Interaktionen, an der
hauptsichlich die Aminosdurereste Leu242 und Leu245 in Helix al, Leu260 und Val263 aus
Helix a2, Leu271 und Leu275 aus Helix a3, sowie Val285, GIn286, Cys289 und Leu293 aus
Helix o4 beteiligt sind. Die positiv geladenen Aminosiurereste sind gleichmiBig verteilt, die
negativ geladenen dagegen liegen nahe zusammen und bilden eine negativ geladene Oberfla-
che, iiber die moglicherweise eine Wechselwirkung mit der C-terminalen Doméne von CAD

erfolgt.
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Abb. 1-6: Strukturvergleich der C-Termini von DnaK (nach Zhu et al., 1996) und DFF45 (nach
Fukushima et al., 2002)

Der Vergleich der C-Termini von DFF45 und DnaK offenbart eine dhnliche Struktur. Bereiche, die in
DnaK-C und DFF45-C voll oder teilweise konservierte Aminosiurereste enthalten, sind in einer Farbe
dargestellt. Das Substratpeptid, gebunden in der Substratbindestelle von DnaK ist in gelb dargestellt.
Helix-aA ist nicht dargestellt.

Der C-Terminus von DnaK besteht aus den fiinf a-Helices A, B, C, D und E, die zusammen
eine kompakte Deckelstruktur bilden (s. Abb. 1-6; Slepenkov et al., 2003). Bei Bindung eines
Substratpeptids verschlieBt dieser Deckel die Substratbindestelle. Helix D ist fiir die Bildung
eines antiparallelen Biindels aus den Helices B, C und D wichtig. Diese Struktur stabilisiert
den DnaK-Substrat-Komplex. Die Stabilisierung des Helix-Biindels wird durch einzelne A-
minosduren erreicht, wie z.B. Glu590 und Leu591, die Wechselwirkungen mit Helix B einge-
hen (s. Abb. 1-6). Ohne Substratbindung befindet sich der Aminosdurerest Leu543 aus He-
lix B in der hydrophoben Tasche der Bindestelle.

Der Mechanismus der Faltung von CAD durch ICAD ist bis zu diesem Zeitpunkt unklar. Der
Vergleich der C-Termini von DnaK und DFF45 zeigt sowohl strukturelle Ahnlichkeiten
(s. Abb. 1-6) als auch konservierte Aminosdurereste in den beiden Sequenzen. Vermutlich
haben die Helices der C-terminalen Domine von DFF45 &dhnliche Funktionen wie die in
DnaK und bilden auch eine Deckelstruktur aus. Bis zum Beginn dieser Arbeit konnte fiir I-
CAD-S (DFF35) keine chaperone Aktivitit festgestellt werden. Aus der Kristallstruktur des
C-Terminus von ICAD-L (DFF45) ist zu entnehmen, dass die Sequenz von ICAD-S in der
Mitte der Helix-a2 endet und dadurch sowohl der hydrophobe Kern des C-Terminus zertrennt
ist, als auch die negativ geladene Oberflidche nicht vorhanden ist (Fukushima ez al., 2002). In
ICAD-S folgen die Aminosiuren 6, VGKNyes auf die letzte gemeinsame Aminosédure der bei-

den Isoformen, wodurch moglicherweise die Helix-a2 vervollstindigt wird. Diese Struktur
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wire moglicherweise fiir eine chaperone Funktion ausreichend. In Abwesenheit einer dreidi-
mensionalen Struktur des C-Terminus von ICAD-S konnten wir fiir diese Isoform in E. coli
und in Sédugerzellen sowohl Bindung an CAD als auch eine chaperone Aktivitit zeigen, die
allerdings ca. 50 mal schwécher als bei der Varianten ICAD-L ist. Zu vermuten ist fiir ICAD-
L und ICAD-S eine gewebsspezifische Regulatorfunktion der CAD-Aktivitit (Scholz et al.,
2002).

1.7 Zielsetzung dieser Arbeit

Das erste Ziel war die Etablierung eines Expressionssystems zur Herstellung von rekombinan-
tem DFF-Komplex. Als néchstes sollte das aktive Zentrum der Nuklease DFF40 (CAD) mit-
tels Alignment-gestiitzter Mutagenestudien charakterisiert werden. Die Untersuchung der
chaperonen Funktion von ICAD-S, der kiirzeren Splice-Variante von ICAD, war ein weiteres
wichtiges Thema. Hier ging es auch um den Aufbau eines geeigneten Expressionssystems, bei
dem das Chaperon schon gebildet ist, bevor die Expression der Nuklease induziert wird. Der
letzte Teil dieser Arbeit bestand in der Untersuchung der DNA-Bindung von DFF. Fiir einen
Komplex einer unspezifischen Nuklease mit ihrem Inhibitor konnte dies bislang nicht gezeigt

werden.
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2 Materialien und Methoden

In diesem Kapitel werden nur die fiir diese Arbeit typischen Methoden detailliert beschrieben.

Gingige Standardverfahren wurden, sofern dies nicht anders vermerkt ist, nach den Ausfiih-

rungen der Laborhandbiicher Molecular Cloning (Sambrook et al., 1989) und Current Proto-

cols in Molecular Biology (Ausubel et al., 1987 - 1995) durchgefiihrt.

2.1 Materialien

2.1.1 Geriite

Die iiber den Laborstandard hinausgehenden, besonderen Gerite sowie deren Verwendungs-

zweck und Hersteller werden im Folgenden gelistet.

Geriit
Aktabasic™ 10-HPLC-System
Autoklav

BioDocAnalyze

Biosys™ 2000 Series-HPLC-System
Brutschrank

Dri-Block DB3

Elektroporator IT

Fermenter

GeneAmp PCR System 2400
Gyrotory-Rotationsschiittler G76

HPLC-System:

D-2500 Chromato-Integrator
Gradientenpumpe

LC Organizer Lichograph® L-4200

UV-Vis-Detektor Lichograph® L-6200A
Kombinationselektrode Typ N6280/pH-

Meter 761

MonoQ HR 5/5- und HR 10/10-S4ulen

Schiittelinkubator 1083

Seralpur PRO 90 CN-Reinstwasser-
anlage

Sonifier 250
Superdex®75HR

Verwendung

Anionenaustauschchromatographie

Sterilisation von Gebrauchsgegenstin-

den

Geldokumentation und -auswertung
Anionenaustauschchromatographie
E. coli-Kultivierung auf Festmedien
Reaktionsansatz-Inkubation

E. coli-Elektrotransformation

E. coli-Kultivierung im 10 1 Maf3stab
DNA-Amplifikation

Grofivolumige E. coli-Kultivierung
(25 - 500 ml)

Gelfiltration

pH-Messung

Anionenaustauschchromatographie

Kleinvolumige E. coli-Kultivierung
(3 ml)

Reinstwassergewinnung

E. coli-Zellaufschluf

Gelfiltration
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Hersteller
Amersham Bioscience

Tecnomara/Integra Bios-
ciences

Biometra
Beckman
Mommsen
Techne
Invitrogen
Schott
Perkin Elmer

New Brunswick
Scientific

Merck-Hitachi

Schott/Knick

Pharmacia

GFL Labortechnik

Seral

Branson

Pharmacia
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10/30-Séule

T personal PCR-Maschine DNA-Amplifikation Biometra
Thermomixer Reaktionsansatz-Inkubation Eppendorf
U3000 Spectrophotometer UV-Spektren-Messung Hitachi

2.1.2 Chemikalien und Biochemikalien

In der folgenden Liste werden alle verwendeten Chemikalien und Biochemikalien aufgefiihrt.

Chemikalie Verwendung Hersteller
Acrylamid Gelelektrophorese Applichem
Chaps Detergenz Applichem
Coomassie brilliant blau G250, R250 | Proteinfirbung Serva

DTT Reduktion Applichem
EDTA Metallionenkomplexierung | Applichem
EGTA Ca”*-Komplexierung Roche
Glutathion reduziert Proteinreinigung Roche
Glutathion-Sepharose®-4B Proteinreinigung Pharmacia-Biotech
Guanidiumchlorid Proteindenaturierung Fluka
Medien-Komponenten E. coli-Kultivierung Gibco-BRL
Mikrokonzentratoren Proteinultrafiltration Amicon
Ni**-NTA-Agarose Proteinreinigung Qiagen

Nucleobond®AX Maxi-Prep Kits

DNA-Priparation

Macherey-Nagel

Oligodesoxyribonukleotide PCR-Primer MWG-Biotech AG, Interaktiva
Protease-Inhibitor Cocktail Proteinreinigung Roche

QIAprep Spin Miniprep Kits DNA-Priparation Qiagen

QIAquick PCR Purification Kits DNA-Priparation Qiagen

SDS Proteindenaturierung Serva

Tris Puffer Gibco-BRL

Triton-X 100 Detergenz Merck

Ultra-Pure ™-Agarose Gelelektrophorese Gibco-BRL

Alle anderen Chemikalien und Biochemikalien wurden, sofern dies nicht im Verlaufe des

Textes gesondert vermerkt ist, von der Firma Merck in der Qualitéit pro analysi bezogen.

2.1.2.1 Enzyme und Marker

Restriktionsendonukleasen und ihre zugehorigen Reaktionspuffer wurden von den Firmen
AGS, Amersham Bioscience, Fermentas und New England Biolabs bezogen und nach deren
Empfehlungen eingesetzt (s. 2.3.5.1). Weitere Enzyme und Marker sowie ihre Bezugsquellen
werden im Folgenden genannt.
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1kb DNA-Ladder Fermentas

Caspase-3 eigenes Labor

DNase I Fermentas

Page Ruler™ (10 - 200 kDa) Fermentas
Proteinstandard IV Merck

pTR54 > Hinfl eigenes Labor
pUC Mix Marker 8 Fermentas

T4 DNA-Ligase Fermentas

T4 Polynukleotidkinase Fermentas

Tag- und Pfu-DNA-Polymerase eigenes Labor
Thrombin Amersham Biosciences

2.2 Mikrobiologische Arbeiten

Alle mikrobiologischen Arbeiten wurden unter moglichst sterilen Bedingungen mit au-
toklavierten, keimfreien Geréten, Materialien und Losungen an einer Sterilbank durchgefiihrt.
Das Autoklavieren der Gebrauchsgegenstidnde erfolgte fiir 30 min bei einer Temperatur von

121 °C.

2.2.1 Niahrmedien zur Anzucht von E. coli-Stammen

TSS-kompetente (s. 2.2.4.1 u. 2.2.5.1) und elektroporierte (s. 2.2.5.2) E. coli-Zellen wurden mit
LB-Medium (10.0 g Caseinhydrolysat, 5.0 g Hefeextrakt, 10.0 g NaCl, mit NaOH auf pH 7.5
einstellen, ad 11 mit H,O) und SOC-Medium (20.0 g Caseinhydrolysat, 5.0 g Hefeextrakt,
7.4 g NaCl, 2.0 g KCl, 3.6 g Glucose, 1.27 ml 40 % (w/v) Phytinsdure, pH 7.0 ad 1 1 mit H,O)

angeziichtet.

2.2.2 E. coli-Stamme

In dieser Arbeit wurden die im Folgenden unter Angabe ihres Genotyps beschriebenen
E. coli-Stamme zu Klonierungs- oder Expressionszwecken eingesetzt. Die Anzucht von Fliis-
sigkulturen kleiner Volumina (3 ml) in Glasrohrchen und goBerer Volumina (- 500 ml) in
Kolben oder Schikanekolben erfolgte in Schiittelwasserbddern. Temperaturen von 28 und
37 °C wurden hierbei sowie zur Kultivierung von E. coli auf Platten mit Festmedium in Brut-
schrinken verwendet. Die Anzucht von Kulturen im 10 1 MaBstab erfolgte in Fermentern bei
37 °C.

Stamm Genotyp (Referenz) Verwendung
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XL1BlueMRF A(mcrA)183A(mcrBC-hsdSMR-mrr)173 endA1 Klonierung von
sup- E44 thi-1 recAl gyrA96 relAllac Genen
[F'proAB laclqZAM15Tn10(TetR)]) (Stratagene)

BL21Gold(DE3) (F- ompT hsdS(rB-mB-) decm+ TetR gal (DE3) Expression

EndA Hte) (Stratagene) T7 ¢10-Promo-
tor-kontrollierter
Gene
TGE900 [F-, su-1, ilv-1, bio(AcIts857ABamAH]1)] Epression APL-
(Courtnay et al., 1984) Promotor-kon-

trollierter Gene

2.2.3 Plasmid-Vektoren

An dieser Stelle folgt eine Beschreibung der im Laufe dieser Arbeit zu Klonierungs- und Ex-
pressionszwecken verwendeten Vektoren. Expressionsexperimente mit diesen Plasmiden

werden an entsprechender Stelle im Ergebnisteil detailiert beschrieben (s. 3.).

pACET-DFF45

Zur Klonierung von DFF45 wurde pET15b-DFF45 (Meiss, unveroffentlicht) verwendet, der
die iiber RT-PCR hergestellte cDNA von humanem DFF45 als Ncol/Sal-I-Xhol Fragment
enthilt. Eine Expressionskasette, bestehend aus T7-Promotor, ribosomaler Bindungsstelle und
offenem Leseraster des DFF45-Gens wurde aus den Pael- und HindlIl-sites dieses Vektors
herausgeschnitten und in den entsprechend geschnittenen Expressionsvektor pMQ393 (Dr.
Marinus) insertiert. Der entstandene Vektor pACET-DFF45 enthilt somit die DFF45 cDNA
unter Kontrolle des T7-Promotors, verleiht — wichtig aus Kompatibilititsgriinden zur Kotrans-
formation von E. coli mit weiteren Vektoren - Chloramphenicolresistenz und hat einen Repli-

kationsursprung fiir niedrige Plasmidkopienzahlen (pA15 ori).

pLK-His-DFF45
Auch dieses Plasmid hat den pA1S5 ori, aber im Gegensatz zu pACET-DFF45 verleiht es Ka-
namycinrestinz.und enthilt die cDNA fiir humanes DFF45 unter Kontrolle des hitzeinduzier-

baren AP -Promotors (G. Meiss, unveroffentlicht).

pLK-HisFlag-ICAD-S entstand durch Ersetzen der cDNA von DFF45 im Vektor pLK-His-
DFF45 mit der cDNA von murinem ICAD-S. Zusitzlich zu einer fiir einen N-terminalen His-
tag codierenden Sequenz enthilt das eingesetzte Fragment 5’°-terminal auch eine fiir einen N-

terminalen Flag-tag codierende Sequenz.
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pET-DUET-His-CAD und pACYC-DUET-HisCAD

Ein aus murinem CAD und der fiir einen N-terminalen His-Tag codierenden Sequenz beste-
hendes PCR-Produkt wurde zundchst in den Vektor pACYC-DUET-1 (Novagen) insertiert
und anschlieend aus dem resultierenden Vektor pACYC-DUET-His-CAD durch Restrikti-
onsspaltung mit Ncol und Notl in den gleichartig gespaltenen Vektor pET-DUET-1 (Nova-
gen) insertiert. In beiden Vektoren befindet sich die CAD cDNA unter Kontrolle eines der
beiden T7-Promotoren dieser Plasmide. pET-Duet-1 verfiigt iiber einen ColEI ori und und
codiert unter anderem fiir die B-Lactamase, verleiht somit Ampicillinresistenz, wihrend

pACYC-Duet-1 einen pA1lS5 ori tridgt und Chloramphenicolresistenz verleiht.

pGEX2T-CADWT

Dieses Konstrukt (Meiss et al., 2001) diente in der vorliegenden Arbeit der Expression von
GST-fusioniertem, murinem CAD-Wildtyp (GST-CADWT). Es entstand durch einsetzen ei-
nes BglIl und EcoRI gespaltenen PCR-Produktes in den BamHI und EcoRI gespaltenen Ex-
pressionsvektor pGEX-2T (Amersham Biosciences). In diesem Vektor steht GST-CADWT
unter Kontrolle des tac-Promotors. Der Vektor codiert aulerdem fiir einen konstitutiv expri-

mierten lac-Repressor und verleiht Ampicillinresistenz.

pGEX2T-CADMutante

CAD-Mutanten wurden durch ortsgerichtete Mutagenese mittels der PCR nach einem Proto-
koll von Kirsch und Joly (1998), hergestellt (s.2.4.3). Als Template diente das Plasmid
pGEX2T-CADWT (s. 0.).

AuBerdem wurde pBSVDEX (NEB) mit einer Gro3e von 3702 bp fiir DNA-Bindungs- und
Aktivitiatsstudien von DFF verwendet (s. 2.6.5, 6 u. 9).

2.2.4 Bereitung kompetenter E. coli-Zellen

Fiir eine effiziente Transformation von Zellen mit DNA miissen natiirlicherweise nicht-

kompetente E. coli-Zellen fiir DNA aufnahmefihig gemacht werden.

2.2.4.1 Bereitung TSS-kompetenter E. coli-Zellen

Eines der in dieser Arbeit eingesetzten Verfahren geht auf die TSS-Methode (Transformation
Storage Solution) zuriick (Chung et al., 1989). Diese Methode zeichnet sich durch eine einfa-
che Handhabung, eine hohe Transformationseffizienz und eine lange Lagermoglichkeit ohne
Kompetenzverlust aus (- 3 Monate).

1. Inkubieren einer 25-ml-Vorkultur ii.N. bei 37 °C im Schiittelwasserbad.
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2.1ml dieser Vorkultur in 100 ml LB-Medium bei 37 °C bis zu einer Zelldichte von
0.5 OD600 nm (frithe logarithmische Phase) anziehen.

3. Abzentrifugieren dieser Zellen fiir 10 min bei 3500 rpm (3480 X g) und 4 °C (Beckmann 36
HC, Ty-3s-4.2 Rotor) und anschlieBend auf Eis lagern.

4.Das Zellpellet in 0.1 Vol (des urspriinglichen Kulturvolumens) eiskaltem TSS (LB-
Vollmedium mit 10 % (w/v) PEG 3300 oder PEG 8000, 5 % (v/v) DMSO,
50 mM Mg** (MgCl, oder MgSO,), pH 6.0 - 6.5) resuspendieren.

5. Die nicht sofort bendtigten 200-ul-Aliquots bei -196 °C in fliissigem Stickstoff schockfrie-
ren und anschlieBend bei -70 °C lagern. TSS wird autoklaviert und bei 4 °C gelagert.

Derartig behandelte Zellen sind sofort kompetent und konnen zur Transformation eingesetzt

werden. Die hier verwendeten Stimme behalten auf diese Weise fiir 2 — 3 Monate ihre Kom-

petenz.

2.2.5 Transformation von E. coli

2.2.5.1 Transformation TSS-kompetenter Zellen

1.10 ng - 2 pg Plasmid in geldster Form zu einem auf Eis aufgetauten Aliquot (200 pl) TSS-
kompetenter Zellen geben und fiir 30 min bei 0 °C inkubieren.

2.Zellen einem dreiminiitigen Hitzeschock (40 sec. bei BL21Gold(DE3)) bei 42 °C aussetzen
und dann auf Eis abkiihlen.

3. Den Transformationsansatz mit 800 pl sterilem LB-Vollmedium (900 ul sterilem SOC-
Medium bei BL21GoldDE-3) versetzen und 60 min bei 37 °C inkubieren.

4.Die Zellen abzentrifugieren (Tischzentrifuge Sorvall MC 12V, Rotor F-12 M.18,
12 000 rpm, 2 min, 4 °C) und das iiberstehende Medium dekantieren. In dem verbleibenden
Rest (in den iiblicherweise verwendeten Eppendorfreaktionsgefden ca. 100 ul) das Zell-
pellet vorsichtig resuspendieren.

5. Die Zellsuspension auf einer Selektivplatte ausstreichen und i.N. bei 37 °C inkubieren.

2.2.5.2 Elektrotransformation

Auch hier muss wie schon bei der Priparation elektrokompetenter Zellen sehr sorgfiltig auf

die Kiihlung aller bendtigten Substanzen und Reaktionsgefdlle geachtet sowie mit salzfreien

DNA-Lo6sungen gearbeitet werden.

1. Ein 80-pl-Aliquot elektrokompetenter Zellen unmittelbar vor Gebrauch auf Eis auftauen
und mit vorgekiihlter salz- und proteinfreier, in Wasser oder TE geloster DNA (1 -2 ul

maximales Volumen, 1 - 200 ng oc- oder cccDNA bzw. 10 pg - 10 ng scDNA) mischen.
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2. Das Gemisch in eine Elektroporationskiivette iiberfithren und diese verschlie3en. Bei einer
maximalen Kapazitit von 50 uF, einem Widerstand von 150 Q, einer vorgelegten
Hochspannung von 1500 V, einer Stromstirke von 25 mA und maximal 25 W Leistung
werden die Zellen im Elektroporator kurzeitig dem angelegten elektrischen Feld ausgesetzt
und dabei transformiert.

3. Den Ansatz in 1 ml SOC-Medium aufnehmen und 1 h bei 37 °C inkubieren.

4. Die Zellen pelletieren, im restlichen Medium resuspendieren, auf einer Selektivplatte aus-

plattieren und ii. N. bei 37 °C inkubieren.

2.3 Molekularbiologische Methoden

2.3.1 Agarosegelelektrophorese

2.3.1.1 Analytische Agarosegelelektrophorese

Die Analyse von DNA aus PCR-Ansitzen, Restriktionsspaltungen etc. erfolgte nach Zugabe
von 0.2 Vol Auftragspuffer (250 mM EDTA, 0.2 % SDS (w/v), 25 % Saccharose (w/v), 0.1 %
Bromphenolblau (w/v)) durch horizontale Elektrophorese in 0.5 — 0.8%igen Agarosegelen in
TBE- (TBE: 100 mM Tris, 100 mM Borsdure, 2.5 mM EDTA, pH 8.3) oder TAE-Puffer
(40 mM Tris, 20 mM NaAc, 1 mM EDTA, pH 8.0) bei maximal 10 V/cm und RT. Nach er-
folgtem Lauf wurden die Gele in wissriger Ethidiumbromidlésung (1 pg/ml) gefarbt und an-
schlieBend gewissert. Die DNA-Banden wurden mit einem UV-Transilluminator in einer An-
lage zur Geldokumentation und -auswertung (Biometra) durch Anregung im UV-Bereich
sichtbar gemacht. Das integrierte Videosystem mit angeschlossenem Thermoprinter sorgte fiir

die Dokumentation der Gele als Ausdruck oder Datenfiles.

2.3.2 Polyacrylamid-Gelelektrophorese

2.3.2.1 Analytische Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Shifts von PCR-Produkten, PCR-Produkte oder kiirzere Restriktionsfragmente wurden durch
Elektrophorese auf 6 - 8%igen (Acrylamid : Bisacrylamid/29 : 1), 10 x 10 X 0.1 cm grof3en,
nativen TPE (80 mM Tris-Phosphat, 2 mM EDTA, pH 8.0) -Gelen bei einer Stromstédrke von
45 mA analysiert. Nach erfolgtem Lauf wurden die Gele wie beschrieben (s. 2.3.1.1) ausge-

wertet.
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2.3.3 Plasmid-DNA -Isolation

Die in dieser Arbeit verwendeten Methoden wurden nach Anleitung des Herstellers durchge-
fiihrt und sind Modifikationen des Verfahrens der alkalischen Lyse nach Birnboim & Doly
(1979).

2.3.3.1 Plasmid-Priparationen im KleinmaBstab

Die Priparation von Plasmid-DNA im KleinmaBstab (Plasmid-Mini-Prdparation), z. B. zur
Uberpriifung neuer Konstrukte durch Restriktionsspaltungen oder danach zur Genexpression,
erfolgte mit dem QIAprep Spin Miniprep Kit. Hierbei wurden je nach Art der verwendeten
Plasmide (s. 2.2.3) und Bakterienstimme (s. 2.2.2) Ausbeuten zwischen 2 - 20 ug Plasmid-
DNA aus 3 ml-Zellkultur erreicht.

2.3.3.2 Plasmid-Priparationen im GroBmabBstab

Die Priparation von Plasmid-DNA im GromaBstab (Plasmid-Maxi-Prdparation) erfolgte mit
dem QIAprep Spin Maxiprep Kit. Hierbei wurden je nach Art der verwendeten Plasmide
(s. 2.2.3) und Bakterienstimme (s. 2.2.2) Ausbeuten zwischen 200 — 800 pg Plasmid-DNA aus

500 ml Kulturvolumen erreicht.

2.3.4 DNA-Konzentrations-Bestimmung

Die Konzentration von DNA in einer Losung wird durch eine Messung der optischen Dichte
(Lichtabsorption) bei einer Wellenldnge von 260 nm unter Aufnahme eines Spektrums im
Wellenldngenbereich zwischen 320 nm und 220 nm bestimmt. Ausgehend davon, dass
1 E*® "™ 50 ng/ml dsDNA entsprechen, kann die DNA-Konzentration ermittelt werden.

Bei DNA-Préparationen kann der Reinheitsgrad der isolierten DNA iiber das Verhiltnis der
gemessenen Extinktionen bei 260 nm und 280 nm, E***™/E** ™ das idealerweise zwischen
1.6 und 1.8 liegen sollte, bestimmt werden. Kleinere Werte deuten auf eine Verunreinigung

mit Proteinen hin, grolere (> 1.8) auf RNA in der Losung.

2.3.5 DNA-Modifizierung

2.3.5.1 Restriktionsspaltung von DNA

Die Gewinnung von DNA-Fragmenten in Klonierungsexperimenten, die mit Hilfe der Vector
NTI software (InforMax) geplant wurden, oder fiir DNA-Shift-Assays (s. 2.6.9.1) erfolgte
teilweise durch Restriktionsspaltungen. Die dafiir benétigten Restriktionsenzyme wurden ge-

mil den Angaben der Hersteller in den mitgelieferten 10xPuffern eingesetzt. Fiir analytische
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Spaltungen wurden 0.1 - 0.5 ug DNA mit ca. 10 U des jeweiligen Restriktionsenzyms bei
37 °C fiir 1 h in einem Volumen von 10 pl inkubiert. Priparative Spaltungen erfolgten mit 5 -
10 ug DNA und 20 - 40 U eines Restriktionsenzyms bei einer Inkubationszeit von maximal
2.5 h bei 37 °C in einem Volumen von 30 - 60 ul. Zur Verwendung in darauffolgenden enzy-
matischen Reaktionen wurden priparative Spaltansitze mittels QIAquick Spin PCR Purifica-
tion Columns nach Anleitung des Herstellers gereinigt. Durch Zugabe von 0.2 Vol Auftrags-
puffer (250 mM EDTA, 0.2 % SDS (w/v), 25 % Saccharose (w/v), 0.1 % Bromphenolblau
(w/v), 0.1 % Xylencyanol FF (w/v)) konnen die Proben mittels Agarosegelelektrophorese

analysiert oder priparativ getrennt werden.

2.3.5.2 Verkniipfung von DNA-Fragmenten mit T4 DNA-Ligase
DNA-Ligationsreaktionen wurden mit Hilfe der DNA-Ligase des T4 Phagen durchgefiihrt.
Die Effizienz von Ligationsreaktionen hidngt entscheidend von der Konzentration, dem mola-
ren Verhiltnis der Reaktionspartner sowie der Reaktionstemperatur ab. Die hier beschriebene
Reaktionsbedingung wurde fiir gerichtete Ligationen verwendet, bei denen die durch zwei
verschiedene Restriktionsendonukleasen generierten Enden (mindestens ein iiberhingendes)
eines Fragments definiert in entsprechend gedffnete Vektoren ligiert werden.

Ligationsansatz:

Ca. 0.4 - 1 kb groBe Fragmente mit iiberhingenden Enden (3-facher molarer UberschuBl zu
Vektor-DNA).

Vektor-DNA mit einer Grofe von ca. 2.5 - 5.5 kb (50 - 100 ng).

2 Weiss-U T4 DNA-Ligase bei einer Temperatur von 15 °C fiir 12 h in einem Volumen von

70 pl in Ligasepuffer.

Ligationsprodukte, die fiir Elektro- oder TSS-Transformation von E. coli bestimmt waren,
wurden entweder in Anwesenheit von 1 pg Glykogen als Féllungshilfe ethanolprizipitiert und

anschliefend in 10 ul H,0 aufgenommen oder iiber PCR-Sdulchen gereinigt.

2.3.6 Oligonukleotide

Oligodesoxyribonukleotide wurden HPLC-gereinigt geliefert und als Primer in der PCR in
einer Endkonzentration von 0.3 uM eingesetzt (s. 2.4.1). Auch DNA-Shift-Assays (s. 2.6.9.1)

wurden mit diesen kurzen DNA-Fragmenten durchgefiihrt.
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24 PCR

Die Polymerase-Kettenreaktion wurde in dieser Arbeit auf vielfiltige Weise eingesetzt. Dazu
gehorte die Klonierung von Genen, die in vitro-Mutagenese klonierter Gene durch inverse
PCR, aber auch das Screening nach positiven Klonen eines klonierten Gens oder eines Muta-
geneseansatzes. Als exemplarische Publikationen fiir Standardprotokolle, die verschiedensten
PCR-Varianten sowie ihre vielfiltigen Einsatzmoglichkeiten seien Ausubel et al. (1987-
1995), McPherson et al. (1995), Boehringer Mannheim (1995) und Mullis et al. (1994) ge-

nannt.
2.4.1 PCR-Standardbedingungen

Zur Amplifikation von DNA-Fragmenten z. B. zur Generierung von Inserts oder linearisierten
Vektoren in Klonierungen oder zur Uberpriifung von klonierten Genen (Screening) wurden

im Wesentlichen PCR-Ansitze folgender Art bereitet:

PCR-Standard-Ansatz:

100 ng Plasmid DNA als Template
0.1 Vol 10xPuffer

1.5 mM MgCl,

200 uM eines jeden dNTP’s

0.3 uM Primer 1

0.3 uM Primer 2

0.05 U/ul Tag DNA-Polymerase
30 - 50 ul Endvolumen

Standardprozebedingungen, die vor allem in Abhéngigkeit von der fiir ein spezifisches Pri-

merpaar optimalen annealing-Temperatur variiert wurden, waren:

PCR-Standard-ProzeBbedingungen:

1. Einmalige Denaturierung: 1 X (94 - 98 °C fiir 2 - 5 min).

2. Mehrmalige Denaturierung, Hybridisierung und Primerextension: 20 - 35 X (94 -98 °C fiir
15 sec - 1 min, 50 - 68 °C fiir 30 sec - 1 min, 72 °C fiir 30 sec - 1 min).

3. Einmalige Extension: 1 X (72 °C fiir 2 - 7 min), danach Abkiihlung auf 4 °C.

Die annealing-Temperatur (Ty-Wert) fiir Primerpaare wurde nach dem GC- bzw. AT-Gehalt

der jeweiligen Primersequenzen ermittelt (Wallace et al., 1979):

Ty =[(G+C) x4 °C + (A+T) x 2 °C].
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2.4.2 Design von PCR-Primern

PCR-Primer wurden mit Hilfe des Programmes Vector NTI (Informax) ausgewihlt. Dabei

wurde darauf geachtet, dass

1. PCR-Primer keine selbstkomplementédren Bereiche aufweisen.

2. keine weiteren oder nur stark degenerierte zusitzliche Primerbindungstellen auf dem Tem-
plate vorhanden sind.

3. keine stabilen stem loop- oder hairpin-Strukturen ausgebildet werden konnen.

4. keine Primerdimere iiber den 3’-terminalen Bereich gebildet werden konnen, die eine Ver-
langerung ermdglichen.

5. die Primer eines Primerpaares vergleichbar hohe Ty-Werte aufweisen.

6. der 3’-terminale Bereich eines Primers zur Spezifititserhohung eine geringere Stabilitit

aufweist als der librige Sequenzbereich.

2.4.3 In vitro-Mutagenese mittels inverser PCR

In der vorliegenden Arbeit wurde die inverse PCR (Kirsch and Joly, 1998) zur Generierung
von CAD-Mutanten eingesetzt. Uber einen Primer wird in das Nukleasegen bei Amplifikation
des gesamten Templates eine gewiinschte Mutation eingefiihrt. Ein typischer Ansatz zur
Amplifikation von Plasmiden bis zu einer GroBe von ca. 6.0 kb mit Pfu DNA-Polymerase sei

im Folgenden geschildert:

37



Materialien und Methoden

Ansatz fiir inverse PCR:

100 ng scPlasmid DNA als Template
0.1 Vol 10 x Puffer

2.25 mM MgCl,

500 uM eines jeden dNTPs

0.3 uM Primer 1

0.3 uM Primer 2

0.2 U/ul Tag DNA-Polymerase

50 ul Endvolumen

Die Prozef3bedingungen fiir eine inverse-PCR sehen gegeniiber Standardprotokollen vor allem
langere Extensionszeiten vor, die zusitzlich mit einem Zeitinkrement versehen sein konnen.

In dieser Arbeit wurden folgende ProzeBparameter gewihlt:

ProzeBbedingungen zur Durchfiihrung der inversen PCR:

1. Einmalige Denaturierung: 1 X 94 °C fiir 2 min.

2. Mehrmalige Denaturierung, Hybridisierung, Primerextension: 10 X (94 - 96 °C fiir 15 sec,
60 - 64 °C fiir 30 sec, 68 - 72 °C fiir 4 min).

3. Mehrmalige Denaturierung, Hybridisierung, Primerextension: 15 x (94 - 96 °C fiir 15 sec,
60 - 64 °C fiir 30 sec, 68 - 72 °C fiir 4 min, mit einem Inkrement von 20 sec pro Zyklus).

4. Einmalige Extension: 1 x 72 °C fiir 7 min.

Die linearen Amplifikate wurden mittels QIAquick Spin PCR Purification Columns gereinigt.
Dpnl wurde, da es methylierte dam-Erkennungsstellen (GmATC) mittig spaltet, zur Eliminie-
rung von moglicherweise noch vorhandener, in den Bakterienzellen methylierter template-
Plasmid-DNA verwendet. Nach Transformation des E.coli-Stammes XL1blue (s. 2.2.2) mit

dem unmethylierten, linearen PCR-Produkt wurde dieses von der zelleigenen Ligase ligiert.

2.4.4 Screening nach positiven Klonen

Zur Uberpriifung von Klonierungen wurde ein Screening nach positiven Klonen durchgefiihrt:
1. Von einzelnen Kolonien wurde mit einem Zahnstocher eine geringe Menge E. coli in ein

Reaktionsgefil iiberfiihrt.
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2. Nach kurzzeitiger thermischer Denaturierung der Zellen in 50 ul H,O bei 95 °C wurden
4 ul der Zellsuspension in einer genspezifischen PCR (colony PCR) als Template einge-
setzt.

3. Mit den als positiv identifizierten Klonen wurden Plasmid-DNA-Minipridparationen
durchgefiihrt (s. 2.3.3.1), die mit einem fiir die Mutation spezifischen Markerenzym noch-
mals iiberpriift wurden.

Die so gewonnenen Plasmide wurden fiir Expressionstests (s. 2.5.2) verwendet, mit denen die

Uberexpression von klonierten Genen festzustellen ist. Ist dies der Fall, folgte zur Verifizie-

rung der Mutation und zum Ausschlufl von Sekundirmutationen die Gensequenzierung.

2.5 Proteinexpression und Reinigung

2.5.1 Eigenschaften der verwendeten Expressionssysteme

Im Folgenden werden die in dieser Arbeit verwendeten Expressionssysteme und ihre charak-
teristischen Eigenschaften (Genotyp der Wirtszelle, Promotor, Kontrollelemente etc.) vorge-
stellt, mit denen auf definierte Art und Weise eine Uberexpression von DFF in E. coli erreicht

bzw. moduliert wurde.

2.5.1.1 Expression von Genen mit Hilfe des T7-Promotor-Systems

Die Induktion von Genen unter der Kontrolle des T7-Promotors, die indirekt durch den lac-
Repressor reprimiert werden (Expressionskaskade der T7 ¢10-Promotor-Systeme; Studier,
1990) erfolgte nach Zugabe von IPTG in dem E. coli-Stamm BL21Gold(DE3) (s. 2.2.2). Diese
Zellen sind lysogen fiir den DE3-Phagen und enthalten dadurch eine Kopie des T7A1-Gens,
das fiir die T7 RNA-Polymerase codiert und seinerseits unter Kontrolle des lacUV5-
Promotors steht. Gibt man zur Induktion eines Zielgens IPTG in einer Endkonzentration von
1 mM zu einer Kultur dieser Zellen, die zuvor mit pACET-DFF45 oder pACET-DFF45/pET-
DUET-His-CAD (s. 2.2.3) transformiert wurde, wird zunédchst die Expression des T7A1-Gens

und daraufhin durch die gebildete T7 RNA-Polymerase erst ein oder beide Zielgene induziert.

2.5.1.2 Expression von Genen mit Hilfe des tac-Promotors

Bei diesem Promotor handelt es sich um ein Hybrid aus Teilen des starken Trp-Promotors und
des lac-Promotors. In dieser Arbeit wurden GST-CADWT und GST-CADMutante unter Kon-
trolle dieses ebenfalls durch IPTG induzierbaren Promotors mit pGEX2T-CADMutante und
pGEX2T-CADWT exprimiert.
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2.5.1.3 Expression von Genen mit Hilfe der APy - und tac-Promotor-Systeme
TGE 900 enthélt chromosomal integriert die temperatursensitive Mutante clts857 des A-
Repressors. Dies wurde zur Induktion einer AP -Promotor kontrollierten Genexpression mit
den entsprechenden Plasmiden, pLK-His-DFF45 bzw pLK-His-Flag-ICAD-S, genutzt. Bei
einem Temperaturshift von 28 °C auf 42 °C fiihrt die hohe, nicht-permissive Temperatur zur
Inaktivierung des Repressors, wodurch die Hemmung der Expression beseitigt wird. Nach
Induktion des AP.-Systems wurde in diesen Zellen die Expression eines Gens unter der Kon-
trolle des tac-Promotors mit dem entsprechenden Plasmid pGEX2T-CADWT induziert
(s. 2.5.1.2).

2.5.2 Expression der Proteine im analytischen MaBstab

Zum Nachweis der Expression neu klonierter Gene wurden Expressionstests im 3-ml-
Malstab durchgefiihrt. Dabei wurde das LB-Kulturmedium mit einem Klon eines vorher
transformierten Expressionsstammes von einer Platte angeimpft. Die Selektion dieser Zellen
erfolgte durch Zugabe ein oder mehrerer Antibiotika, wobei Ampicillin in einer vergleichs-
weise hohen Konzentration von 175 - 200 ug-ml” zur Verhinderung eines eventuellen Plas-
midverlustes eingesetzt wurde. Die Kultur wurde iiblicherweise bis zu einer Zelldichte von
0.5 - 0.6 OD*™ nm (mittlere logarithmische Phase) angezogen.

Vor und nach geeigneter Induktion der Expression (s. 2.5.1.1 - 2.5.1.3) wurden je 500 ul Zell-
suspension abgenommen und zentrifugiert. Von der Suspension des erhaltenen Zellpellets in
50 ul Laemmli-Auftragspuffer (160 mM Tris-HCl, 2% (w/v) SDS, 2% (v/v) 2-
Mercaptoethanol, 20 % (w/v) Saccharose und 0.01 % (w/v) Bromphenolblau, pH 6.8) wurde
anschliefend ein Aliquot durch SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese analysiert (s. 2.6.2).

2.5.3 Expression und Reinigung von Proteinen im préiparativen

MaBstab

Zur Expression bestimmte, ein bis vier 500 ml- oder 101 E. coli-Fliissigkulturen, wurden mit
einem Teil einer Vorkultur, die mit einem Klon von einer Platte angimpft wurde und sich
moglichst noch in der Wachstumsphase befand, angeimpft und zur benotigten oD (s. 2.6.2)
angezogen. Die Expression wurde den verwendeten Expressionssystemen entsprechend indu-
ziert. AnschlieBend wurden die Zellen geerntet (Zentrifugation: 2500 X g, 15 min, 4 °C), ge-
waschen (Resuspendieren in STE (100 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI, 1.0 mM EDTA, pH 8.0)
und erneut zentrifugiert. Danach erfolgten 1. ein Ultraschallaufschlufl (10 x 20 sec/-500 ml

Kultur, duty cycle 50 %, output level 5) der Zellen in einem fiir die weitere Verarbeitung ge-
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eigneten Puffer (s. 2.5.4.1 u. 2.5.4.2) und 2. ein Zentrifugationsschritt zur Fraktionierung der
16slichen und unl6slichen Komponenten dieser Suspension (31 400 X g, 60 min, 4 °C). Der
l16sliche DFF-Komplex wurde zur weiteren Verarbeitung nach dem Zentrifugationsschritt iiber

Affinitdtschromatographie (s. 2.5.4) gereinigt.

2.5.4 Reinigung von Fusionsproteinen mittels Affinitits-Chroma-

tographie
Einige der in dieser Arbeit verwendeten Proteine wurden mit einer Hisg- oder GST-Fusion
tiberexprimiert und konnten dadurch mittels Affinitdtschromatographie gereinigt werden. Mit
dieser Methode erfolgte auch die Reinigung von Nuklease/Inhibitor-Komplexen (z. B. GST-

CAD/DFF45), bei denen nur einer der Partner mit einem Affinitédtstag versehen war.

2.5.4.1 Ni**-NTA-Affinitiits-Chromatographie

In dieser Arbeit charakterisierte CAD (DFF40) -Nuklease liegt als N-terminales Hise-
Fusionsprotein vor. Der hier verwendete Fusionsanteil aus sechs hintereinanderliegenden
Histidinresten erlaubt eine affinitdtschromatographische Reinigung von iiberexprimierten Pro-
teinen an Ni2+—NTA—Agarose durch IMAC (immobilized metal ion affinity chromatography).
Hier wurde diese Affinititsmatrix sdulenchromatographisch, aber auch im batch-Verfahren
eingesetzt. Die Reinigung wurde im Wesentlichen nach den Protokollen des Herstellers aus-
gefiihrt. Dabei wurden die Proteine, DFF, in 20 mM Hepes-NaOH, pH 7.4, 100 mM NaCl, 1
mM EDTA, 10 mM Imidazol, ImM DTT und 2.5 mM MgCl, an die Sdulenmatrix gebunden
und gewaschen. Zu ihrer Elution wurde der gleiche Puffer, jedoch mit einer Imidazolkon-
zentration von 200 mM, eingesetzt. Nach der Elution wurden die Proteine zur Imidazolentfer-
nung und Stabilisierung gegen 20 mM Hepes-NaOH, pH 7.4, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA,
0.01 % Chaps, 10 % Glyzerin und 5 mM DTT dialysiert.

2.5.4.2 Glutathion-Sepharose-Affinitits-Chromatographie

Einige Proteine wurden als N-terminale GST-Fusionsproteine iiberexprimiert (GST-CADWT,
GST-CADMutante). Die Fusion an GST ermoglicht eine affinitidtschromatographische Reini-
gung der Fusionsproteine mittels Glutathion-Sepharose. Dabei wurde diese Affinititsmatrix
saulenchromatographisch und im batch-Verfahren eingesetzt. Die Reinigung erfolgte im We-
sentlichen nach den Protokollen des Herstellers mit 20 mM Hepes-NaOH, pH 7.4, 100 mM
NaCl, ImM EDTA, 10 % Glyzerin, 5 mM DTT und 0.01 % Triton-X 100 als Binde- und
Waschpuffer. Zur Proteinelution wurde der gleiche Puffer ohne Glyzerin und mit 20 mM Glu-
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tathion (red.) verwendet. Zur Entfernung von Glutathion und zur Stabilisierung wurden die
Proteinprédparationen gegen einen Puffer mit 20 mM Hepes-NaOH, pH 7.4, 100 mM NaCl,
1 mM EDTA, 10 % Glyzerin, 10 mM DTT und 0.01 % Triton-X 100 dialysiert.

2.5.5 Reinigung von DFF durch Anionenaustauschchromatogra-
phie
Kristallisationsstudien sowie die Durchfiihrung einiger biochemischer Experimente, wie z. B.
die Untersuchung der DNA-Bindung mit DNA-Shift-Assays (s. 2.6.9.1), sind nur mit einer
sehr reinen, hoch konzentrierten DFF-Komplexpriparation durchzufithren. Um die angestreb-
te Reinheit zu erreichen, wurde nach der affinitdtschromatographischen Reinigung des Kom-
plexes (s.2.5.4.1u.2.5.4.2) eine Anionenaustauschchromatographie mit einer MonoQ-Séule
durchgefiihrt. Dadurch konnten sowohl die zwei mit SDS-PAGE erkennbaren Proteinverun-
reinigungen, von denen eine wahrscheinlich DnaK (HSP 70) ist, als auch komplexgebundene

E. coli-DNA beseitigt werden. Eine genaue Beschreibung dieser Methode findet sich im Er-
gebnisteil (s. 3.1.3.5).

2.5.6 Abspaltung des GST-tags durch Thrombin

DNA-Bindungsstudien wurden u. a. mit DFF-Komplex durchgefiihrt, bei dem der der N-
terminale GST-Fusionsanteil der Nuklease von affinitdtschromatographisch gereinigtem GST-
CAD/DFF45-Komplex (s. 3.3.3.3) durch Thrombin abgespalten wurde. Hierzu wurde der
Komplex nach seiner Expression an Glutathion-Sepharose gebunden und gewaschen
(s. 2.5.4.2). Nach dem Ersetzen des Waschpuffers durch 1 x PBS (Na;HPO,4 * 2H,0O, 1.7 mM
KH,POy4, pH 7.4, 137 mM NaCl 2.7 mM KCl) erfolgte die Inkubation mit Thrombin gemif3
den Herstellerangaben (Eine U des Enzyms spaltet > 90% von 100 ug eines Test-GST-
Fusionsproteins bei Inkubation in 1 x PBS bei 22 °C fiir 16 h). Die Protease spaltet zwischen
Arg und Gly der Erkennungssequenz Leu-Val-Pro-Arg-|-Gly-Ser. GST bleibt an den beads
zuriick; der Uberstand mit CAD/DFF45 wurde gegen den geeigneten Puffer dialysiert
(s. 2.5.4.1).
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2.6 Proteincharakterisierungen

2.6.1 Gelfiltrationsanalysen

Zur Bestimmung des Oligomerenstatus von CAD und CAD-Varianten wurden analytische
Gelfiltrationsldaufe mit Hilfe einer Superdex™ 75-Séule an einer Merck-Hitachi HPLC-Anlage
mit aktivierter DFF-Nuklease durchgefiihrt. 15 ug Protein wurden eingesetzt, bei 280 nm de-
tektiert und die Eluate fraktioniert gesammelt. Die Grofe der oligomeren Nuklease wurde
anhand der Referenzproteine Cytochrom C, Carboanhydrase und Bluedextran ermittelt. Eine

detaillierte Beschreibung dieser Experimente folgt im Ergebnisteil (s. 3.3.4.4).

2.6.2 SDS-Gelelektrophorese

Zur Analyse von Proteinen wurden denaturierende SDS-Polyacrylamidgele von
10 x 10 x 0.1 cm GroBe eingesetzt (Laemmli, 1976). Es wurden 6 %- ige Sammelgele sowie
Trenngele der GroBe der interessierenden Proteine entsprechend in einer Konzentration von
12.5 % (Acrylamid:Bisacrylamid/29:1) benutzt. Als Molekulargewichtsstandard wurde die
Proteinmischung Merck IV (12.4, 17.0, 30.0, 42.7, 66.3 und 77.8 kDa) sowie der 10 kDa
Standard von Fermentas verwendet. Der Auftrag erfolgte nach Denaturierung mit Laemmli-
Auftragspuffer, 160 mM Tris-HCI, pH 6.8, 2 % SDS, 5 % B-Mercaptoethanol, 40 % Glyzerin
und 0.1 % Bromphenolblau. Die getrennten Proteine wurden anschlieBend mit Coomassie
Brillant Blue gefidrbt und einem System zur Geldokumentation und -auswertung zugefiihrt
(s. 2.2.1). Proteine aus geringkonzentrierten Losungen wurden vor dem Auftragen durch Zu-
gabe von TCA (10 % Endkonzentration) geféllt. Nach 20 miniitiger Inkubation auf Eis und
30 min Zentrifugation wurde der Uberstand abgenommen. Das Proteinpellet wurde mit 5 ul
Laemmli-Auftragspuffer versetzt, die entstandene Gelbfarbung mit 1 M Tris bis zum Farbum-

schlag nach Blau titriert, und das resuspendierte Protein aufgetragen.

2.6.3 Bestimmung der Konzentration von Proteinen

Proteinkonzentrationen wurden spektrophotometrisch bei einer Wellenldnge von 280 nm be-
stimmt. Molare Extinktionskoeffizienten wurden nach Pace et al. (1995) mit Hilfe des Algo-
rithmus

(€Protein = n X Trp X 5500 + n x Tyr x 1490 + n x Cys-S-S-Cys x 125 [M.cm™])
berechnet. Hierbei spielen der Tryptophangehalt, der Tyrosingehalt und die Anzahl der in

einem Protein enthaltenen Disulfidbriicken (Cystinreste) eine Rolle.

43



Materialien und Methoden

2.6.4 Ultrafiltration

Einige Anwendungen, z. B. DNA-Shiftassays, gleichbedeutend mit EMSA (Electrophoretic
mobility shift assay; s. 2.6.9.1), oder strukturelle Untersuchungen (s. 2.6.10), erforderten eine
vorherige Konzentrierung von DFF. Dazu dienten Centricon (Probenvolumen - 2 ml) bzw.
Centriplus (Probenvolumen 10 - 15 ml) -Konzentratoren der AusschluBgroBe 50 kDa, die
durch Ultrafiltration gemif3 Herstellerangaben im Retentat DFF mit einem Molekulargewicht
von ca. 78 kDa konzentrierten. Fiir strukturelle Untersuchungen wurde DFF (His-

CAD/DFF45) bis zu einer Konzentration von ca. 10 mg/ml konzentriert.

2.6.5 Nuklease-AKktivitiatsassay
Durch Spaltung von sc-Plasmid-DNA wurde die enzymatische Aktivitit von DFF40 (CAD)

sowie von Nuklease-Mutanten nachgewiesen. Ein affinitdtschromatographisch (s. 2.5.4.1 u.
2.5.4.2) oder zusitzlich HPLC gereinigter DFF-Komplex (s. 2.5.5) wurde mit Caspase-3 A1-18
durch Spaltung von DFF45 an den Positionen Aspl117 und Asp224 aktiviert. In einem Volu-
men von 20 ul wurde 25 ng/ul Plasmid-DNA im Ansatz fiir 5 - 30 min bei 37 °C mit Enzym-
konzentrationen von 10 nM - 1 uM in einem Puffer mit 20 mM Tris-HCI, pH 7.5, 100 mM
NaCl, 1 mM EDTA, 10 mM DTT, 3.6 % Glyzerin, 0.01 % Chaps, 5 mM MgCl, inkubiert.
Der Ansatz wurde anschlieBend gelelektrophoretisch mit 0.8 %-igen TBE-Agarosegelen
(s. 2.3.1.1) auf Plasmidspaltung untersucht.

2.6.6 Aktivitatskinetiken

Zur Untersuchung der Aktivitiat von CAD-Varianten im Vergleich zur Wildtyp-Nuklease wur-
den Enzymkinetiken mit den Zeitwerten 1, 3, 9, 15 und 30 min durchgefiihrt. Die Ansitze
waren wie fiir Aktivititsassays beschrieben (s. 2.6.5) zusammengesetzt, die Ansatzgrofle auf
30 ul erhdht, jeweils 5 ul entnommen, mit 5 x AAP versetzt und auf 0.8% -igen Agarosegelen
aufgetragen (s. 2.3.1.1). Je nach Aktivitit wurden die Enzymkonzentrationen angepasst, um
die fiir die Berechnung der Aktivitdt benotigten Abnahme an scPlasmid-DNA verfolgen zu
konnen. Die zur Aktivitdtsberechnung verwendete Methode wird im Ergebnisteil beschrieben

(s. 3.3.4.2).

2.6.7 Time-order-of-addition-Experimente

Bei diesen Experimenten wurde der Einflufl der Reihenfolge von DNA-Bindung und Caspase-

3-Aktivierung von DFF auf die Aktivitdt der Nuklease untersucht. In einem ersten Ansatz

wurde His-DFF (20 nM) fiir 5 min mit pBSVDEX (s. 2.2.3; 25ng/ul) bei 37 °C inkubiert, an-
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schlieBend DFF40 fiir 15 min aus dem Komplex durch Caspase-3-Zugabe freigesetzt und die
Protease danach durch den Caspase-Inhibitors z-VAD-fmk inhibiert. Die Aktivitdtsbestim-
mung von DFF40 (CAD) in diesem und den folgenden zwei Ansitzen erfolgte mit Kinetiken
(s. 2.6.6) nach Zugabe von Mg*" in einer Endkonzentration von 5 mM. Nach 0 min, d. h. sofort
nach Starten der Reaktion, 1 min, 3 min, 9 min und 15 min wurde jeweils ein Aliquot ent-
nommen und analysiert (s. 2.6.6). In dem zweiten Ansatz wurde His-DFF fiir 15 min aktiviert,
dann Caspase-3 inhibiert, gefolgt von der Inkubation mit Plasmid-DNA fiir 5 min mit an-
schlieBendem Start der Reaktion durch Zugabe von Mg**. In einem dritten Ansatz wurde His-
DFF gleichzeitig mit DNA und Caspase-3 fiir 15 min inkubiert, dann die Caspase inhibiert,

weitere 5 min inkubiert und die Kinetik mit Mg”** gestartet.

2.6.8 Nachweis von DFF45 durch Caspase-3

Der Nachweis von DFF45, z. B. nach affinititschromatographischer Reinigung von
DFF40/DFF45, erfolgte durch Spaltung des Inhibitors mit Caspase-3. Dabei wurden pg-
Mengen von DFF45 oder DFF-Komplex in einem Standard-DFF-Dialysepuffer mit 20 mM
Hepes-NaOH, pH 7.4, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 10 % Glyzerin, 10 mM DTT, 0.01 %
Chaps mit der Protease fiir 30 min bei 37 °C inkubiert. Eine Spaltung des Inhibitors in die fiir
DFF45 typischen Fragmente wurde mit SDS-PAGE nachgewiesen (s. 2.6.2).

2.6.9 DNA-Bindungsexperimente
Der Nachweis der DNA-Bindung von DFF erfolgte mit mehreren Methoden, die im Folgen-
den beschrieben werden. Bis auf den DNA-Cellulose-Bindungsassay (s. 2.6.9.3), erforderten

alle Methoden eine DNA-freie Proteinpriparation.

2.6.9.1 DNA-Shift-Assay oder EMSA (Electrophoretic Mobility Shift Assay)
In 20 pl-Ansdtzen wurden Plasmid-DNA (s. 2.2.1.3) und PCR-Produkte der Linge 822 bp,
578 bp, 376 bp und 130 bp in einer Konzentration von 5 uM mit DFF oder aktiviertem DFF
(entspricht freier Nuklease, s.2.6.5), oder Kontrolle mit DFF45 gleicher Konzentration fiir
30 min bei RT in Shift-Puffer (20 mM Hepes-NaOH, 100 mM NaCl, 2 mM EDTA, 0.01 %
Chaps, 10 % Glyzerin) inkubiert. Die Ansidtze wurden anschlieBend mit 5 x AAP (s. 2.3.1.1)
ohne SDS versetzt und auf 0.5 - 0.8 % -igen TBE-Agarose- bzw. 6 % -igen nicht denaturie-
renden Acrylamidgelen untersucht (s. 2.3.1.1 bzw. 2.3.2.1).
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2.6.9.2 Transmissions-Elektronenmikroskopie

Diese Experimente wurden am Max-Planck-Institut fiir molekulare Genetik in Berlin in Ko-
operation mit Herrn Dr. Rudi Lurz durchgefiihrt. 30 ng Plasmid-DNA und DFF in Konzentra-
tionen von 0 - 300 ng (molare Enzym-DNA-Verhiltnisse zwischen 30:1 und 300:1) wurden in
10 ul Reaktionsvolumen bei 37°C fiir 30 min in Shiftpuffer (s. 2.6.9.1) inkubiert. Komplexe
wurden mit 0.2 % (v/v) Glutaraldehyd fiir 10 min bei 37°C fixiert und, nach 3-facher Verdiin-
nung in 10 mM Triethanolaminchlorid, pH 7.5, und 10 mM MgCl,, an frisch gespaltenes Ei-
senkies adsorbiert. Die Aufnahmen erfolgten mit einem Philips CM100 Elektronenmikroskop
bei 100 kV und einer Schnellabtastungs-CCD-Kamera (Tietz Video- und Bildverarbeitungs-
systeme GmbH, Gauting, Deutschland).

2.6.9.3 DNA-Cellulose-Bindungsassay

50 pl einer Suspension von DNA-Cellulose in 50 mM NaH,PO4/Na,HPO,, pH 7.5, 0.01 %
Triton-X 100, 100 mM NaCl und 10 % Glyzerin wurden mit 5 pg wt GST-CAD und Varian-
ten, die in o. g. Puffer vorlagen, fiir 30 min bei 4 °C inkubiert. Nach zweimaligem Waschen
mit je 500 ul des gleichen Puffers fiir je 10 min bei 4 °C erfolgte die Elution der gebundenen
Proteine durch Zugabe von 20 ul Auftragspuffer (s.2.6.2) zur abzentrifugierten DNA-
Cellulose bei einer Inkubationszeit von 5 min bei 95 °C. Der Uberstand wurde abgenommen

und mittels SDS-Gelelektrophorese analysiert (s. 2.6.2).

2.6.9.4 Photocrosslink-Experimente

DNA-Bindung wurde durch Photocrosslinks mit einem 39 bp Oligo, das zentral drei 5-
Iododesoxyuridine in einem Strang enthielt, nachgewiesen. In den Crosslink-Ansitzen hatten

DFF, aktivierte Nuklease und DNA eine Konzentration von 5 uM.

2.6.10 Kristallisationsansatze

Kristallisationsversuche wurden in Kooperation mit Prof. Dr. V. Siksnys, Vilnius, Litauen,
mit DFF nach der Dampfdiffusionsmethode mit sitzenden Tropfen unter Verwendung von

96 -er wells durchgefiihrt. Weitere Informationen finden sich im Ergebnisteil (s. 3.2).
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3 Ergebnisse

3.1 Etablierung eines Expressions- und Reinigungssys-

tems fiir DFF

Ein Ziel dieser Arbeit war, unter Verwendung eines bakteriellen Expressionssystems ein
Herstellungsverfahren von rekombinantem DFF in einer fiir die Durchfithrung von strukturel-
len und biochemischen Studien bendtigten Menge und Reinheit. Die alleinige Expression der
Nuklease fiihrt zu keinem funktionellen Protein (Sakahira et al., 1999). Versuche zur isolier-
ten Expression von rekombinantem DFF40 (CAD) und DFF45 (ICAD-L) mit anschlieBenden
Versuchen zur Renaturierung der unloslichen Nuklease waren nicht erfolgreich, werden aber
im Folgenden kurz vorgestellt. Vor und im Laufe dieser Arbeit wurden zur Uberwindung der
oben skizzierten Probleme Systeme zur gemeinsamen Expression von DFF40 (CAD) und
ihrem spezifischen Inhibitor und Faltungshelfer DFF45 (ICAD-L) entwickelt. Diese
Koexpressionsstrategie zielt auf die Vermeidung der Bildung unldslicher Nuklease ab. Die
methodische Entwicklung dieser Systeme, ausgehend von frithen Zwei-Plasmid- sowie bi-
cistronischen Systemen und Versuchen zur Komplexrenaturierung, wird im Folgenden detail-
liert beschrieben. Einige dieser Systeme sowie die verwendeten Expressionstrategien und de-
ren Ergebnisse waren schon Thema eigener Arbeiten (Meiss et al., 2000, Korn, 1999), werden
aber wegen ihrer Bedeutung fiir das weitere Vorgehen im Folgenden noch einmal kurz gegen-
ibergestellt. Die Prédparation von DFF gelang in dieser Arbeit unter Verwendung der zwei
Zwei-Plasmid-Expressionssysteme pACET-DFF45/pET-DUET-His-CAD und pACET-
DFF45/pGEX2T-CADWT. In E. coli BL21Gold(DE3) exprimiert, konnten die DFF-
Komplexe His-CAD/DFF45 und GST-CAD/DFF45 in hoher Reinheit und Menge prépariert

werden.

3.1.1 Renaturierung von CAD

Zu Beginn dieser Arbeit wurde zur Priparation von DFF-Komplexen zunichst der Versuch
unternommen, rekombinante Nuklease und ihren Inhibitor getrennt zu exprimieren und den
heterodimeren DFF-Komplex nachfolgend zu rekonstituieren.

His-CAD wurde unter Verwendung des Vektors pTriEx-mCAD und GST-DFF45 mit Hilfe
des Vektors pET28a-GST-DFF45 getrennt in BL21Gold(DE-3) exprimiert. Der Inhibitor

wurde anschlieBend aus der 16slichen Zellfraktion iiber den N-terminalen GST-tag durch Af-
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finitdtschromatographie GSH-Sepharose gereinigt (s.2.5.4.2) und gegen einen Puffer mit
20 mM Hepes/NaOH, pH 7.4, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0.01 % Chaps, 10 mM DTT ii.
N. bei 4 °C dialysiert. Komplizierter sind die Verhiltnisse fiir die Expression der Nuklease in
Abwesenheit des spezifischen Chaperons DFF45. Hierbei wird His-CAD nicht richtig gefal-
tet, aggregiert und féllt in Form unl6slicher inclusion-bodies an. Nach Separierung der 16sli-
chen von der unloslichen Zellfraktion durch Zentrifugation (s. 2.5.3), wurde His-CAD aus
dem Pellet durch einen Puffer mit 6 M Guanidiniumchlorid bei 4 °C ii. N. gel6st und an Ni**-
NTA-Agarose gebunden. Das denaturierte Protein wurde gewaschen und fraktioniert eluiert.
Zur Renaturierung wurde die Nuklease zunichst in guanidiniumchloridhaltigem Elutionspuf-
fer verdiinnt, anschlieend mit einer stochiometrischen Menge Inhibitor versetzt und dieser
Ansatz dann bei 4 °C ii. N. gegen einen Renaturierungspuffer mit 20 mM Hepes-NaOH,
pH 7.4, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0.01 % Triton-X 100, 1 mM DTT dialysiert. Bei der
nachfolgenden Analyse durch SDS-PAGE war der Inhibitor als Bande zu erkennen, dagegen
fehlte die Nuklease, die vermutlich ausgefallen ist (Daten nicht gezeigt). Dies konnte an einer
zu geringen DTT-Konzentration im Renaturierungspuffer gelegen haben, aber auch am Feh-
len anderer, fiir die CAD-Renaturierung moglicherweise bendtigter Chaperone wie HSP40

und HSP70, sowie in diesem Zusammenhang auch ATP.

3.1.2 Bicistronisches Expressionssystem

Das erste System, das in dieser Arbeitsgruppe 1999 zur Komplexexpression konstruiert wur-
de, beruhte auf einer bicistronischen Anordnung von DFF40 und DFF45 im Vektor pBB-
DFF40His/DFF45. Bei diesem wird nach Induktion der Expression eine fiir beide Proteine
codierende, bicistronische mRNA gebildet, die 5’terminal das offene Leseraster fiir DFF40
und 3’terminal das fiir DFF45 enthilt. Dieses System lieferte nur eine geringe, durch SDS-
PAGE kaum feststellbare Expression der beiden Gene (Daten nicht gezeigt). Aufgrund dieser
Ergebnisse wurde in einer Arbeit iiber die unspezifische Anabaena-Nuklease NucA und deren
Inhibitor NuiA aus Anabaena sp. der Einflul} der Genreihenfolge bei bicistronischer Expres-
sion in E. coli gezeigt (Korn et al. 2000). Um diesen Resultaten Rechnung zu tragen, wurde
die Reihenfolge der Gene DFF40 und DFF45 in dem oben beschriebenen Expressionssystem
vertauscht, wodurch der bicistronische Vektor pBB-DFF45/DFF40His entstand. Fiir Expres-
sionsversuche mit dem bicistronischen Vektor pBB-DFF45/DFF40His wurden entsprechend
transformierte BL21Gold(DE3)-Zellen (s. 2.2.2) in LB-Medium (s. 2.2.1.1) - 0.5 OD*” bei
37 °C angezogen und die Expression mit 1 mM IPTG bei 28 °C fiir ca. 15 h induziert. Bei
dem bicistronischen System pBB-DFF45/DFF40His entsteht ebenfalls eine fiir beide Proteine
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codierende mRNA. Die DFF-Expression konnte durch Umkehrung der Genreihenfolge ge-
geniiber dem ersten bicistronischen System, pBB-DFF40His/DFF45, kaum gesteigert werden
(Daten nicht gezeigt). Die mit diesen Systemen iiberexprimierten Proteine, von denen die
Nuklease einen C-terminalen Hise-tag tridgt, waren immerhin in der 16slichen Fraktion zu fin-

den.

3.1.3 Zwei-Plasmid-Expressionssysteme

Parallel zu der Entwickung von bicistronischen Systemen erfolgte auBerdem die Konstruktion
von Zweiplasmidsystemen. Mit der Klonierung von pACET-DFF45/pCI-His-DFF40 (Meiss
et al. 2000) stand eine Alternative fiir eine gemeinsame Expression der beiden Gene zur Ver-
figung. Fiir Expressionsversuche mit den beiden Plasmiden pACET-DFF45/pCI-His-DFF40
wurden entsprechend transformierte BL21Gold(DE3)-Zellen (s.2.2.2) in LB-Medium
(s. 2.2.1.1) - 0.5 OD*®bei 37 °C angezogen und die Expression mit 1 mM IPTG bei 28 °C fiir
ca. 15h induziert. Im Unterschied zu den bicistronischen Systemen werden bei dem
Zweiplasmidsystem fiir die Nuklease und deren Inhibitor einzelne mRNAs gebildet, die un-
abhidngig voneinander translatiert werden. Mit diesem System konnte der Komplex aus
DFF40 mit N-terminalem Hise-tag und DFF45 exprimiert und in einer Ausbeute von
0.75 mg/1 E. coli-Kultur pripariert werden (Meiss et al., 2000; Daten nicht gezeigt).

Nach den Ergebnissen der Expressions- und Reinigungsversuche mit den verschiedenen Sys-
temen (s. 3.1.2 u. 3.1.3) wurden keine weiteren bicistronischen Systeme zur DFF-Expression,
da nicht erfolgversprechend, konstruiert. Stattdessen wurde die Entwicklung von
Zweiplasmidsystemen weiterverfolgt. In Experimenten wurde die Kombination aus der muri-
nen Nuklease CAD mit dem humanen Inhibitor DFF45 am besten exprimiert (Daten nicht
gezeigt). Mit pET-DUET-His-CAD/pACET-DFF45, dessen Kostruktion bereits im Metho-
denteil beschrieben wurde (s. 2.2.3), wurde ein effektives Expressionssystem etabliert, das im

Folgenden vorgestellt werden soll.

3.1.3.1 Herstellung des rekombinanten DFF-Komplexes

Mit den Expressionsplasmiden pET-Duet-His-CAD und pACET-DFF45 (s. 2.2.3) transfor-
mierte BL21Gold(DE3)-Zellen (s. 2.2.2) wurden in 500 ml LB-Medien (s. 2.2.1.1) - 0.5 OD*”
bei 37 °C angezogen und die Expression mit 1 mM IPTG bei 28 °C fiir ca. 15 h induziert.
His-CAD und DFF45 wurden unter Kontrolle des T7-Promotors sehr gut exprimiert und die
rekombinanten Proteine mittels SDS-PAGE analysiert (s. Abb. 3-1).
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Abb. 3-1: Rekombinante Expression von DFF in E. coli

Die SDS-PAGE-Analyse eines Expressionsversuches von DFF mit dem Zweiplasmidsystem pACET-
DFF45/pET-Duet-His-CAD in E. coli BL21Gold(DE3). Vor Induktion sind beide Proteine nicht vor-
handen (Spur 2), nach Induktion sind fiir DFF40 (CAD) und DFF45 (ICAD-L) deutliche Banden zu
erkennen. Das typische Laufverhalten zeigt den etwas kleineren Inhibitor oberhalb der ca. 40 kDa
groBen Nuklease (Spur 3). Spur 1 Proteinstandard.

3.1.3.2 Loslichkeit der Proteine

Der His-CAD/DFF45-Komplex war nach Zellfraktionierung (s. 2.5.3) in der 16slichen Frakti-
on zu finden (Daten nicht gezeigt). Zur Verbesserung der Adsorption bei der folgenden affini-
tidtschromatographischen Komplexreinigung wurde ein Verdau der im Uberstand vorhande-

nen chromosomalen Bakterien-DNA mit DNase I oder Serratia-Nuklease durchgefiihrt.

3.1.3.3 Ni-NTA-affinititschromatographische Reinigung von DFF

Die affinitdtschromatographische Reinigung des Komplexes erfolgte iiber den His-fag der
Nuklease mit den geeigneten Puffern an Ni-NTA-Agarose (s.2.5.4.1). Mittels SDS-PAGE
wurde die Reinigung dokumentiert (s. Abb. 3-2).
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Abb. 3-2: Ni-NTA-affinitiatschromatographische Reinigung von DFF (CAD/DFF45)
DFF wurde iiber den His-tag der Nuklease affinitdtschromatographisch gereinigt. Neben dem eluierten
Komplex sind auf dem SDS-Gel zwei Kontaminationen sichtbar (rot umrandet).

Dieser Komplex wurde anschlieend zur Entfernung der an DFF gebundenen chromosomalen
Bakterien-DNA mit DNase I versetzt. Zur Entfernung der zum Spalten dieser DNA zugesetz-
ten DNase I sowie der in der Prédparation ebenfalls vorhandenen Proteinkontaminationen

(s. Abb. 3-2) wurde anschlieend iiber Anionenaustausch-Chromatographie gereinigt.

3.1.3.4 Anionenaustauschchromatographische Reinigung von DFF

Die Entfernung der Kontaminationen von affinitdtschromatographisch gereinigtem DFF
(s. 3.1.3.3) erfolgte mit einer MonoQ HRS5/5 oder HR10/10 -Siule (s. 2.1.1), bei einer FluBrate
von 1 ml/min bzw. 4 ml/min und einem Salzgradienten von 100 - 300 mM NaCl. DFF wurde
bei ca. 275 mM NaCl eluiert (s. Abb. 3-3, obere Figur) und in Fraktionen a 0.5 ml gesammelt.
Mit SDS-PAGE iiberpriifte Fraktionen (s. Abb. 3-3, mittlere Figur) wurden mit Centricon
YMS50-Ultrafiltrationseinheiten (s. 2.1.1) unter Erhalt von ca. 50 mg Protein aus 101 E. coli-
Kultur auf 10 mg/ml konzentriert und zur Stabilisierung der Proteine gegen 20 mM He-
pes/NaOH, pH 7.4, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0.01 %Chaps, 10 % Glyzerin und 5 mM
DTT dialysiert. Die SDS-Gelanalyse zeigt einen sehr reinen und durch Caspase-3 aktivierba-

ren Komplex (s. Abb. 3-3, untere Figur).
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Abb. 3-3: MonoQ-Reinigung von DFF

Obere Figur Das Elutionsprofil (blau) eines durch Anionenaustauschchromatographie gereinigten
DFF-Komplexes. Unter Verwendung einer HR5/5 oder HR10/10 -Séule, einem Salzgradienten von
100 - 300 mM (rot) und einer FluBrate von 1ml/min oder 4 ml/min wurde DFF bei ca. 275 mM NaCl
eluiert.

Mittlere Figur SDS-PAGE von DFF-Fraktionen, die den Elutionspeak der oberen Figur widerspie-
geln.

Untere Figur Durch Ultrafiltration der eluierten DFF-Fraktionen konzentrierter DFF-Komplex mit
anschlieBender Caspase-3-Aktivierung.
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3.2 Kiristallisationsversuche mit His-CAD/DFF45

In Kooperation mit Herrn Prof. V. Siksnys, Biotechnologisches Institut, Vilnius, Litauen,
wurde der Versuch unternommen, rekombinanten DFF zu kristallisieren (s. 2.6.10). Der wie
unter (s. 3.1.3.1 - 5) priparierte Komplex wurde in An- und Abwesenheit eines 12 Basenpaare
umfassenden Oligodesoxyribonukleotids eingesetzt und fiir die Kristallisation iibliche Bedin-
gungen, bestehend aus einem speziellen Raum mit einer Temperatur von 16 °C und einer
niedrigen relativen Luftfeuchte, geschaffen. Von den jeweils ca. 500 getesteten Bedingungen
ist bislang jedoch eine kleine Kristallnadel das bisher einzige erfreuliche Ergebnis (Daten

nicht gezeigt).

3.3 Charakterisierung des aktiven Zentrums der

Nuklease

Ein Ziel dieser Arbeit lag in der biochemischen Charakterisierung des aktiven Zentrums von
DFF40 (CAD). Die erste Aufgabe, die Identifizierung katalytisch relevanter Aminosédurereste,
wurde mittels Mutationsstudien und chemischer Modifizierung gelost. Eine genaue Identifi-
zierung der beteiligten Aminosiurereste durch ortsgerichtete Mutagenese wird im Folgenden
beschrieben. Da die chemische Modifizierung von Aminosdureresten in der vorliegenden Ar-
beit nur eine untergeordnete Rolle spielte, siehe dazu jedoch Meiss et al., 2001, Korn et al.,

2002, Scholz et al., 2003, wird diese Methode hier nur kurz erwihnt.

3.3.1 Ortsgerichtete Mutagenese

Bei dieser Vorgehensweise werden gezielt Aminosdurereste von Proteinen ausgewihlt, ausge-
tauscht und die Mutanten anschlieBend im Vergleich zu Wildtyp DFF40/CAD biochemisch
charakterisiert. Eine detaillierte Beschreibung der Vorgehensweise und der Ergebnisse liefern

die folgenden Kapitel (s. 3.3.2 - 3.3.4.).

3.3.2 Auswahl der Aminosiuren zur Untersuchung ihrer katalyti-

schen Relevanz

Durch Sequenzvergleiche der C-terminalen katalytischen Domiine fiinf verschiedener CAD-
Spezies aus Maus, Ratte, Mensch, Zebrafisch und Fliege (Drosophila), wurden an 17 Positio-
nen konservierte, potentiell funktionell relevante Aminosdurereste in muriner CAD ermittelt

und ausgetauscht (s. Abb. 3-4). Es handelt sich dabei um voll bzw. teilweise konservierte
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Histidine an den Positionen 242, 263, 304, 308 bzw. 127 und 313. Funktionen, die Histidine
bei anderen Nukleseasen iibernehmen, wie die der allgemeinen Sédure oder Base, der Metalli-
onenkoordinierung, der DNA-Bindung iiber das Zucker-Phosphat-Riickgrat und der Uber-
gangszustandstabilisierung wurden auch fiir diese CAD-Reste in Betracht gezogen. Bei den
sechs konservierten Argininresten 151, 166, 168, 212, 250 und 269 und den drei ebenfalls
konservierten Lysinresten 155, 301 und 310, wurden beschriebene Funktionen positiver Reste
bei Nukleasen wie die Beteiligung an der Positionierung der spaltbaren Phosphodiesterbin-
dung iiber Interaktionen zu dem negativen Phosphatriickgrat, die Stabilisierung des pentako-
valenten Ubergangszustands und auch das Aktivieren des Wassermolekiils fiir den nukleophi-
len Angriff vermutet. Interessanterweise liegen die beiden Reste Argl51 und Lys155 in einer
Sequenz mit einer etwaigen Homologie zu einem DNA bindenden Motiv von uvrA. Dieses
Protein ist eine Untereinheit von der an der DNA-Reparatur beteiligten uvrABC-
Excisionsnuklease. Die Tyrosinreste 170 und 247 konnten die DNA positionieren, d. h. DNA-
Bindungen iiber stacking Interaktionen zu den Basen eingehen und auch die spaltbare
Phosphodiesterbindung analog zu Topoisomerasen attackieren. Die vorzunehmenden Austau-
sche wurden bei moglichst geringer Anderung der rdumlichen Struktur und Polaritit so ge-
wihlt, dass entweder die Funktion iibernommen werden kann, z. B. Lys = Arg, oder diese
ausgeschaltet wurde, z. B. Arg — Ala. Eigene Austausche wurden mit H242 nach D und R,
H263 nach D und R, H313, nach D, R und K, R151, R166, R168, R212, R250 und R269 nach
A, K155 nach R, K301 nach R, K310 nach R und Y247 nach S durchgefiihrt.
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Abb. 3-4: Vergleich der Aminosiduresequenz der C-terminalen katalytischen Doméne von fiinf
CAD (DFF40) -Spezies

Zur Ermittlung von potentiell katalytisch relevanten Aminosdureresten fiir ortsgerichtete Mutagene-
sestudien erfolgte ein Alignment der C-terminalen katalytischen Domine von fiinf CAD-Spezies.
Schwarze Bereiche beinhalten vollig konservierte Reste, Abstufungen in grau fiir teilweise konservier-
te Aminosduren; weil} zeigt keine Konservierung; farbig die ausgetauschten Reste und ihre Positionen.

3.3.3 Herstellung von CAD (DFF40) -Mutanten

3.3.3.1 Expressionsstrategie und -ergebnis von GST-CADMutante

Mit dem Zweiplasmidsystem pGEX2T-CADMutante/pACET-DFF45, von dem die Klonie-
rungen im Methodenteil ausfithrlich beschrieben sind (s. 2.2.3), wurde GST-CADMutante
zusammen mit DFF45 in E. coli BL21Gold(DE3) exprimiert. Die angewendete Strategie ent-
sprach der bereits fiir His-CAD/DFF45 beschriebenen (s. 3.1.3.2). Anzumerken ist, dass die
Induktion von GST-CADMutante unter Kontrolle des fac-Promotors erfolgte (s. 2.5.1.2). Die
Ergebnisse wurden mit SDS-PAGE analysiert (Daten nicht gezeigt) und die 16slichen Proteine
nach Zell-Fraktionierung (s. 2.5.3) affinitdtschromatographisch gereinigt (s. 2.5.4.2 u. 3.3.3.2).
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3.3.3.2 Affinititschromatographische Reinigung GST-DFF-Komplex Vari-
anten
Die Reinigung der DFF-Komplexe erfolgte iiber den GST-fag der Nuklease-Varianten mit
den geeigneten Puffern an Glutathion-Sepharose (s. 2.5.4.2). Mittels SDS-PAGE wurden die
Fraktionen/gereinigten Proteine analysiert (s. Abb. 3-5, Spur 1). Alle Nuklease-Varianten las-
sen sich aus dem Komplex mit DFF45 durch Caspase-3 aktivieren (s. Abb. 3-5, Spur 2). Die
Wildtyp-Nuklease wurde ohne Unterschied zu den CAD-Varianten gereinigt und aktiviert
(Daten nicht gezeigt). Zum Entfernen von reduziertem Glutathion wurden die Proteine gegen
20 mM Hepes/NaOH, pH 7.4, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 10 % Glyzerin, 10 mM DTT,
0.01 % Chaps dialysiert und in Versuchen eingesetzt (s. 3.3.4.1 - 3.3.4.4). Eine Entfernung der
komplexgebundenen E. coli-DNA aus der Prédparation (s. 3.1.3.5) unterblieb, da diese Metho-
de noch nicht etabliert war. So erforderte die Konzentrationsbestimmung von DFF eine Aus-
wertung von Bandenstirken auf SDS-Gelen im Vergleich zu Referenzproteinen bekannter

Konzentrationen, da die DNA Konzentrationsbestimmungen aus UV-Spektren verfélscht.

Caspase-3
+ ST
—— 478
GST-CADH313R | s
€43
DFF45 | u
1 2 3

Abb. 3-5: DFF-Priparation mit Nukleasemutante vor und nach Aktivierung

DFF-Komplexe mit wildtyp DFF40 (CAD) und Varianten wurden durch Affinititschromatographie
tiber den GST-Fusionsanteil der Nukleasen gereinigt. Beispielhaft ist hier DFF mit der Varianten
CADH313R vor (Spur 1) und nach Aktivierung der Nuklease durch Caspase-3 (Spur 2) gezeigt. Alle
gereinigten Komplexe lieferten das gleiche Ergebnis.

3.3.4 Charakterisierung der Mutanten

Die gereinigten Mutanten (s. 3.3.3.2) wurden anschlieBend biochemisch im Vergleich zur WT-
Nuklease charakterisiert. Die untersuchten Eigenschaften waren Inhibitorbindung, DNA-
Bindung, Oligomerenzustand und die DNA-Spaltaktivitét (s. 3.3.4.1 - 4). Es wurden in dieser
Arbeit alle aufgefiihrten 32 Varianten untersucht (s. Tabelle 3-1), jedoch nicht immer in allen
Eigenschaften. Die in einer anderen Arbeit mittels CD ermittelte strukturelle Integritit sei hier
nur erwihnt. Mit dieser Methode wurde bei allen getesteten Varianten, auler bei H242N, die
gleiche Sekundérstrukturzusammensetzung wie bei der Wildtyp-Nuklease festgestellt (Meiss
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et al., 2001). Die Ergebnisse der Untersuchungen (s. 3.3.4.1 - 4) sind in Tabelle 3-1 zusam-
mengestellt. In den folgenden Kapiteln werden exemplarisch Ergebnisse und die verwendeten

Methoden, soweit nicht im Methodenteil ausreichend beschrieben (s. 2.6), dargestellt.

3.3.4.1 Inhibitorbindung

Alle Mutanten konnten iiber ihren N-terminalen GST-tag zusammen mit dem Inhibitor affini-
tatschromatographisch gereinigt und so die Komplexbildung nachgewiesen werden (s. Abb. 3-
5 u. Tabelle 3-1). Die Mutationen verhindern folglich nicht die Nuklease/Inhibitor-Interaktion.
In den Aktivitdtstests mit Nukleasevarianten zeigte sich in keinem Fall ein Verlust der inhibi-
torischen Funktion des Inhibitors, da vor Caspase-Aktivierung in allen Fillen die Mutanten

wie der WT inhibiert sind (Daten nicht gezeigt).

3.3.4.2 DNase-Aktivitit

Die Bestimmung der DNase-Aktivitidt der CAD-Varianten erfolgte in Kinetiken mit den Zeit-
werten 1, 3, 9, 15 und 30 min (s. Abb. 3-6). Die aus der zeitlichen Abnahme der scPlasmid-
DNA berechnete Anfangssteigung gibt im Verhiltnis zum WT die Aktivitiat der Varianten
wieder (s. 2.6.6). Die ermittelten Werte der relativen Aktivitidt der untersuchten Mutanten rei-
chen von nicht detektierbar bis zu 109 % des WT (s. Tabelle 3-1). Bei den ermittelten Aktivi-
tatsinderungen der Varianten weisen die Ergebnisse aus strukturellen Untersuchungen, der
Bestimmung der Quartérstruktur (Oligomerenstatus, s. 3.3.4.4; Meiss et al., 2001) und der
Sekudérstruktur (CD; Meiss et al., 2001), eher auf eine fehlende funktionelle Gruppe als auf
grofe strukturelle Storungen hin. Bemerkenswert ist die Produktion von Spaltmustern durch
die Varianten Y 170F, H242N, H313R, H308N, K310R und R269A, die einer Steigerung der
Spezifitit gleichkommt (s. Tabelle 3-1 u. Abb. 3-6; Meiss et al., 2001, Korn et al., 2002). Zur
Kontrolle, dass das Spaltmuster auf eine Kontamination aus E. coli zuriickzufiihren ist, wurde
die Variante Y170F in humanen embryonischen 293-T Nierenzellen exprimiert. In Aktivitits-
tests mit dieser Variante war das beschriebene Spaltmuster ebenfalls zu beobachten (Korn et
al., 2002). Die Auswirkungen der Mutationen auf die Aktivitit der Nuklease und das Auftre-
ten von Spaltmustern bei einigen Varianten hatten einen entscheidenden Einfluf} fiir die Beur-
teilung der katalytischen Relevanz der untersuchten Reste (s. 3.3.5, 3.3.7, 3.3.8 u. 3.3.9). In der

Diskussion werden diese beiden Eigenschaften nochmals thematisiert.
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Enzym-Konzen-
tration (nM) 0,5 0,5 30

S GST-CADWT GST-CADK301R GST-CADK310R
mn3 ST 1 3 9 153 1 3 9 15 30 1 3 9 15 30

Abb. 3-6: Kinetik der DNA-Spaltung durch CAD-Mutanten

Die relative Aktivitdt von CAD-Mutanten im Vergleich mit derWT-Nuklease wurde in Kinetiken be-
stimmt. Proben des Spaltansatzes wurden nach 1, 3, 9, 15 und 30 min entnommen und auf Agarosege-
len analysiert. Aus der zeitlichen Abnahme von scPlasmid-DNA 146t sich eine Anfangssteigung be-
rechnen, die im Verhiltnis zum WT die Aktivitit der Varianten wiedergibt. Exemplarisch sind hier die
Verldufe von Kinetiken der Varianten K301R und K310R neben der WT-Nuklease gezeigt. Zu erken-
nen ist die Bildung eines Fragmentmusters bei der Varianten K310R.

3.3.4.3 DNA-Bindung

Zur Ermittlung der DNA-Bindung von CAD-Varianten wurden Versuche mit aktivierter
DNase an DNA-Cellulose durchgefiihrt (s. 2.6.9.3). Alle GST-CAD-Varianten binden DNA-
Cellulose wie der WT, die Kontrolle (GST) nicht (s. Abb. 3-7 u. Tabelle 3-1; Korn et al.,
2002). Nach der Entwicklung eines Reinigungsschemas zur Entfernung von chromosomaler
E. coli DNA aus der Proteinpréparation (s. 2.5.5 u. 3.1.3.5), wurde der sensitivere DN A-Shift-
Assay fiir weitere DNA-Bindungsstudien verwendet (s. 2.6.9.1 u. 3.5.2).
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Abb. 3-7: DNA-Bindung von GST-CADVarianten

Exemplarisch fiir alle Varianten wurde die DNA-Cellulose-Bindung der CAD-Varianten K155Q,
K301Q, K310Q, Y170F und Y247F, die gleich der der Wildtyp-Nuklease ist, analysiert. Die Negativ-
kontrolle GST bindet nicht.
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3.3.4.4 Oligomerenstatus

Gelfiltrationsuntersuchungen zur Bestimmung des Oligomerenstatus von Wildtyp-CAD und
der CAD-Varianten HI127N, H242N, H242E, H242R, H263N, H263D, H263R, H304N,
H308N, H308D, H308R, H313N, H313D, H313R, K155Q, K301Q, K310Q, Y170F und
Y247F wurden mit einer Superdex-200 HR10/30 Siule, equilibriert mit 20 mM Hepes-NaOH,
pH 8.0, 200 mM KCI, 1 mM EDTA, 2.5 mM MgCl,, an einer Merck Hitachi HPLC-Anlage
bei einer FluBrate von 0.5 ml/min durchgefiihrt. 15 pg aktivierte GSTmCAD-Nuklease wur-
den aufgetragen und in Fraktionen a 1 ml eluiert. Da die Elutionsprofile aller getesteten Vari-
anten mit Ausnahme der Variante H242N dem des WT entsprachen, ist von einer gleich gear-
teten Oligomerisierung dieser Varianten auszugehen (Meiss et al., 2001, Korn et al., 2002).
Zur weiteren Uberpriifung der Oligomerisierung wurden Fraktionen von H308N (H313R), die
ca. 10 (109) % Restaktivitdt aufweist (s. Tabelle 3-1), und der Wildtyp-Nuklease (WT) auf
Aktivitdt untersucht. Die grofite Aktivitdt zeigte der WT wie auch die Varianten H308N
(H313R; s. Abb. 3-8) bei ca. 800 kDa. AuBerdem waren minore Aktivititen fiir die WT-
Nuklease bei einem Molekulargewicht von etwa 1.3 MDa und einer dem Dimer entsprechen-
den GroBe von 130 kDa zu beobachten (s. Abb. 3-8). Auf Proteinebene wurden 700 pl der
WT- und H308N-Fraktionen nach TCA-Fillung iiber SDS-PAGE analysiert und kein Unter-
schied in den Verteilungsprofilen festgestellt (Daten nicht gezeigt). Diese Proteinverteilungen
korrelierten mit den Aktivititsverteilungen (Daten nicht gezeigt). Zusammengefallt lassen
diese Versuche den Schluf zu, dass die Oligomerisierung durch die Mutationen mit der Aus-
nahme der Variante H242N, deren Oligomerisierung gestort ist, nicht beeintrachtigt wird. Der
Oligomerenstatus der Nuklease-Varianten wird spiter, auch fiir H242N, noch einmal in der

Diskussion thematisiert (s. 4.).
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Abb. 8: Oligomerenstatus von GST-CADWT und von GST-CADVarianten
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Die Ermittlung des Oligomerenstatus von aktiviertem GST-CADWT und aktivierten GST-
CADVarianten, d. h. allen Histidin-Varianten nach Arginin, Asparagin, Aspartat und Glutamat, den
Lysin-Varianten nach Glutamin und den Tyrosin-Varianten nach Phenylalanin, erfolgte durch Gel-
filtrationsldufe. 15 ug Nuklease wurden mit einer Superdex-200 HR 10/30 Séule und einer FluBrate
von 0.5 ml/min in Fraktionen a 1 ml eluiert. Mit einigen Varianten, wie die hier beispielhaft gezeigte
H308N, und der Wildtyp-Nuklease wurden Aktivitétstests durchgefiihrt. Aus den Fraktionen wurden
15 ul entnommen und mit pPBSVDEX (20 ng/ul) in einem Puffer mit 12 mM MES/HCI, pH 6.8,
100 mM NaCl, I mM EDTA, 1 mM DTT, 5 % Glyzerin, 0.01 % CHAPS und 5 mM MgCl, fiir 1 h bei
37 °C inkubiert. Auf 0.8 %-iger TBE-Agarose ist fiir GST-CADWT der groBte Aktivitdtspeak in der
800 kDa Fraktion zu finden, in der ein CAD-Oligomer ca. 12 Monomere umfafit. Kleinere Aktivi-
tatspeaks wurden in der > 1.3 MDa Ausschluvolumenfraktion und bei 130 kDa, d. h. der GroBe eines
Dimers, beobachtet. Fiir die Variante H308N ist ein Aktivitdtspeak in einer 800 kDa entsprechenden
Fraktion zu finden, so dass der Oligomerisierungsstatus der Variante mit der Wildtyp-Nuklease iden-
tisch sein sollte. (S = pPBSVDEX, ST = 1 kB Standard, oc = open circle Plasmid, lin = linearisietes
Plasmid, sc = supercoiled Plasmid).

3.3.4.5 Eigenschaften von CAD-Varianten mit Austauschen konservierter
Aminosiurereste in der C-terminalen katalytischen Domiine von

CAD

Einen Uberblick iiber die durch Mutationsstudien im Laufe dieser Arbeit, aber auch in ande-
ren Arbeiten gewonnenen Daten zur Charakterisierung des aktiven Zentrums der Nuklease
zeigt Tabelle 3-1. Die Ergebnisse zur Untersuchung des Oligomerenstatus von Mutanten

(s. 3.3.4.4) sind hier nicht aufgefiihrt.

Tabelle 3-1: Eigenschaften von CAD-Varianten mit Austauschen konservierter Aminosiurereste
in der C-terminalen katalytischen Doméne von CAD
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Position Substitution  ICAD-L-Bindung' rel. Akt. (%) DNA-Bindung’ Bemerkung
Wildtyp + 100 wt
Lys155 Gln + n.d.c. wt
Arg + ~1.0 n.d.
Lys301 GIn + 1.4 wt
Arg + 68.3 wit
Lys310 GIn + 2.3 wt
Arg + 23 wt Fragmentmuster
Tyr170 Phe + 107.0 wt Fragmentmuster
Tyr247 Phe + 1.2 wt
Ser + <1.0 n.d.
Argl51" Ala + n.d.c. wt
Argl66 Ala + n.d.c. wt
Argl68 Ala + n.d.c. wt
Arg212 Ala + n.d.c. wt
Arg250 Ala + 8.2 wt
Arg269 Ala + 0.5 wt Fragmentmuster
His127 Asn’ + 25.8 nd.’
His242 Asn* + 6.3 n.d.’ Fragmentmuster
Glu + <1.0 wit
Arg + <1.0 wt
Cys + <1.0 n.d.
His263 Asn’* + 0.7 nd.’
Asp + <1.0 wt
Arg + <1.0 wt
His304 Asn* + 14.5 n.d.’
Cys + <1.0 n.d. Mn**-, Co**-Aktivierung
His308 Asn* + 9.3 nd.’ Fragmentmuster
Asp + ~1-2 wt Restaktivitit bei pH 5.0
Arg + <1.0 wt
His313 Asn* + 1.3 nd.’
Asp + <1.0 wt
Arg + 109.0 wt Fragmentmuster
Lys + <1.0 n.d. Mn**-Aktivierung

'ICAD-L-Binding gemessen durch Co-Reinigung von hICAD-L ohne fag mit GST-CAD; *Bestimmt durch die
Abnahme von supercoiled-Plasmid-DNA in Spaltexperimenten; *Bindung von aktiviertem GST-CAD an DNA-
Cellulose; “Die Eigenschaften dieser Varianten wurden in Meiss et al., 2001 beschrieben; >Sakahi-ra ef al., 2001
demonstrierten DNA-Bindung bei Alanin-Austauschen an gekennzeichneten Positionen in muriner CAD. Mit
Ausnahme von H242A binden alle anderen Varianten an DNA-Cellulose dhnlich wie Wildtyp-CAD; n.d. = nicht
bestimmt; n.d.c. = keine detektierbare Spaltung; wt = Wildtyp-artig; u = uvrA-Homologie-Region

3.3.5 Identifizierung der fiir den Spaltmechanismus essentiellen

Histidinreste His263 und His308

Als wichtigstes Ergebnis der chemischen Modifizierungsexperimente (s. 3.3) und der Mutati-
onsstudien, die in dieser und anderen Arbeiten durchgefiihrt wurden, wurde die katalytische
Relevanz von Histidinresten in DFF40(CAD) ermittelt (s. Tabelle 3-1; Meiss et al., 2001,
Korn et al., 2002). Die Zuordnung von His263 als allgemeine Base bei der Spaltung der
Phosphodiesterbindung erfolgte aufgrund der in Aktivitédtsstudien beobachteten groen Effek-
te mit Varianten, in denen His263 ausgetauscht wurde (s. Tabelle 3-1; Meiss et al., 2001, Korn

et al., 2002). Fir His308 wurde ebenfalls eine Beteiligung an der DNA-Spaltung durch die
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Nuklease herausgefunden. Diese beruhte auf Resultaten aus Aktivitdtstests mit an dieser Posi-
tion substituierten Varianten (s. Tabelle 3-1). Vor allem die in einer anderen Arbeit beobachte-
te Restaktivitit von 5% bei pH 5 fiir die Variante H308D im Gegensatz zu den Varianten
H242D, H263D und H313D ohne Aktivitit bei diesem pH (s. Tabelle 3-1), fiihrte zu der Spe-
kulation iiber die Funktion von His308 als allgemeine Sdure (Korn et al., 2002). Die Zuord-
nung der Reste His263 und His308 zu Funktionen im katalytischen Mechanismus erfolgte in

Abwesenheit struktureller Informationen iiber das aktive Zentrum der Nuklease.

3.3.6 pBa-Me-finger-Modell

3.3.6.1 Sequenzhomologien von CAD und H-N-H Nukleasen

Aufgrund der katalytischen Relevanz von Histidinen fiir CAD, vor allem fiir His263 und
His308 (Sakahira et al., 2001, Meiss et al., 2001, Korn et al., 2002), wurde ein Alignment von
CAD mit nukleinsdurespaltenden Colicinen veroffentlicht (Walker er al., 2002). Gemil der
Sequenzhomologien, verdeutlicht in einem manuellen Alignment, entsprechen His263,
Asn299 und His308 in CAD, den katalytisch relevanten Aminosédureresten His103, Asn118
und His127 aus der DNase-Domine des Colicins E9. Diese Zuordnung von CAD zu der Su-
perfamilie der H-N-H- oder auch fBa-Me-finger-Nukleasen erfolgte jedoch ohne experimen-
telle Beweise und blieb somit zundchst hochspekulativ (Walker et al., 2002). Andereseits
konnten diese Sequenzihnlichkeiten bedeuten, dass CAD und ColE9 DNase iiber eine ge-
meinsame Struktur des aktiven Zentrums verfiigen und einen dhnlichen Mechanismus der
Phosphodiesterspaltung teilen, da die Colicin-DNase zusammen mit Serratia-Nuklease, 1-
Ppol und T4 Endonuklease VII zu der H-N-H- oder auch Bpa-Me-finger-Nuklease-
Superfamilie gehoren. Diese Mitglieder haben eine gemeinsame Struktur des aktiven Zent-
rums (s. Abb. 3-9) und einen dhnlichen katalytischen Mechanismus (Friedhoff et al., 1999,
Kuhlmann et al., 1999, Aravind et al., 2000, Raaijmakers et al., 2001). Eine Uberpriifung der
These, dass CAD zu den BPa-Me-finger-Nukleasen gehort, erfolgte durch Mutationsstudien
auf der Basis eines erweiterten Alignments in einer anderen Arbeit. CAD aus neun Spezies
wurde mit den aktiven Zentren von Mitgliedern der H-N-H oder auch Ppa-Me-finger-
Nuklease-Superfamilie verglichen (Scholz et al., 2003). Bei diesen Nukleasen handelt es sich
um das Colicin E9 aus E. coli (ColEY), die strukturspezifische T4 Endonuklease VII, die zu-
cker- und basenunspezifische Serratia-Nuklease und die Homing-Endonuklease I-Ppol. Sie
weisen als gemeinsames Strukturelement das BPa-Me-finger-Motiv, d. h. zwei B-Faltblitter

und eine a-Helix, die oft zwei katalytisch relevante Histidine und ein Asparagin (deshalb auch
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H-N-H) enthalten, auf (s. Abb. 3-9). Gefunden wurden insbesondere Ahnlichkeiten zwischen
CAD und den aktiven Zentren von Colicin E9 und T4 Endonuklease VII. CAD und Colicin
E9 teilen Sequenzéhnlichkeiten an der Stelle der wahrscheinlichen allgemeinen Base (His263
in CAD, His103 in Colicin E9). AuBlerdem ist fiir das strukturell wichtige Asparagin von H-
N-H-Nukleasen eine Entsprechung mit Asn299 in CAD und mit Asn118 in ColE9 zu finden.
CAD und T4 Endonuklease VII teilen wiederum Ahnlichkeiten im Bereich der allgemeinen
Base mit His263 und His41, aber auch Asp262 und Asp40. An der Stelle des Restes, der das
Metallion koordiniert, Asn62 in T4 Endonuklease VII, findet sich in CAD His308. Die Ver-
wandtschaft von BPa-Me-finger-Nukleasen, zu denen auch die Serratia-Nuklease und die
Homing-Endonuklease I-Ppol gehoren, die keine zu CAD homologen Sequenzen aufweisen,
beruht mehr auf auf ihren strukturell konservierten aktiven Zentren als auf einer hohen loka-

len Sequenzihnlichkeit, natiirlich mit Ausnahme der schon erwéhnten Reste des H-N-H Mo-

t1vs.
aB Me2+
—— I G
M.musculus CAD 256 IEKKRTVVPTIQE'AIQ —————— DGREVNWEYFYSI. \ STTHK#-————— CDEZISRIJIRPQTGS 329
H.sapiens CAD 253 IEKKRTII PTLVEAIKEQ----DGREVDWEYFYGL SE\ STTHKFN—————— CDPSRI}{KPQTRL 328
R.norvegicus CAD 256 2 IERKKRTVVPTLEAIQ- ———~—-! DGREVNWEYFYSL STTHREQ-————~ CDZSRI}RPQTGS 329
*
— o
T4endoVII 34  QANHAIDHEING---—--——————=————————————————- PKAG-KVRGLIENLEAAEGOMKHKFNS- - - - —---——-———— 75
* * *
— — —
Colicin E9 96 KVEAREDKEISQE-—— === == === === —————— - — G VDY -DERRVTTZKRE IDIIiREK- -~~~ === == === === === 134
* *
— e SE—
I-Ppol 91 KTCTASEIPCHNTRCH-----———==—————————————————— -NP-LH?CWESLDDJKGRNWCPGPNGGCVH;VVCLRQGP#YG 147
* * *
-—— — ——
S.marcescens NucA 82 L DRGHOAPLAL F-Telg s nEEL Lt b EEEEL L EEEtt WE. SI.NE ERETEYKSDIfy -~~~ ~~~~—~ —FEARVEATANOETKIFID 135

Abb. 3-9: Alignment von CAD-Spezies und Mitgliedern der H-N-H Nuklease-Familie. Alignment
von CAD-Spezies und den aktiven Zentren von Mitgliedern der H-N-H oder auch BBa-Me-finger-
Nuklease-Superfamilie mit bekannter Struktur, T4 Endonuklease VII, I-Ppol, Serratia-Nuklease und
ColE9, offenbarte Homologien. Diese sind am stédrksten zu ColE9 und der T4 Endonuklease VII aus-
geprigt. Die Reste His263, His308 und Asn299 in CAD finden ihre Entsprechungen in dem H-N-H-
Motiv von ColE9 mit His103, His127 und Asnl18. Lokal sehr dhnlich sind die Sequenzen von CAD
und T4 Endonuklease VII vor allem in dem Bereich der allgemeinen Base mit den sich entsprechenden
Resten His263 und His41 sowie Asp262 und Asp40.

Das Alignment offenbart weitere Homologien. Asn260 korrespondiert zu dem katalytisch
relevanten Glul00 in Colicin E9, das an der Positionierung der Reste His102 und His127 be-
teiligt ist, die in ColE9 fiir die Protonierung der Abgangsgruppe und/oder an der Cofaktor-
Bindung beteiligt sind (Pommer et al., 2001). Asp262 korrespondiert zu His102 in Colicin
E9, fiir den die Rolle der allgemeinen Séure in Gegenwart von Mngr als Cofaktor und der Ko-
ordinierung des Metallions in Gegenwart von Ni** als Cofaktor angenommen wird. Letzteres

wurde auch fiir Asp40 in der Ca**-enthaltenden Struktur von T4 Endonuklease VII gefunden
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(Raaijmakers et al., 1999, 2001). In den anschlieBenden Mutationsstudien wurden aufgrund
dieses Alignments die Reste Asn260, Asp262, Asn299 durch ortsgerichtete Mutagenese aus-
getauscht und in DNA-Spaltexperimenten charakterisiert. Zusammen mit der chemischen
Modifizierung von Aminosiureresten wurde fiir diese Reste eine essentielle Bedeutung fiir die
DNA-Spaltung festgestellt. Dies ist ein starker Hinweis auf Ahnlichkeiten des aktiven Zent-
rums und des katalytischen Mechanismus von CAD und Mitgliedern der BPa-Me-finger-
Nuklease-Familie (Scholz er al., 2003).

3.3.6.2 Entwicklung des ppa-Me-finger-Modells

Auf der Basis der in Alignments und Mutationsstudien gewonnenen Daten und der vorhande-
nen Strukturen der aktiven Zentren von Mitgliedern dieser Familie, T4 Endonuklease VII, I-
Ppol, Serratia-Nuklease und ColE9 DNase erfolgte die Modellierung des katalytischen Zent-
rums von CAD. Das Modell zeigt die gemeinsamen Merkmale des BBa-Me Kerns von be-
kannten BPa-Me-finger-Nukleasen mit einer Insertion, die als Extension von kurzen helikalen
Strukturen prisent ist (s. Abb. 3-10, Modell in weil3-grau). Diese Struktur zeigt einen gut ge-
packten hydrophoben Kern, eine hydrophile Oberfliche und ist gut gefaltet (VERIFY3D).
Zusitzlich sind einige hydrophobe Reste auf der Oberfliche des gemeinsamen BPa-Me-
Segments exponiert, was auf diese Region als Teil einer gro3eren globuldren Struktur in dem
nativen Protein hinweist, als dies bei anderen PBPo-Me-finger-Nukleasen zu beobachten ist.
AuBerhalb des aktiven Zentrums sind die Strukturen dieser Nukleasen, soweit bekannt, unter-
einander nicht homolog und sondern sehr verschieden. Eine Ausnahme bilden dabei nur die
nahe verwandten DNasen ColE7 und ColE9. Die Superposition des Modells, das in Koopera-
tion mit Professor J. M. Bujnizki (IIMCB Warschau) entstand (Abb. 3-10 in grau-weif}; Scholz
et al., 2003), mit der spiter gelosten Kristallstruktur der Nuklease (Abb. 3-10 in gelb; Woo et
al., 2004) zeigen weitestgehende Ubereinstimmung. Beide Strukturen weisen die fiir Bpo-Me-
finger-Nukleasen eher untypische, grofe o-helikale Insertion zwischen den beiden B3-
Faltblittern auf. Im Unterschied zu der Kristallstruktur, die nach den Faltbldttern nur einen
halben a-helikalen Turn zeigt, ist in dem Modell eine etwas ldngere a-Helix zu erkennen. Die
an dem Spaltmechanismus beteiligten Reste His263, Asp262 und His308 sind in der Mo-
dell/Struktur-Superposition hervorgehoben (s. Abb. 3-10). Den beiden Resten Asn260 und
Asn299 wurde eine strukturelle Bedeutung fiir die Konformation des aktiven Zentrums zuge-

ordnet. (s. Abb 3-11 A; Scholz et al., 2003).
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Abb. 3-10: Superposition von Modell und Struktur des aktiven Zentrums von CAD

Die Ubereinanderlagerung des modellierten aktiven Zentrums von CAD (weif/grau) mit der Struktur
(gelb) zeigt eine hohe Ubereinstimmung. Die beiden B-Faltblitter des BPa-Me-finger-Motivs wurden
sehr gut modelliert, ebenso die fiir Bpa-Me-finger-Nukleasen uniibliche Insertion zwischen den beiden
Faltbléttern. Ein Unterschied weist das Modell in der o -Helix als Teil des B80-Motivs auf, da an ihre
Stelle in der Struktur ein halber a-helikaler Turn tritt. Die am Spaltmechanismus beteiligten Reste
H263, Asp 262 und His308 sind hervorgehoben.

3.3.6.3 Mechanismus der Phosphodiesterspaltung

Mit den Strukturinformationen aus der Modellierung des aktiven Zentrum von CAD
(s. 3.3.6.2) wurden die durch Mutagenesestudien und chemische Modifizierung gewonnenen
Daten (s. 3.3.4.5 u. 3.3) fiir eine Zuordnung von Resten zu Funktionen im Mechanismus der
Katalyse genutzt (s. Abb. 3-11). So ist His263 die allgemeine Base, die dem Wasser ein Proton
fiir den nukleophilen Angriff auf die zu spaltende Phosphordiesterbindung abstrahiert. His308
ist wahrscheinlich der wichtigste Rest fiir die Koordinierung des Metallions, wie His127 in
ColE9 oder Asn62 in T4 Endonuklease VII. Auf der Basis des Alignments, in dem Asp262 in
CAD zu His102 in ColE9 und zu Asp 40 in T4 Endonuklease VII korrespondiert (Raaijma-
kers et al., 2001, Pommer et al., 2001), und der Mutationsstudien (Scholz et al., 2003) wurde
fiir den Rest Asp262, wie fiir die korrespondierenden Reste in ColE9 und T4 Endonuklease
VII ermittelt, eine Beteiligung an der Koordinierung des Metallions vorgeschlagen (Scholz et
al., 2003). Dies ist bei CAD Mg2+, aus dessen duBerer Hydrathiille vermutlich das Wasser
stammt, das als allgemeine Sédure nach erfolgter Spaltung die Abgangsgruppe protoniert. Die

Koordinierung des Metallions durch Asp262 und His308 wurde durch die Kristallstrukturda-
ten bestitigt (Woo et al., 2004).
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Abb. 3-11: Strukturmodell des aktiven Zentrums und Mechanismus der Phosphodiesterspaltung
durch die Capase-aktivierte DNase

A Strukturmodell des aktiven Zentrums, dem Ppa-Me-finger-Motiv, von CAD im Vergleich zu den
aktiven Zentren von T4 Endonuklease VII und ColE9. Die fiir die Struktur des aktiven Zentrums wich-
tigen und die an der Katalyse beteiligten Reste sind hervorgehoben. Die in T4 Endonuklease VII und
ColE9 homologen, katalytisch relevanten Reste wurden auch in CAD gefunden.

B In CAD fungiert His 263 als allgemeine Base und abstrahiert dem Wasser fiir den nukleophilen
Angriff ein Proton. Nach erfolgter Phosphodiesterspaltung wird das 3’-O der Abgangsgruppe durch
ein Wassermolekiil als allgemeine Séure protoniert. Dieses stammt vermutlich aus der dufleren Hyd-
rathiille von Mg**, das durch die beiden Aminosiurereste His308 und Asp262 koordiniert wird. Die
Koordinierung des Metallions durch zwei korrespondierende Reste wurde auch bei ColE9 mit His102
und His127 in der Ni**-enthaltenden Struktur und in der Struktur von T4 Endonuklease VII mit Asp40
und Asn62 gesehen.

3.3.7 Funktionen weiterer konservierter Histidine

Fiir His242 wurde in dieser Arbeit eine strukturelle Rolle ermittelt (s. 3.3.4.4, Abb. 3-8; Meiss

et al., 2001), die durch andere Arbeiten bestitigt wurde (Sakahira et al., 2001, Meiss et al.,

2001, Woo et al., 20004). His313, im aktiven Zentrum lokalisiert (Scholz et al., 2003, Woo et

al., 2004), konnte an der DNA-Bindung und/oder der Prozessivitidt der Nuklease beteiligt sein

(s. Tabelle 3-1; Meiss et al., 2001, Korn er al., 2002). Die Funktionen von His127 und His304
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(s. Tabelle 3-1; Sakahira et al., 2001, Meiss et al., 2001) werden in der Diskussion neben de-
nen von His242 und His313 thematisiert (s. 4).

3.3.8 Funktionen von Lysinen und Tyrosinen

AuBer fiir Histidine wurde in dieser Arbeit durch die Alignment-gesteuerte ortsgerichtete Mu-
tagenese (s. 3.3.4) zusammen mir der chemischen Modifizierung (s. 3.3) eine funktionelle Re-
levanz fiir die in CAD vollstindig konservierten Lysin- (Lys155, Lys301, Lys310) und
Tyrosinreste (Tyr170 und Tyr247) festgestellt (s. Tabelle 3-1; Korn et al., 2002). Die Funktion
von Lys155 ist wahrscheinlich die der Stabilisierung der Helix-04 (s. 3.5.5) die an der DNA-
Bindung iiber die groBe Furche beteiligt ist (s. 3.5.5; Woo et al., 2004). Fiir Lys310, im akti-
ven Zentrum der Nuklease lokalisiert, wire die Funktion der DNA-Bindung, aber auch der
Stabilisierung des pentakovalenten Ubergangszustands, denkbar. Fiir Lys301, im aktiven
Zentrum lokalisiert (Woo et al., 2004), und Tyr170, in der Nihe der allgemeinen Base His263
lokalisiert, und Tyr247 sind ebenfalls DNA-bindende Funktionen denkbar (Korn et al., 2002).
Die Funktionen der konservierten Lysin- und Tyrosinreste werden in der Diskussion aufge-

griffen (s. 4).

3.3.9 Funktionen von Argininen

Funktionell relevant sind auch die untersuchten Argininreste Argl51, Argl66, Argl68,
Arg212, Arg250 und Arg269. Nach den Ergebnissen der Mutagenesestudien (s. Tabelle 3-1),
der Lokalisation einiger dieser Reste (Woo et al., 2004) und neuerer Untersuchungen (G.
Meiss, unverdffentlicht) gibt es unter diesen konservierten Resten gute Kandidaten fiir die
DNA-Bindung. Dies wird in der Diskussion ausfiihrlich thematisiert (s. 4), ebenso wie die

Beteiligung von Arg250 an der Dimerisierung der Nuklease (Woo et al., 2004).
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3.4 ICAD-S (DFF35)

Im Laufe dieser Arbeit wurde die kiirzere ICAD-Isoform ICAD-S (DFF35) mit CAD
(DFF40) in E. coli exprimiert, gereinigt und auf chaperone Eigenschaften sowie Nukleasebin-

dung und Inhibition untersucht. Als Referenz diente DFF45.

3.4.1 Herstellung von CAD/ICAD-S-Komplex

Um {iiber die chaperone Aktivitit von ICAD-S quantitative Aussagen treffen zu konnen, die
groB3e Proteinmengen erfordern, wurde ein bakterielles Expressionssystem zur Produktion des
CAD/ICAD-S Kompexes entwickelt. Mit dem in Materialien und Methoden beschriebenen
Zweiplasmidsystem pLK-HisFlag-ICAD-S/pGEX2T-CADWT (s. 2.2.3) war es moglich, die
Expression von ICAD-S und GST-CAD unabhingig voneinander zu steuern. Damit war die
Moglichkeit gegeben, das potentielle Chaperon ICAD-S in ausreichenden Mengen vorzule-
gen, damit sich die anschlieBend exprimierte Nuklease daran korrekt falten kann und dadurch

ihre nukleolytische Aktivitit erhilt.
3.4.1.1 Systemkonstruktion

3.4.1.2 Expressionsstrategie

Zur Expression von GST-CAD/ICAD-S wurden TGE900-Zellen (s. 2.2.2) verwendet. Die
Zellen wurden mit pLK-HisFlag-ICAD-S und pGEX2T-CADWT (s.2.2.3) transformiert
(s.2.2.5.1) und in LB-Medium (s. 2.2.7) kultiviert. Bei einer Zelldichte von 0.5 OD®” erfolgte
die Expression von ICAD-S mit pLK-HisFlag-ICAD-S unter Kontrolle des Ap;-Promotors
durch einen Temperaturshift von 28 auf 42° C fiir 45 min (s. 2.5.1.3). AnschlieBend wurde die
Expression der Nuklease mit pGEX2T-CADWT unter Kontrolle des fac-Promotors durch Zu-
gabe von IPTG fiir 45 min induziert (s. 2.5.1.2). Die Expression beider Gene wurde bei 28 °C
. N. fortgefiihrt. Eine Kinetik der Expression findet sich nachfolgend (s. Abb. 3-12).
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Abb. 3-12: Kinetik der Expression von GST-CAD/ICAD-S Komplex

Die Expression von ICAD-S mit pLK-HisFlag-ICAD-S wurde bei 42 °C induziert und nach 90 min
bei 28 °C ii. N. fortgefiihrt. Nach Vorlegen des Inhibitors fiir 45 min erfolgte durch IPTG-Induktion
die Expression von GST-CAD mit pGEX2T-CADWT erst bei 42 °C fiir 45 min und dann . N. bei
28 °C.

3.4.1.3 Reinigung der Proteine

Der 16sliche Komplex mit ICAD-S wurde anschlieBend mittels Affinititschromatographie
tiber den N-terminalen GST-Fusionsanteil der Nuklease gereinigt (s. 2.5.4.2) und mit SDS-
PAGE analysiert (s. Abb. 3-13). Anschlieend wurden die Proteine zur Entfernung von redu-
ziertem Glutathion gegen einen Puffer mit 20 mM Hepes, pH 7.4, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA,
10 % Glyzerin, 10 mM DTT und 0.01 %Chaps dialysiert. Mit gleicher Expressions-
(s. 3.4.1.2) und Reinigungsstrategie wurde unter Verwendung von pLK-His-DFF45 (s. 2.2.3)
auch GST-CAD/DFF45 (ICAD-L) hergestellt (s. Abb. 3-13), das die Referenz DFF45 fiir die

Charakterisierung von ICAD-S lieferte.

GST-CAD  GST-CAD
DFF45 | ICAD-S
kDa sT | - + | - + | Caspase-3

GST-CAD
43— — — HisDFF45
. —_ HisFlagICAD-S
— ame TR —CAD 9
30—
— GST
“== | Proteolytische
17— Fragmente
12 e nach Caspase-3-
e Spaltung
1 2 3 4 5

Abb. 3-13: Affinititschromatographische Reinigung von DFF mit DFF45 (GST-CAD/DFF45)
und ICAD-S (GST-CAD/ICAD-S) vor und nach Caspase-3 Aktivierung

Mit Glutathion-Sepharose erfolgte die affinititschromatographische Reinigung von DFF mit den bei-
den Isoformen des Inhibitors DFF45 (ICAD-L), (Spur 2) und ICAD-S (DFF35), (Spur 4) iiber den
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GST-Fusionsanteil von DFF40 (CAD). Nach Caspase-3 Aktivierung der Nuklease aus den Komplexen
sind die Spaltfragmente der Inhibitoren mittels SDS-PAGE nachzuweisen (Spur 3 u. 5).

3.4.2 Biochemische Charakterisierung von CAD/ICAD-S

3.4.2.1 Interaktion mit CAD (DFF40)

Schon die Co-Reinigung von GST-CAD mit ICAD-S dokumentiert die Interaktion dieser bei-
den Proteine (s. Abb. 3-13), die auch bei GST-CAD und DFF45 zu beobachten ist (s. Abb. 3-
13).

3.4.2.2 Untersuchung auf chaperone Eigenschaften

Zur Bestimmung der chaperonen Aktivitdt von ICAD-S wurde GST-CAD aus den Komple-
xen mit I[CAD-S und DFF45 durch Caspase-3 freigesetzt und in Aktivititsassays (s. 2.6.5)
eingesetzt. Auf Agarosegelen konnte die nukleolytische Aktivitit von CAD aus dem Komplex
mit ICAD-S nachgewiesen werden (s. Abb. 3-14 A Spur 4), was auf eine chaperone Funktion
dieser Isoform hinweist. Die Nuklease aus dem Komplex mit DFF45 ist jedoch viel aktiver
(s. Abb. 3-14 A Spur 2) und somit ist diese ldngere Isoform das effektivere Chaperon. In Kine-
tiken der Aktivitit mit GST-CAD, freigesetzt aus den Komplexen mit ICAD-S bzw. DFF45,
wurden aus der Abnahme von scPlasmid-DNA (s. Abb. 3-14 B) Anfangssteigungen berechnet,
die die relative chaperone Aktivitit von ICAD-S auf 1/40 von der der ldngeren Isoform

DFF45 (ICAD-L) ermittelten (s. Abb. 3-14 B).
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Abb. 3-14: Nachweis der chaperonen Eigenschaft von ICAD-S fiir CAD (DFF40)
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A In Aktivitdtstests wurde die Aktivitdt von CAD ermittelt, das einerseits mit DFF45 und andererseits
mit ICAD-S exprimiert wurde. Die Nuklease, freigesetzt aus dem Komplex mit ICAD-S, ist nukleoly-
tisch aktiv (Spur 4), wodurch eine chaperone Funktion von ICAD-S fiir CAD belegt ist. Diese ist ge-
geniiber der chaperonen Aktivitdt von DFF45 allerdings schwicher (Spur 2). Die Inhibitorfunktion der
beiden Isoformen wurde in Aktivititstests mit DFF-Komplex nachgewiesen. Die Inhibition von CAD,
sowohl im Komplex mit ICAD-S (DFF35) (Spur 3) als auch mit DFF45 (ICAD-L) (Spur 1), ist auf
Agarosegelen zu erkennen und zeigt mit beiden Inhibitoren keine Unterschiede.

B Zur Quantifizierung der chaperonen Aktivitit von ICAD-S wurden Kinetiken der nukleolytischen
Aktivitdt von GST-CAD, aus dem Komplex mit ICAD-S (DFF35) und DFF45 (ICAD-L) freigesetzt,
mit scPlasmid-DNA durchgefiihrt. Durch die Abnahme des scPlasmids wurde die Aktivitit der
Nuklease bestimmt. Diese Aktivitit spiegelt die chaperone Funktion der Inhibitoren wider, die fiir
ICAD-S (DFF35) auf 1/40 von DFF45 (ICAD-L) bestimmt wurde. GST-CAD in Gegenwart von I-
CAD-S (DFF35) produziert (offene Kreise), GST-CAD in Gegenwart von DFF45 (ICAD-L) produ-
ziert (ausgefiillte Kreise).

3.4.2.3 Inhibition der Nuklease durch ICAD-S

In Aktivitidtsassays eingesetzter GST-CAD/ICAD-S-Komplex zeigt genauso wie der GST-
CAD/DFF45-Komplex keine DNA-Spaltung ohne Aktivierung durch Caspase-3 (s. Abb. 3-
14 Spur 3). Spiter in der Arbeitsgruppe durchgefiihrte Inhibitionsversuche lassen sogar vermu-
ten, dass die kurzen Isoformen besser als die langen Isoformen inhibieren (Daten nicht ge-

zeigt; Korn und Scholz et al., 2005).

3.5 DNA-Bindung von DFF

3.5.1 Die Bedeutung der DNA-Bindung von DFF

Der Nachweis der DNA-Bindung ist bei unspezifischen Nukleasen und DNase/Inhibitor-
Komplexen sehr ungewohnlich. Im Laufe dieser Arbeit konnte mit DFF sowohl fiir den Kom-
plex als auch fiir die aktivierte Nuklease DFF40 (CAD) DNA-Bindung gezeigt werden
(s. 3.5.2). DNA-Bindung von DFF stellt einen neuen, bislang unbekannten Mechanismus der
Nukleaseinhibition dar, bei dem zwar die DNA-Spaltung verhindert, aber die DNA-Bindung
zugelassen wird (s. 3.5.4 - 3.5.6). Aullerdem wurde eine Stimulation der Aktivitit von DFF40
(CAD) durch Aktivierung aus einem DNA-gebundenen DFF-Komplex mit Plasmid-DNA und
auch mit isolierten Kernen festgestellt (s. 3.5.7) (Korn und Scholz et al., 2005). Diese Tatsa-
che und die beobachtete Assoziation von DFF mit Chromatin (Korn und Scholz et al., 2005)
implizieren einen Mechanismus, bei dem die Aktivierung von DFF wihrend der Apoptose im

Zellkern in DNA-gebundener Form stattfinden kann (s. 4.1.2 u. 4.1.3).
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3.5.2 Praparation der Komplexe fiir DNA-Bindungsexperimente

Fir die im Folgenden beschriebenen DNA-Bindungsstudien wurden affinitdtschroma-
tographisch gereinigte His-DFF (His-CAD/DFFF45) (s.3.1.3.4) und GST-DFF (GST-
CAD/DFF45) (s. 3.3.3.3) -Komplexe sowie thrombinbehandelter GST-DFF (s. 2.5.6) nach
zusitzlicher Reinigung durch Anionenaustauschchromatographie (s.2.5.5u. 3.1.3.5) einge-

setzt.

3.5.3 Nachweismethoden

Diese reinen Proteinpriparationen (s. 3.5.2) wurden zur Uberpriifung der DNA-Bindung in
Electrophoretic Mobility Shift Assays (s.2.6.9.1), Transmissions-Elektronen-Mikroskopie
(s. 2.6.9.2) und Photocrosslink-Versuchen (s. 2.6.9.4) eingesetzt.

3.5.4 Bindung von DFF und freier Nuklease an DNA-Substrate

verschiedener Grofie

His-DFF (s. Abb. 3-15, A), wie beschrieben pripariert (s. 3.5.2), und die daraus freigesetzte
Nuklease (s. 2.6.2) wurden auf DNA-Bindung mittels Electrophoretic Mobility Shift Assays -
(s. 2.6.9.1) und Photocrosslink-Experimenten (s. 2.6.9.4) untersucht. Sowohl DFF als auch die
freie Nuklease DFF40 (CAD), eingesetzt in einer Konzentration von 5 pM, induzieren
deutliche Shifts von scPlasmid-DNA (ca. 500 x geringer konzentriert als DFF/DFF40), was
per Elektrophorese in 0.8 % -igen Agarosegelen analysiert werden konnte (s. Abb. 3-15 B,
Spur 2 u. 4). Dabei ist zu beobachten, dass die Komplexe mit DFF40 (CAD) in den Taschen
.festhingen® (s. Abb. 3-15 B, Spur 4). Aufgrund der Oligomerisierung der Nuklease, nach ih-
rer Freisetzung aus dem Komplex, bilden sich vermutlich hochmolekulare DNA-Nuklease-
Komplexe aus, die aufgrund ihrer Grofle nicht in der Lage sind, in die Gelmatrix einzuwan-
dern. Der manchmal zu beobachtende ,,Schmier im Falle von DFF40 (CAD) -DNA-
Komplexen weist auf eine unter den experimentellen Bedingungen im Vegleich zu DFF we-
niger stabile DNA-Bindung hin (Daten nicht gezeigt). Nach Mg**-Zugabe wird die DNA ge-
spalten und es ist keine DNA-Bindung mehr in den Gelretardationsexperimenten nachweisbar
(s. Abb. 3-15 B, Spur 8). Neben scPlasmiden sind auch PCR-Produkte unterschiedlicher Linge
Substrate fiir DFF. Die Analyse von Shiftansidtzen (s. 2.6.9.1) auf 6 % -igen nichtdenaturie-
renden Acrylamidgelen zeigt DFF-DNA-Komplexe mit PCR-Produkten der Lidnge 822 bp,
578 bp, 376 bp und 130 bp, die jedoch aufgrund ihrer Grofle nur wenig in die Gelmatrix ein-
wandern (s. Abb. 3-15 C). Die Bindung von DFF an Oligonukleotide wurde mit Hilfe von

Photocrosslink-Experimenten untersucht (s. 2.6.9.4). Als Substrat diente ein 39 bp grof3es Oli-
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godesoxyribonukleotid mit drei zentralen 5-lododesoxyuridinen in einem Strang als UV-
induzierbarerer Cross-Linker. Mit **P wurde die DNA 5’-terminal markiert. Das Autoradio-
gramm, mit SDS-PAGE erzeugt, zeigt die Bindung von DFF und aktivierter Nuklease an die
DNA (s. Abb. 3-15D). Eingesetzt wurden die jeweiligen Bindungspartner in dquimolarer
Konzentration (5 uM). DFF hat Priferenzen fiir die Bindung gréerer Nukleinsduren (> 130
bp) (s. Abb. 3-15, B - D).

A B

Casp-3 - - ++ - - ++
HisDFF Mgt M . - - .+ & &+
}—gebunden
—_ Ll
— o
= I . | -Lingebunden
HFSEE‘SF..--- e c—l‘ g
- gespalten
1234567828
C D HisDFF - - ++
FF-DNA- LB UE LB UIB Y Casp.-3 _+- +-
omplexe I 4
- 822 bp 9 —Xdink
- 518 bp
—376 bp
) 130 bp I»Freies Oligo
PCR-Produkt-DNA 1234

3 GG OETAGAGCATGA RGN 3G COOZOBAANT TAATA -3
3 - COFCATCTCOCTACT T OSAARGTT O FF I3 T TTAATTAT - 5

Abb. 3-15: DNA-Bindung von DFF mit Substraten verschiedener Grofie

A Rekombinanter His-DFF, der wie beschrieben exprimiert, affinitdtschromatographisch und zusétz-
lich durch Ionenautauschchromatographie gereinigt wurde (s. 3.1.3.2 - 3.1.3.5), wurde mittels SDS-
PAGE untersucht.

B His-DFF sowie die daraus aktivierte Nuklease induzieren Shifts von scPlasmid-pBSVDEX (s. 2.2.3)
in 0.8 % -igen Agarosegelen. Nach Mg”**-Zugabe ist dagegen Spaltung durch die aktivierte Nuklease
zu erkennen.

C DFF bindet PCR-Produkte der gekennzeichenten Linge mit Priferenzen fiir langere Substrate. Im
Falle der Analyse iiber PAGE mit 6 %-igen Gelen ist nur ein geringes Einlaufen der DNA-DFF-
Komplexe zu erreichen, was auf sehr hochmolekularen Komplex oder Aggregate hinweist.

D DFF und die freie Nuklease binden in Cross-Link Experimenten an ein 39 bp grofles Oligodesoxy-
ribonukleotid mit drei zentralen 5-lododesoxyuridinen in einem der Stringe (Autoradiogramm nach
SDS-PAGE der Photocrosslink-Ansitze).
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3.5.5 Die Nukleaseuntereinheit vermittelt die DNA-Bindung von
DFF

Zur Identifizierung der DNA-bindenden Untereinheit in DFF wurden GST-DFF, die aus die-
sem Komplex durch Caspase-3 Spaltung freigesetzte Nuklease GST-CAD, His-DFF45 und
zur Kontrolle auch GST prépariert (s. Abb. 3-16 B) und in Shift-Assays (s. 2.6.9.1) eingesetzt.
Ebenfalls auf dem SDS-Gel erkennbar und in Shift-Assays eingesetzt wurde eine GST-DFF-
Variante (GST-DFFN-p63n) mit einer katalytisch inaktiven Nukleaseuntereinheit (GST-
CAD-H263N) und die aus diesem Komplex freigesetzte Nuklease (GST-CADH263N)
(s. Abb. 3-16 B). H263 ist Teil eines B-Faltblattes des a-Me-finger-Motivs im aktiven Zent-
rum der Nuklease (s. Abb. 3-16 A) und als allgemeine Base an dem Mechanismus der DNA-
Spaltung beteiligt. Diese Mutante ist aufgrund des Austauschs H263N katalytisch inaktiv und
wurde im Komplex und in freigesetzter Form auf DNA-Bindungsfihigkeit getestet. Wiahrend
der Wildtyp-DFF-Komplex sowie die daraus freigesetzte DNase auf 0.8 % -igen Agarosege-
len stabile Shifts mit pPBSVDEX (s. 2.2.3) induzieren (s. Abb. 3-16 B, Spur 3 u. 4), sind DFF45
und GST nicht in der Lage, DNA-Shifts zu erzeugen (s. Abb. 3-16 B, Spur 7 u. 8). Dies legt
nahe, dass die nukleolytische Untereinheit in DFF fiir die DNA-Bindung verantwortlich ist.
DFF mit der inaktiven Nukleasevariante (GST-DFFy.m263n) sowie die freie Nuklease-Variante
selbst fithren zu nahezu identischen DNA-Shifts wie der Wildtyp (s. Abb. 3-16 B, Spur 5 u. 6).
Der Austausch von His nach Asn blieb fiir den DNA-Bindung von DFF und freier Nuklease
ohne Folgen. Nach Mg**-Zugabe kommt es bei der aktivierten WT-Nuklease zur DNA-
Spaltung (s. Abb. 3-16 B, Spur 13), wihrend die freigesetzte inaktive Variante, fiir die der Aus-
tausch den Verlust der allgemeinen Base im Mechanismus der DNA-Spaltung bedeutet, auch
nach Zugabe von Mg>* die DNA stabil bindet und deren Mobilitit im Agarosegel herabsetzt
(s. Abb. 3-16 B, Spur 15). Weitere Hinweise auf die DNA-bindende Untereinheit von DFF soll-
te die DFF-Variante DFFn.ks55¢ liefern. In der Nuklease-Untereinheit dieses Komplexes wur-
de Lys155 durch GlIn ersetzt. Die Struktur der Nuklease zeigt, dass Lys155 in der Helix-o4
lokalisiert ist. Diese lingste o-Helix in CAD pal3t gut in die groBe Furche der DNA (s. Abb. 3-
16 A, Modell nach Woo et al., 2004) und konnte somit ein DNA-bindendes Zentrum jenseits
des BBa-Me-finger-Motivs, des eigentlichen aktiven Zentrums, bilden. Demnach ist fiir K155
eine Funktion bei der DNA-Bindung oder der Stabilisierung dieser Helix zu vermuten. Der
Austauch K155Q konnte diese moglichen Funktionen beeintrichtigen. In den hierzu durchge-
fiihrten Experimenten wurden DFFn.ki559, DFFnH263n und WT-DFF durch Abspaltung des
GST-Fusionsanteils der Nukleasen mit Thrombin aus den mit GST fusionierten Komplexen

(s. 2.5.6) erhalten und in Shift-Assays eingesetzt (s.2.6.9.1) (s. Abb.3-16 C). Der GST-
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Fusionsanteil wurde abgespalten, um auszuschlieen, dass die zuvor beobachtete DNA-
Bindung durch ihn beeinflusst wird. Wie schon fiir GST-DFF-Komplexe gezeigt (s. Abb. 3-
16 B, Spur 3 u. 5), shiften auch DFFn.m63n und DFF die DNA (s. Abb. 3-16 C, Spur 2 u. 3).
DFFn.kis5sq 1st dagegen nicht in der Lage, die DNA zu shiften, was dafiir sprechen konnte,
dass Lys155 in der Tat zu einem zweiten, nicht katalytischen DNA-bindenden Zentrum ge-
hort, das durch den vorgenommenen Aminosdureaustausch eine Storung erfihrt. Diese Ver-

mutung wird im Diskussionsteil aufgegriffen (s. 4).
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Abb. 3-16: DNA-Bindung von DFF und der daraus aktivierten Nuklease DFF40
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A In der linken Figur wird schematisch die Lokalisation der Positionen von Lys155 in einer putativen
DNA bindenden Region und His263 im aktiven Zentrum von CAD dargestellt. Die rechte Figur zeigt
ein Modell der DNA-Bindung von CAD, das aus der bekannten Nuklease-Struktur (Woo et al., 2004)
erstellt wurde (Dr. G. Meiss). Die Darstellung des CAD-Dimers erfolgt in griin-blau, die der DNA in
grau/weil}. Zwei Reste sind hervorgehoben: Lys155 ist in der mit rot gekennzeichneten Helix-o4 loka-
lisiert, die in die grofle Furche der DNA pafit. His263 ist Teil des aktiven Zentrums (Bpa-Me-finger-
Motiv), das vermutlich iiber die kleine Furche mit der DNA interagiert und diese dann spaltet.

B In der linken Figur (Coomassie-gefdarbtes SDS-Gel) sind GST-DFF-Komplexe mit Wildtyp-
Nuklease und der Variante H263N vor und nach Caspase-3-Spaltung des Inhibitors, sowie His-DFF45
und GST zu erkennen. Die rechte Figur zeigt Shiftansétze mit scPlasmid pPBSVDEX und den genann-
ten Proteinen auf einem 0.8 % -igen Agarosegel. Wildtyp DFF und die daraus aktivierte Nuklease
induzieren stabile Shifts der Plasmid-DNA (Spur 3 u. 4) dhnlich wie DFFy p63n vor und nach Freiset-
zung der Nuklease (Spur 5 u. 6). Nach Zugabe von Mg** erfolgt DNA-Spaltung von aktiviertem DFF
(Spur 13) und DNA-Bindung der freigesetzten, katalytisch inaktiven Nuklease-Variante H263N (Spur
15). His-DFF45 ist mit und ohne Mg>* nicht in der Lage einen stabilen DNA-Shift zu erzeugen (Spur
7 u. 16), wodurch ein Hinweis gegeben ist, dass die DNA-Bindung von DFF iiber die Nuklease er-
folgt. Zu erwihnen bleibt die GST-Kontrolle, die sich wie der Inhibitor verhélt (Spur 8 u. 17). C In der
linken Figur (Coomassie-gefirbtes SDS-Gel) sind die Komplexe DFF, DFFy.ne3n und DFFykissq
dargestellt, die in DNA-Shiftexperimenten eingesetzt wurden. Die Analyse auf einem 0.8 % -igen
Agarosegel, rechte Figur, ergab fiir DFF und DFFy paesn einen stabilen Shift (Spur 2 u. 4). Der Kom-
plex mit der Nuklease-Varaiante K155Q dagegen shiftet die DNA nicht (Spur 3), was ein weiterer
starker Hinweis auf DFF40 (CAD) als DNA-bindende Untereinheit von DFF ist.

3.5.6 Elektronenmikroskopische = Dokumentation der DNA-

Bindung von DFF und aktivierter Nuklease

In Kooperation mit Dr. R. Lurz, Max-Planck-Institut fiir Molekulare Genetik, Berlin, entstan-
den mit Transmissions-Elektronenmikroskopie (s. 2.6.9.2) Aufnahmen der Bindung von DFF
und DFF40 (CAD) an scPlasmid pBSVDEX (s. 2.2.3). Der molare Uberschuss von DFF (bis
300 ng eingesetzt) zu DNA (30 ng eingesetzt) betrug 30:1 - 300:1. Zu erkennen ist die kon-
zentrationsabhiingige, unspezifische Bindung von DFF an scPlasmid-DNA bei molaren Ver-
hiltnissen (DFF zu DNA) von 30:1 - 300:1, unabhingig von der An- oder Abwesenheit von
Mg2+ (s. Abb. 3-17 A). Bei hohen DFF-Konzentrationen, die den molaren Verhiltnissen von
150 - 300:1 entsprechen, ist eine Aggregation dieses Komplexes auf der DNA nachzuweisen
(s. Abb. 3-17 A). Diese Aggregate binden mehrere Plasmidmolekiile (s. Abb. 3-17 A). Caspase-
3 aktivierte DFF40 (CAD) -Nuklease bindet ebenfalls unspezifisch DNA, nach Mg**-Zugabe
wird diese allerdings wie in Gelshiftexperimenten in kurze lineare Fragmente gespalten
(s. Abb. 3-17 B). Die Kontrolle, Caspase-3, bindet keine DNA und spaltet sie auch nicht in
Gegenwart von Mg>* (s. Abb. 3-17 B). Die konzentrationsabhiingige Bindung von DFF an
DNA ist auch bei Gelshiftexperimenten (s. 2.6.9.1) zu sehen. Die Induktion von Shifts erfolgt
erst bei einer DFF-Konzentration von 0.5 uM, entsprechend einem DFF-Uberschuss von 50:1
(s. Abb. 3-17 A). Die Konzentrationsverhéltnisse von DFF zu scPlasmid-DNA von 500:1 bei
5 uM DFF im Gelshift sind den Bedingungen der elektronenmikroskopischen Analyse mit

300:1 und 300 nM DFF sehr dhnlich (s. Abb. 3-17 A).
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DNA DNA+DFF 1:30

DNA+DFF 1:150 DNA+DFF 1:300 DNA+DFF 1:300 + Mg2*

DNA+DFF 1:150 + DNA+DFF 1:150 +
Casp.-3 Casp.-3 + Mg2+

Casp.-3 Casp.-3 + Mg2*

Abb 3-17: Transmissionselektronenmikroskopische Dokumentation der DNA-Bindung von DFF
A Agarosegelelektrophorese zur Dokumentation der konzentrationsabhéngigen Erzeugung von Plas-
mid-DNA-Shifts durch DFF und elektronenmikroskopische Aufnahmen von DFF-Aggregaten an
Plasmid DNA. Oben links: Analyse von Plasmid-DNA-Shifts in 0.8% -igen Agarosegelen. Oben
rechts und folgende: DFF bindet bei ansteigendem molaren Uberschuss iiber DNA von 30:1 - 300:1,
auch in Anwesenheit von Mg** (Bild unten rechts) DNA. In hoher Konzentration eingesetzter DFF
bildet dabei Aggregate, die mit mehreren Molekiilen Plasmid-DNA assoziiert sind (hervorgehoben
anhand weiBer Pfeile). Die Bedingungen in den Shiftansitzen (DFF in 500 -fachem Uberschuss bei
einer Konzentration von 5 uM) und in den Ansitzen zur Elektronenmikroskopie (DFF in 300 -fachem
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Uberschuss bei einer Konzentration von 0.3 uM) sind vergleichbar. Der weiBe Balken umfasst eine
Distanz von 500 nm.

B Elektronenmikroskopische Aufnahmen der scPlasmid-DNA-Bindung von freier Nuklease (CAD)
nach Caspase-3-Aktivierung. Gezeigt wird oben links die Bindung von CAD, an Plasmid-DNA (150-
facher Uberschuss iiber DNA). In Anwesenheiti von Mg** wird die DNA bei gleichen molaren Ver-
hiltnissen durch die aktivierte Nuklease in kurze lineare Fragmente gespalten (oben rechts). Die Kon-
trolle Caspase-3 bildet keine Komplexe mit der DNA (unten links) und spaltet sie auch nicht in Ge-
genwart von Mg”* (unten rechts). Der weiBe Balken umfasst eine Distanz von 500 nm.

3.5.7 Stimulation der Nukleaseaktivitit durch DNA-Bindung von
DFF vor oder wihrend DFF40-(CAD) Aktivierung

Zur Uberpriifung, ob durch DNA-Bindung von DFF vor oder wiihrend der Aktivierung dieses
Komplexes mit Caspase-3 eine Stimulation der nukleolytischen Aktivitit der freigesetzten
Nuklease zu verzeichnen ist, wurden Time-order-of-addition-Experimente durchgefiihrt. Die
genaue Durchfiihrung dieser Experimente wird im Methodenteil ausfiihrlich beschrieben
(s.2.6.7). Es wurden drei Ansidtze mit unterschiedlicher Reihenfolge fiir die Ereignisse der
DNA-Bindung, der DFF-Aktivierung und der DNA-Spaltung durch die freigesetzte Nzuklea-
se pipettiert. Die agarosegelelektrophoretische Analyse (s. 2.6) dieser Ansétze (s. Abb. 3-18)
ergab fiir die Aktivitit von DFF40 (CAD) in einem Ansatz 1, indem DFF zuerst mit DNA
inkubiert und dann durch Caspase-3 aktiviert wurde, eine stirke Substratspaltung, als dies fiir
den Ansatz 2 zu beobachten war. In diesem wurde DFF zuerst mit Caspase-3 aktiviert und
dann mit DNA inkubiert. Die Analyse des Ansatzes 3, in dem die Aktivierung durch Caspase-
3 und die Inkubation mit DNA gleichzeitig stattfand, ergab eine #dhnliche Aktivitdt von
DFF40 (CAD), wie fiir Ansatz 1 beobachtet. Die quantitavie Auswertung von drei unabhin-
gig voneinander durchgefiihrten Experimtenten belegt diese Beobachtung (s. Abb. 3-18).

Diese Untersuchungen mit DFF, durchgefiihrt an isolierten Kernen, ergaben das gleiche Er-
gebnis (Daten nicht gezeigt). Die Ergebnisse mit Plasmid-DNA und mit isolierten Kernen
legen eine Aktivierung von DFF in DNA-gebundener Form nahe. Zur Kontrolle, ob die Inku-
bation der freigesetzten Nuklease bei 37 °C zu Stabilititsproblemen und somit zu der gerin-
gen Aktivitdt von DFF40 in Ansatz 2 fiihrt (s. Abb. 3-18), wurde DFF aktiviert und fiir 30 min
bei 37 °C inkubiert. Nach O min, 15 min und 30 min wurden Aliquots entnommen und auf
Nukleaseaktivitidt in einem Hyperchromizititsassay mit Lachssperma-DNA untersucht. Eine
zeitabhidngige Abnahme der Aktivitit wurde nicht festgestellt (Daten nicht gezeigt). In einer
weiteren Kontrolle wurde ermittelt, dass die Proteolyserate des Inhibitors DFF45 im Verlauf
der Spaltung mit Caspase-3 in dem Ansatz 2 und in den beiden anderen Ansitzen gleich ist
(Daten nicht gezeigt), wodurch gezeigt werden konnte, das die Aktivierung von DFF von der

DNA-Bindung nicht beeinflusst wird.

78



Ergebnisse
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Abb. 3-18: Steigerung der Nuklease-Aktivitit durch DNA-Bindung von DFF vor oder wihrend
der Aktivierung durch Caspase-3 in time-order-of-addition-Experimenten

Die Agarosegel-Analyse von time-order-of-addition-Experimenten zeigt DNA-Spaltkinetiken mit der
Nuklease, die aus einem DFF-Komplex mit DNA-Bindung vor = 2, nach =1 oder wihrend =3 der
Aktivierung durch Caspase-3 resultiert. Die Auswertung von drei unabhiingig voneinander durchge-
fiihrten Experimenten zeigt die Stimulation der DFF40-Aktivitdt durch Aktivierung aus DFF in DNA-
gebundener Form.
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4 Diskussion

4.1 Etablierung eines effektiven Expressionssystems fiir

DFF

Zur biochemischen und biophysikalischen Charakterisierung von DFF musste zu Beginn die-
ser Arbeit zunéchst ein effektives Expressionsystem etabliert werden, das es erlaubt, die bei-
den Untereinheiten dieses heterodimeren Komplexes in hoher Konzentration und Reinheit zu
produzieren. Im Falle von DFF zeigten sich Zweiplasmidsysteme den bicistronischen Expres-
sionssystemen iiberlegen. Mit einem der in dieser Arbeit verwendeten Systeme wurde zudem
die Moglichkeit geschaffen, die beiden Untereinheiten von DFF zeitlich unabhéngig vonei-
neander in E. coli zu koexprimieren. Dies erlaubt die Vorlage des fiir die Faltung von
DFF40(CAD) obligaten Chaperon/Inhibitors DFF45/35 ICAD-L (-S) in E. coli Zellen und
imitiert somit weitestgehend die Verhiltnisse in Sidugerzellen, in denen die inhibitorische Un-
tereinheit des DFF Komplexes in der Regel im Uberschuss vorliegt.

Ein weiteres Problem lag in der Entfernung kontaminierender hochpolymerer DNA aus Zell-
lysaten insbesondere dann, wenn grole Mengen an DFF im 10-L MaBstab in Fermentern pro-
duziert wurde. Zur Uberwindung dieses Problems wurde dem Zelllysat DNase I oder Serra-
tia-Nuklease zugesetzt. Die Spaltung der hochmolekularen DNA durch diese DNasen, fiihte
einerseits dazu, dass die Adsorption des DFF-Komplexes an der Ni-NTA-Matrix verbessert
wurde und die sich anschlieende Anionenaustauschchromatographie, bei der die Nukleasen
nachweislich quantitativ entfernt wurden, problemlos verlief. Die Ausbeuten eines solchen

Expressions- und Reinigungssystems fiir DFF lagen bei etwa 50 mg/10-L E. coli Kultur.

4.2 Charakterisierung des aktiven Zentrums

Ein Ziel dieser Arbeit war die Identifizierung von Aminoséureresten, die fiir die katalytische
Aktivitdt der apoptotischen Nuklease CAD (DFF40) essentiell sind. Als Resultat eines A-
lignments homologer Nukleasen von fiinf verschiedenen Spezies, Maus, Ratte, Mensch, Zeb-
rafisch und Taufliege, wurden sechs konservierte Histidine in der C-terminalen katalytischen
Domine dieser Nukleasen identifiziert (Meiss et al., 2001). Davon waren nach der Numme-
rierung von muriner Nuklease His242, His263, His304 und His308 vollig und His127 und His

313 teilweise konserviert. His127 entspricht Ser126 in der Zebrafisch-Nuklease und His313
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dem Rest Arg418 in der Drosophila-Sequenz. Histidine sind bekannt fiir ihre Lokalisation in
aktiven Zentren mehrerer unspezifischer Nukleasen, z. B. DNase I (Suck et al., 1984), Serra-
tia-Nuklease (Miller et al., 1994) und Colicin E9 DNase (Kleanthous et al., 1999), wo sie als
allgemeine Sédure oder Base im Mechanismus der Hydrolyse von Phosphodiesterbindungen
fungieren. Chemische Modifizierungsexperimente deuteten auf die Wichtigkeit von Histidi-
nen fiir die Aktivitit von CAD hin (Meiss et al., 2001). Um herauszufinden, welche der kon-
servierten Histidinreste fiir die katalyische Funktion von Bedeutung sind, wurden die Reste
His127, His242, His263, His304, His308 und His 313 in CAD gegen Asparagin und einige
von ihnen auch gegen Aspartat, Glutamat und Arginin ausgetauscht und die entstandenden
Varianten auf ihre Eigenschaften im Vergleich zur Wildtyp-Nuklease untersucht. Die Ergeb-
nisse dieser Mutationsuntersuchungen ergaben ebenfalls eine essentielle Beteiligung von
Histidinen an der Katalyse der Phosphodiesterspaltung (s. Tabelle 3-1; Meiss et al., 2001,
Korn et al., 2002). Diese Ergebnisse wurden auch in anderen Arbeiten gefunden, (Sakahira et
al., 2001), worauf Nagata und Mitarbeiter eine Zugehorigkeit von CAD zu einer DNase I-
artigen Familie vorschlug (Sakahira et al., 2001, Nagata et al., 2003). Aufgrund eigener Vor-
schldge fiir die Funktionen von His263 als allgemeine Base und His308 als allgemeine Siure
(s. 3.3.5; Meiss et al., 2001, Korn et al., 2002) erfolgte ein manuelles Alignment von CAD-
Spezies mit ColE9 DNase, einem Mitglied der H-N-H oder auch BPo-Me-finger-Nuklease-
Superfamilie (Walker et al., 2002). Auf der Basis dieses Alignments wurde der Vorschlag
gemacht, dass die Reste des H-N-H Motivs von Colicin E9, die allgemeine Base His103, das
strukturell bedeutsame Asnl18 und der metallbindende Rest His127, ihre Entsprechungen mit
His263, Asn299 und His308 in CAD haben und deshalb CAD ein Mitglied der BPo-Me-
finger-Nukleasen ist, ohne dafiir experimentelle Beweise vorzulegen (Walker et al., 2002).
Diese Sequenzihnlichkeiten konnten bedeuten, dass CAD und die Mitglieder der der H-N-H-
oder auch BPa-Me-finger-Nukleasen-Superfamilie, zu der auch ColE9 DNase gehort, iiber
eine gemeinsame Struktur des aktiven Zentrums verfiigen und einen dhnlichen Mechanismus
der Phosphodiesterspaltung aufweisen. Zur Uberpriifung der These, dass CAD ein Mitglied
der Bpa-Me-finger-Nuklease Familie ist, erfolgte eine Ausweitung des Alignments. Ein Ver-
gleich mit den aktiven Zentren von Mitgliedern dieser Familie ergab Sequenzédhnlichkeit von
CAD-Proteinen zu ColE9 DNase und T4 Endonuklease VII an kritischen Positionen fiir Ami-
nosdurereste, die wahrscheinlich als allgemeine Base und als mogliche Metallionenbinder
fungieren und diese Proteinfamilien als Mitglieder einer gemeinsamen Familie auszeichnen.
Aufgrund von Sequenzihnlichkeit im Bereich von Resten, die fiir die richtige Konformation

des aktiven Zentrums und der Struktur in ColE9 wichtig sind, Glu100 und Asnl118, oder die
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an der Cofaktor-Bindung von ColE9 (His102) und T4 Endonuklease VII (Asp40) beteiligt
sind, wurden in Mutationsstudien von muriner CAD diese Reste ausgetauscht. Asn260 und
Asn299 mit strukturellen Funktionen, sowie Asp262 zur Metallionenkoordinierung wurden
als essentiell fiir die Spaltaktivitit der Nuklease ermittelt und lieferten einen starken Hinweis
auf Ahnlichkeiten der Struktur des aktiven Zentrums sowie im Mechanismus der DNA-
Spaltung von CAD mit Mitgliedern der H-N-H oder auch PBPoa-Me-finger-Nuklease-
Superfamilie (Scholz et al., 2003). Auf der Basis der Ergebnisse erfolgte eine Modellierung
des aktiven Zentrums von CAD. Das Modell weist eine a-helikale Insertion zwischen den
zwei B-Faltblittern des PPa-Me-finger-Motivs auf, erinnert aber sonst stark an die gemeinsa-
men Merkmale des Bpa-Me-finger-Motivs bekannter BBa-Me-finger-Nukleasen. Die Ergeb-
nisse der Mutationsstudien (Meiss et al., 2001, Korn et al., 2002) und die Sequenzéhnlichkei-
ten von CAD zu Mitgliedern der BPa-Me-finger-Nuklease-Superfamilie (Walker et al., 2002,
Scholz et al., 2003), ColE9 DNase und T4 Endonuklease VII, identifizierten His263 als all-
gemeine Base. Schwieriger war die Identifizierung der allgemeinen Sédure. Die Protonierung
der Abgangsgruppe konnte im Prinzip direkt durch His308 oder Asp262 erfolgen, oder wie
fiir Serratia-Nuklease und I-Ppol, weiteren Mitgliedern dieser Superfamilie, gefolgert, durch
ein Wassermolekiil aus der Hydrathiille des zweiwertigen Metalllions, das von diesen Resten
gebunden wird (Friedhoff et al., 1996, Kolmes et al., 1996, Galburt et al., 1999). Ebenso
konnte das zweiwertige Metallion den pentakovalenten Ubergangszustand bei der Spaltreakti-
on stabilisieren, wie dies fiir ColE7 und I-Ppol vorgeschlagen wurde (Mannino et al., 1999,
Sui et al., 2002). In Colicin E9 kann Ni2* als zweiwertiger Cofaktor durch die beiden Histi-
dinreste His102 und His127 gebunden werden (Pommer et al., 2001), Ca (als Mg2+-Analog)
wird von Asp40 und Asn62 in T4 Endonuklease VII koordiniert (Raaijmakers et al., 2001).
Die Sequenzihnlichkeiten von CAD-Proteinen zu T4 Endonuklease VII und Colicin E9 wei-
sen auf die Koordinierung des zweiwertigen Metallions Mg** in CAD durch zwei korrespon-
dierende Resten hin. Die Homologien dieser Reste (Asp262 entspricht Asp40 in der Phagen-
nuklease und His102 in ColE9, His308 entspricht Asn 62 in der Phagennuklease und His127
in Colicin E9) weisen darauf hin, dass das aktive Zentrum von CAD Merkmale der aktiven
Zentren von Colicin E9 und T4 Endonuklease VII aufweist. Der Vorschlag, dass His308 und
Asp 262 das Metallion koordinieren, aus dessen d@uBlerer Hiille ein Wassermolekiil als allge-
meine Sdure die Abgangsgruppe protoniert (Scholz et al., 2003), wurde durch die Kristall-
struktur der Nuklease bestitigt (Woo et al., 2004). Durch Alignments, Mutationsstudien und

chemische Modifizierung konnte die apoptotische Nuklease als neues Mitglied der Bpa-Me-
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finger-Nuklease-Superfamilie zugeordnet werden (Meiss et al., 2001, Korn et al., 2002,
Scholz et al., 2003).

4.3 Funktionen weiterer Histidine

Die Funktion von His313, in einem Cluster mit His263, His308 und Lys310, um das das Me-
tallionen koordinierende Asp262 im aktiven Zentrum lokalisiert (Woo et al., 2004), ist mogli-
cherweise an der DNA- oder der Metallionenbindung beteiligt. Der nicht vollig konservierte
Rest, der seine Entsprechung in Arg418 der Drosophila-Nuklease hat, zeigte bei seinem Aus-
tausch nach Arginin in der Varianten H313R eine Aktivitdt von 109 % und die Bildung eines
Spaltmusters mit Fragmenten definierter Grofe, das in der Wildtyp-Nuklease nicht auftritt
(s. Tabelle 3-1; Korn et al., 2002). Fiir His242 wurde eine strukturelle Funktion festgestellt.
Experimente zur Bestimmung des Oligomererenstatus ergaben fiir die Variante H242N eine
Storung der Oligomerisierung (s. 3.3.4.4; Meiss et al., 2001). CD-Untersuchungen offenbarten
eine Storung der Sekundirstruktur fiir diese Variante (Meiss et al., 2001). Der Austausch
H242A fiihrt zu einer inaktiven Variante, die auch keine DNA-Bindung zeigt (Sakahira et al.,
2001). Die CAD-KTristallstruktur zeigt CAD als Dimer und offenbart, dass His242 neben den
Cysteinen C229, C238 und C307 an der Koordination des Zn>*-Tons beteiligt ist (Woo et al.,
2004). Durch die Zn**-Koordinierung werden die Faltblitter 1 und B2 und der Anfang des C-
terminalen Loops zusammengehalten, die im Dimerisierungsinterface der Nuklease lokalisiert
sind. Nach Verhinderung der Zn2+—Bindung der Nuklease durch Zugabe des Zn**-Chelators o-
Phenanthrolin prizipitiert der aktivierte Wildtyp dhnlich wie CADH242A nach Caspase3-
Aktivierung. Ohne bzw. bei gestorter Zn**-Bindung wird wahrscheinlich die Dimerisierung
der Nuklease verhindert und die Nuklease destabilisiert (Woo et al.,2004). Die Kristallstruk-
tur ergab fiir den Rest His242 mit der Wasserstoffbriickenbindung zu Glu251 die einzige
Wasserstoffbriicke zwischen zwei CAD-Untereinheiten (Woo et al., 2004). Vor dem Erhalt
der Kristallstruktur von CAD wurde in Gelfiltrationsexperimenten der Oligomerenstatus von
humaner DFF40-Nuklease mit einer Grof3e von > 1.3 MDa bestimmt (Liu et al., 1999). In
eigenen Untersuchungen mit muriner CAD-DNase wurde ebenfalls eine Nukleaseaktivitét bei
einer oligomeren Grofe von 1.3 MDa emittelt (s. Abb. 3-8; Meiss et al., 2001). Diese bildet
eine minore Aktivitit, ebenso wie die, die bei der Groe eines Dimers zu finden ist. Die groB-
te Aktivitit liefert eine Fraktion, in der die Nuklease eine oligomere Grofle von ca. 800 kDa,
ca. 12 Monomeren entsprechend, umfasst. Die Ubereinstimmung mit anderen Arbeiten zeigt
auch, das die Fusion der Nukleasen in dieser Arbeit mit GST, das selbst ein Dimer bildet, kei-

nen Einfluf} auf den Oligomerenstatus der apoptotischen Nuklease hat. Im Unterschied zu
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eigenen Ergebnissen zeigt die Kristallstruktur die Nuklease nur als Dimer, wobei jedoch an-
zumerken ist, dass die N-terminale Domine der Nuklease in dieser Struktur nicht erfasst ist
(Woo et al. 2004). Nicht auszuschlieBen ist, dass die dimerisierte Nuklease wohlmdglich mit
Hilfe dieser N-terminalen Doméne Oligomere bildet. Fiir His127N wurde eine relativ hohe
Restaktivitdt mit ca. 25 % des Wildtyps festgestellt (s. Tabelle 3-1, Meiss et al., 2001). Der
Rest His127, der in Zebrafisch-CAD nicht konserviert ist (s. Abb. 3-4), ist in der CAD-
Struktur erkennbar in einem Dimerisierungsinterface lokalisiert. Er wird aber nicht in Verbin-
dung mit Dimerisierungs-Interaktionen in Verbindung gebracht (Woo et al., 2004), so dass die
Funktion dieses Restes unklar bleibt. His304 ist, im aktiven Zentrum lokalisiert, moglicher-
weise an der DNA-Bindung beteiligt. 15 % Restaktivitdt der Varianten H304N (s. Tabelle 3-1,
Meiss et al., 2001) suggerieren dies. Alle in dieser Arbeit untersuchten Reste, die mit DNA-
Bindung in Verbindung gebracht wurden, binden in einem semiquantitativen DNA-Cellulose-
Bindungsassay an DNA-Cellulose wie der Wildtyp (s. Tabelle 3-1, Korn e? al., 2002). Grund-
satzlich sind diese Varianten nach den Ergebnissen aus dem DNA-Cellulose-Bidungsassay
daher nicht in ihrer DNA-Bindungsfihigkeit eingeschrinkt. Es ist jedoch nicht auszuschlie-
Ben, das von ihnen einige an der DNA-Bindung beteiligt sind und das ein einzelner Austausch
dieser Reste zu einer Verminderung der katalytischen Aktivitit fiihrt (s. Tabelle 3-1; Meiss et
al., 2001, Korn et al., 2002). In Nukleasen sind mehrere Reste an der DNA-Bindung beteiligt,
oft durch die Bildung elektrostatischer Interaktionen zwischen positiv geladenen Seitenketten
und den negativ geladenem Phosphodiesterriickgrat, oder stacking Interaktionen zwischen
aromatischen Seitenketten und den Basen des Nukleinsduresubstrats. Die Substitution eines
einzelnen dieser Reste kann wegen ungenauer Positionierung zu einer Verminderung der kata-
lytischen Aktivitdt der Nuklease fithren, muf3 aber die DNA-Bindung nicht merklich reduzie-

ren.

4.4 Die Funktionen von Tyrosinen und Lysinen

In vielen verschiedenen Nukleasen sind Lysine Teil des aktiven Zentrums des Enzyms (Gar-
forth et al., 1999, Bolt et al., 2000, Declais et al., 2001), wo sie vielfdltige Funktionen, wie
die Beteiligung an der Positionierung der spaltbaren Phosphodiesterbindung iiber Interaktio-
nen zu dem negativen Phosphatriickgrat, die Stabilisierung des pentakovalenten Ubergangs-
zustands und auch das Aktivieren des Wassermolekiils fiir den nukleophilen Angriff, iiber-
nehmen. Beispielsweise haben die meisten Typll Restriktionsenzyme in ihren aktiven Zent-
ren, dem PD....D/EXK-Motiv, einen Lysinrest, der hauptsdchlich das Wassermolekiil fiir den

nukleophilen Angriff positioniert und den Ubergangszustand stabilisiert (Pingoud und Jeltsch
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2001). Die C-terminal lokalisierten und zwischen fiinf CAD-Spezies, d. h. Maus, Ratte,
Mensch Zebrafisch und Taufliege, voll konservierten Lysinreste Lys155, Lys301, Lys310
sind funktionell relevant, eine Beteiligung an dem katalytischen Mechanismus wurde aber
bisher nicht nachgewiesen (s. Tabelle 3-1; Korn et al., 2002). Die Reste Lys155, Lys301 und
Lys310 sind vermutlich an der DNA-Bindung, moglicherweise an der Substrat-
Positionierung, beteiligt. Lys155 ist in der Helix-a4 lokalisiert, die iiber Interaktionen zur
groflen Furche an der DNA-Bindung beteiligt sein soll (Woo et al., 2004). Eine Lys155-
enthaltende Sequenz zeigt aulerdem Homologien zu einem UvrA-DNA-Bindemotiv (G.
Meiss, unveroffentlicht). Lys155 hat moglicherweise eine strukturelle Funktion fiir die Stabi-
lisierung der DNA-bindenden Helix-a4. Die Variante CADK155Q im Komplex mit DFF45
zeigt keine DNA-Bindung, was durch eine strukturelle Storung der Helix-a4 verursacht sein
konnte (s. Abb. 3-16A, C; Korn, Scholz et al., 2004). Lys310, wie erwihnt in einem Cluster
mit His263, His308 und His313 um das Metallionen koordinierende Asp262 im aktiven Zent-
rum lokalisiert, ist nach neueren Untersuchungen in DNA-Bindungsexperimenten vermutlich
fiir die DNA-Bindung im aktiven Zentrum wichtig (G. Meiss, unveroffentlicht). Das aktive
Zentrum mit dem BPa-Me-finger-Motiv bindet die DNA iiber die kleine Furche. Die beobach-
teten starken Effekte in Aktivititsstudien (s. Tabelle 3-1; Korn et al., 2002) konnten die DNA-
bindende Funktion von Lys310 unterstiitzen, aber auch ein Indiz dafiir sein, dass dieser Rest
auch aufgrund seiner Lokalisation im aktiven Zentrum (Woo et al., 2004) den pentakovalen-
ten Ubergangszustand stabilisiert. Die Rolle von Lys301 blieb nach den Mutagenesestudien
unklar. In einem B-Faltblatt des BPa-Me-finger-Motivs lokalisiert, hat dieser Rest moglicher-
weise auch eine DNA-bindende Funktion. Die Variante K301R zeigt noch 68 % der WT-
Nuklease-Aktivitit (s. Tabelle 3-1), so dass die Funktion des Lysins zu einem groflen Teil von
einem Arginin iibernommen werden kann. Nach den Ergebnissen einer anderen Untersuchung
werden funktionelle Lysinreste durch DNA vor chemischer Modifizierung geschiitzt, was
auch auf eine Beteiligung zumindest einer dieser Reste an der DNA-Bindung hindeutet (Korn
et al., 2002). Von fritheren strukturellen und Mutatgeneseuntersuchungen ist bekannt, dass
konservierte Lysinreste, d. h. Lys12, Lys21 und Lys35, in der N-terminalen regulatorischen
Domiine von CAD an der Interaktion zu der N-terminalen Doméne von DFF45 beteiligt sind.
Wihrend einzelne Mutationen dieser Reste ohne Auswirkung blieben, waren Doppel- und
Tripelmutanten proportional stiarker beeinflusst, die letzteren zeigten fast keine nukleolytische
Aktivitdt und waren nicht in der Lage, den Inhibitor zu binden (Inohara et al., 1999, Otomo et
al., 2000). Diese Ergebnisse ergeben sich aus der fehlenden Bindung zu dem Chaperon und

Inhibitor DFF45 und nicht aus der Wegnahme von katalytisch relevanten Aminosdureresten.
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Ob die Lysinreste Lys155, Lys301 und Lys310 auch an der Inhibition der Nuklease durch
Bindung des Inhibitors DFF45 beteiligt sind, worauf die Ergebnisse chemischer Modifizie-
rungsexperimente mit CAD (DFF40) hindeuten (Korn et al., 2002), bleibt fraglich. Anzumer-
ken bleibt noch, dass alle untersuchten Histidin-, Lysin-, Tyrosin- und Argininreste in den
CAD (DFF40) -Varianten keine Einschrinkung in ihren Interaktionen zu DFF45 (ICAD-L)
zeigten und als stabile heterodimere Komplexe gereinigt werden konnten (s. Tabelle 3-1).

Tyrosinreste sind oft Teil der aktiven Zentren von Nukleasen, wo sie an der DNA-Bindung
durch Bildung von stacking Interaktionen mit einer Base oder Wechselwirkung mit einem
Zucker der Nukleinsdure beteiligt sind. Beispielsweise hat Tyr76 eine Schliisselfunktion in
der DNA-Bindung von DNase I. Der Rest, der Teil eines kleinen Loops ist, der die kleine
Furche der DNA ausfiillt, tritt in Wechselwirkung mit einer Desoxyribose und ist daher fiir
die Kopplung von DNA-Erkennung und -Spaltung durch DNase I wichtig (Weston ef al.,
1992, Doherty et al., 1995, Warren et al., 1997, Pan et al., 1998). In der Serratia-Nuklease
wird durch den Austausch von Tyr76 die Aktivitit nur mit Phenylalanin erhalten, vermutlich
weil der Rest an einer stacking Interaktion mit einer Base der Nukleinsdure beteiligt ist
(Miller et al., 1994, Friedhoff et al., 1996, Meiss et al., 1999). Die in CAD voll konservierten
Tyrosinreste Tyr170 und Tyr247 sind funktionell relevant. Die Funktion von Tyr247 konnte,
durch die weitgehend inaktive Variante Y247F nahegelegt (s. Tabelle 3-1), fiir eine Beteili-
gung an der DNA-Bindung verantwortlich sein. Dieser Rest konnte zusammen mit Lys301
und Lys310 durch die Positionierung der DNA einen wertvollen Beitrag zur Substratbindung
liefern. Tyr170 ist in der Nihe der allgemeinen Base His263 des aktiven Zentrums lokalisiert
(Woo et al., 2004) und dort moglicherweise an der DNA-Bindung und der Prozessivitit der
Nuklease beteiligt (Korn et al., 2002). Die Variante Y170F zeigte eine Aktivitidt von 107 %
der Wildtyp-Nuklease, kann aber, durch das Auftreten von Spaltmustern (s. Tabelle 3-1; Korn

et al., 2002) zu vermuten, die DNA fiir eine Spaltung nicht mehr richtig positionieren.

4.5 Funktionen konservierter Argininreste

Durch ein Alignment fiinf verschiedener Spezies wurden in der C-terminalen katalytischen
Domine von CAD auch sechs konservierte Argininreste gefunden und ihre Funktion in Muta-
tionsstudien untersucht. In Varianten mit Austauschen nach Alanin wurde fiir die untersuch-
ten Reste Argl51, Argl66, Argl68, Arg212, Arg250 und Arg269 eine funktionelle Relevanz
ermittelt (s. Tabelle 3-1). Argl51, Argl66 und Argl68 entstammen einer Sequenz mit Homo-
logien zu einem DNA-bindenden Motiv in UvrA. Argl51 ist unmittelbar vor, Argl66 und

Argl68 sind in der Helix-04 lokalisiert, die die DNA {iber die grofle Furche binden soll (Woo
86



Diskussion

et al., 2004). Die niedrige Aktivitdt der Varianten R151A, R166A und 168A (s. Tabelle 3-1)
konnte auf eine Beteiligung an der DNA-Bindung hinweisen. Neuere Ergebnisse mit der Va-
rianten R151A, die DNA in Shiftexperimenten schlechter bindet als der Wildtyp (G. Meiss,
unveroffentlicht), weisen ebenso auf eine DNA-bindende Funktion fiir Argl51 hin. Arg269,
in der a-helikalen Insertion zwischen den beiden B-Faltblittern des PPa-Me-finger-Motivs
lokalisiert, konnte ebenfalls nach neuesten Ergebnissen in DNA-Shiftexperimenten an der
DNA-Bindung beteiligt sein (Meiss et al., unverdffentlicht) Eine niedrige Spaltaktivitét ein-
hergehend mit der Bildung von Fragmentmustern bei der Variante R269A (s. Tabelle 3-1)
konnte ebenfalls auf eine Beteiligung an der DNA-Bindung im aktiven Zentrum und/oder der
Prozessivitit des Enzyms hinweisen. Die Funktionen der beiden anderen Argininreste Arg212
und Arg250, die in keiner offensichtlich DNA-bindenden Region lokalisiert sind, bleiben un-
klar. Einen Hinweis auf eine Beteiligung des Restes Arg250 an einer Interaktion zu einer an-
deren CAD-Untereinheit, d. h. also moglicherweise an der Dimerisierung der Nuklease, liefert
die Kristallstruktur. Dort ist die Lokalisierung dieses Restes im Dimerisierungsinterface er-
kannt sowie eine Beteiligung dieses Restes an Interaktionen zwischen CAD-ermittelt worden

(Woo et al., 2004).

4.6 Charakterisierung von ICAD-S

4.6.1 ICAD-S weist im Vergleich zu DFF45 eine etwa 50-fach

niedrigere Faltungshelferaktivitit auf

Wird CAD alleine beispielsweise in Sf9- oder auch E. coli oder Sdugerzellen exprimiert, ist es
unloslich. In vitro-Transkription und -Translation der Nuklease fiihrt ebenfalls zu keinem
funktionellen Protein (Sakahira et al., 1999). Die Expression von CAD in Gegenwart der
langen Isoform DFF45 (ICAD-L), die in dieser Arbeit mit Zwei-Plasmid-Expressionsystemen
in E. coli-Zellen erfolgte, liefert eine, nach ihrer Freisetzung durch Caspase-3 aus den
priaparierten His-DFF- oder GST-DFF-Komplexen, funktionelle Nuklease (s.3.1.1.4
u. 3.3.3.2). Im Laufe dieser Arbeit konnte durch Anwendung eines Zweiplasmidsystems mit
dem die inhibitorische Untereinheit des DFF-Komplexes zuerst exprimiert wurde, gezeigt
werden, dass auch ICAD-S eine Faltungshelferaktivitit aufweist. Diese ist zwar um
mindestens eine Groenordnung geringer als die der langen Isoform, aber dennoch gegeben.
Da sich die kurzen und die langen Isoformen von ICAD nur duch die C-terminalen Dominen

(ca. 70 Aminosdurereste) unterscheiden, ist anzunehmen, dass diese die Faltungshelfer-
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aktivitit zwar erhohen, die gemeinsamen Domiédnen der ICAD-Isoformen aber schon eine
basale Faltungshelferaktivitit aufweisen. Da ICAD-S in einigen Geweben, z.B. neuronalem
Gewebe, die dominierende Isoform ist, ist anzunehmen, dass die Funktion von ICAD-S mehr
als die eines inhibitorischen back-up Systems zur Inhibition irrtiimlich aktivierter Nuklease

ist.

4.7 DNA-Bindung

4.7.1 Ein bisher unbekannter Mechanismus der Nukleaseinhibiti-

on am Beispiel von DFF

Andere unspezifische Nukleasen wie EndoG, DNase I oder ColE7 binden DNA nur schwach,
und der einzige, in biochemischen Unteruchugen nachgewiesene stabile DNA-Komplex mit
einer unspezifischen Nuklease existiert von ColE9, allerdings mit einer inaktiven Variante
und in Gegenwart von Mg”**-Tonen (Garinot-Schneider ef al., 1996). Der Mechanismus der
Inhibition von DFF40 (CAD) durch die inhibitorischen Untereinheiten unterscheidet sich von
dem anderer unspezifischer, ebenfalls durch Proteine inhibitierte Nukleasen wie Barna-
se/Barstar, RNaseA/RI sowie ColE7/ImE7 und ColE9/ImE9 (Hartley, R. W., 2001, Buckle et
al., 1994, Raines, R. T., 1998, Kobe and Deisenhofer 1996). Im Falle dieser Nukleasen ver-
hindern die Inhibitoren die Substratbindung der Nukleasen, z. B. iiber Verinderungen der
Oberflichenladung im Bereich des aktiven Zentrums, wie bei den beiden Colicin-Nukleasen,
und dadurch die Spaltung der DNA (Hsia et al., 2004, Kleanthous und Walker, 2001,
Kleanthous et al., 1999, Ko et al., 1999). Fir DFF40 (CAD), wie die beiden Colicin-
Nukleasen zur H-N-H Nuklease-Superfamilie gehorend, existiert ein neuer, nicht vermuteter
Mechanismus der Inhibition durch DFF45 (ICAD-L) bzw. DFF35 (ICAD-S), der DNA-
Spaltung zwar verhindert, DNA-Bindung aber erlaubt. Eine detailierte Beschreibung hierfiir
ist ohne Kristallstruktur von DFF nicht moglich. Eine Moglichkeit aber dies zu realisieren,
sind zwei voneinander unabhéngige Zentren, von denen eines eine nicht katalytische DNA-
Bindung eingeht, und das andere, DNA-spaltende Zentrum, durch den Inhibitor blockiert ist.
Weiterhin wire es denkbar, dass an einem Ort im aktiven Zentrum erst DNA-Bindung mit
Blockierung der Katalyse durch den Inhibitor gefolgt von der DNA-Spaltung nach Aktivie-
rung der Nuklease stattfinde. Das durch die Kristallstruktur ermittelte DFF40 (CAD)-Dimer
mit dem aktiven Zentrum am Boden einer tiefen Furche erlaubt im Prinzip die nichtkatalyti-

sche DNA-Bindung gefolgt von der DNA-Spaltung in einem zweistufigen Prozess (Woo et
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al., 2004). Da ein solches tiefgelegenes aktives Zentrum in einem DFF-Komplex nicht gebil-
det wird - in diesem ist die Nuklease monomer- (Woo et al., 2004), ist fiir die beobachtete
DNA-Bindung des heterodimeren DFF-Komplexes monomereres DFF40 (CAD) ausreichend.
Aus der CAD-Struktur ist ableitbar, dass das katalytische Zentrum der Nuklease, das Bpa-Me-
finger-Motiv, die DNA iiber die kleine Furche attackiert (Woo et al., 2004, Hsia et al., 2004,
Li et al., 2003, Cheng et al., 2002). Weiterhin zeigt die Modellierung der DNA mit der CAD-
Struktur eine vermutete Bindung von DFF40 (CAD) iiber die Helix-04 zur gro3en Furche der
Nukleinsdure (Woo et al., 2004). In DFF verlauft die nichtkatalytische DNA-Bindung der
Nuklease demnach wahrscheinlich tiber diese Helix-a4, wihrend das aktive Zentrum durch

den Inhibitor blockiert ist.

4.7.2 DFF-Aktivierung in DNA-gebundener Form

Die Aktivierung von DFF befreit DFF40 von der Blockade des aktiven Zentrums durch den
Inhibitor. Die Nuklease dimerisiert und initiiert mit den Aminosduren des Bpoa-Metallfinger-
Motivs Spaltung in der kleinen Furche der DNA. Das aktive Zentrum am Boden eines tiefen
Spaltes, der durch die beiden DFF40 (CAD) -Monomere gebildet wird, erfordert den Zugang
der zu spaltenden Linker-DNA des Chromatins an diese Stelle. Dadurch ist es der Nuklease
einerseits moglich, zwischen Linker-Region und Nukleosom zu unterscheiden (Woo et al.,
2004), andererseits ist zu kldren, wie das Substrat dieses Zentrum erreichen kann. Die mit
Plasmid-DNA und isolierten Kernen durchgefiihrte Aktivierung aus DFF in DNA-gebundener
Form stimuliert die Aktivitdt der freigesetzten Nuklease DFF40 (CAD). Dabei konnten die
DFF-DNA-Komplexe den Zugang der DNA zu dem wie beschrieben schwerzugiinglichen
aktiven Zentrum der Nuklease erleichtern, da die Dimerisierung von DFF40 (CAD) in Ge-
genwart der gebundenen DNA erfolgen kann. Dieses Modell liefert eine Erkldrung fiir die
Stimulation der Aktivitit von DFF40 (CAD) bei ihrer Aktivierung aus DFF wihrend oder
nach DNA-Bindung. Die gefundene Assoziation von DFF an Chromatin in Hela-Zellen (Dis-
sertation SRS, Korn und Scholz et al., 2005) suggeriert eine mogliche Aktivierung von DFF
in apoptotischen Zellen in DNA-gebundener Form. Eigene Daten zeigen in vitro DNA-
Bindung von DFF an Plasmid-DNA (s. Abb. 3-15 u. Abb. 3-16) und die Stimulation der
Nuklease-Aktivitdat durch Aktivierung von DFF in DNA-gebundener Form (s. Abb. 4-1), letz-
teres auch mit isolierten Kernen (Korn und Scholz et al., 2005). Diese Stimulation der Aktivi-
tat von DFF40 (CAD) konnte an der Erleichterung des Zugangs der DNA zu dem aktiven
Zentrum der Nuklease liegen. So konnte auch in vivo DFF-Bindung in der Linker-Region der

DNA in Zellen durch die Nihe der Nuklease zum Substrat bei ihrer Aktivierung zu einer Be-
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schleunigung der DNA-Fragmentierung wihrend der Apoptose fithren. Die in dieser Arbeit
prasentierten Daten verbunden mit den Ergebnissen der erwidhnten anderen Arbeiten (s. 0.)

zeigen DFF als einziges Beispiel eines DNA-bindenden DNase/Inhibitor-Komplexes.

4.7.3 Modell der DFF-Aktivierung

In einem Modell der Aktivierung von DFF in DNA-gebundener Form (s. Abb. 4-1) erfolgt die
DNA-Bindung des heterodimeren Komplex iiber ein nichtkatalytisches DNA-bindendes Zent-
rum von DFF40 (CAD). Der Freisetzung der Nuklease aus dem Komplex mit Caspase-3 folgt
ihre Dimerisierung in Gegenwart der gebundenen DNA, was vermutlich dem Substrat den
Zugang zu dem aktiven Zentrum, erleichtert. Der Ort der DNA-Spaltung befindet sich nach

der Freisetzung vom Inhibitor und Dimerisierung am Boden eines tiefen Spalts.

Putative DNA-Bindestelle

Katalytisches Zentrum DFF40 (CAD)

DFF45 (ICAD-L)

Zytoplasma

DNA
Nukleus
w Caspase-3 %} Dimerisierung% Katalyse % &
—_— —_— —_—

Abb. 4-1: Modell zur Aktivierung von DFF in DNA-gebundener Form

Die in manchen Zelltypen vorzufindende Lokalisation von DFF im Zellkern erlaubt prinzipiell eine
Bindung dieses Komplexes an chromosomale DNA. Nach eigenen Daten bindet der heterodimere
Komplex DNA iiber die Nukleaseuntereinheit, wodurch nach Aktivierung von DFF40 (CAD) der Zu-
gang der DNA zu dem aktiven Zentrum der Nuklease erleichtert wird. Eine Moglichkeit, dieses Zent-
rums am Boden eines tiefen Spalts in einem DFF40 (CAD) -Dimer zu erreichen, wire die Dimerisie-
rung der Nuklease in Gegenwart der DNA.

4.7.4 Nichtkatalytische DNA-Bindung von DFF40 (CAD) in DFF

unter Beteiligung des aktiven Zentrums

CADK155Q/DFF45 bindet keine DNA (s. Abb. 3-16 C), was vermutlich an der strukturellen
Bedeutung des Restes Lys155 in CAD fiir die DNA-Bindung liegt. Dieser Rest stabilisiert
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moglicherweise die a4-Helix, die mit der DNA {iiber die groe Furche interagiert (s. Abb. 3-
16 A; Woo et al., 2004). Die Nuklease-Variante K155Q ist aus dem DFF-Komplex nicht mehr
zu aktivieren, moglicherweise weil die Helix-04 nach dem Einfiigen der Mutation ihre Struk-
tur verdandert (s. Abb. 3-16 A). Wie man der Kristallstruktur der Nuklease ebenfalls entnehmen
kann, ist das BPa-Me-finger-Motiv des aktiven Zentrums der Nuklease in der Lage, mit der
DNA iiber die kleine Furche zu interagieren und dort die zu spaltende Phosphodiesterbindung
zu attackieren (Woo et al., 2004). Neuere Untersuchungen zum Mechanismus der Inhibition
von DFF40 (CAD) durch DFF45 (ICAD-L) wie auch die in dieser Arbeit erwdhnten DNA-
Bindungsstudien mit DFFy.r2e9a und DFFn.k3100 (S. 4.3 u. 4.4) weisen in Erginzung zu dem
vorgestellten Modell (s. Abb. 4-1; Korn, Scholz et al., 2004) auf eine Beteiligung des aktiven
Zentrums an einer nichtkatalytischen DNA-Bindung in DFF hin (G. Meiss, unverdffentlicht).
Fiir diese Art der DNA-Bindung sind auer den Resten Arg269 und Lys310 aufgrund ihrer
funktionellen Relevanz (s. Tabelle 3-1; Meiss ef al., 2001, Korn et al., 2002) und ihrer Lokali-
sation (Scholz et al., 2003, Woo et al., 2004) auch Lys301, Lys310 Arg269, Y170F, His304
und His313 in Betracht zu ziehen. Die Griinde fiir eine mogliche Beteiligung dieser Reste an
der DNA-Bindung sind schon an anderer Stelle hinreichend diskutiert worden (s. 4.2 - 4.4).
Die Helix-a4 und das BPo-Me-finger-Motiv, fiir die eine Beteiligung an der DNA-Bindung
iiber zwei getrennte Zentren vorgeschlagen wird (Woo et al., 2004, Korn und Scholz et al.,
2004), konnten theoretisch auch ein gemeinsames iiberlappendes DNA-bindendes Interface
bilden. So oder so stellt sich bei der Einbeziehung des aktiven Zentrums der Nuklease an ei-
ner nichtkatalytischen DNA-Bindung von DFF die Frage nach dem molekularen Mechanis-
mus der Inhibition von DFF40 (CAD) durch DFF45 (ICAD-L) bzw. DFF35 (ICAD-S).

Weitere Untersuchungen sollen der Frage nachgehen, wie die Chaperone/Inhibitoren DFF40
(CAD) korrekt falten, was ihre spitere Aktivitit bedingt, und dennoch gleichzeitig die
Nuklease in einem inaktiven Zustand halten. Dies konnte prinzipiell iiber eine Konformation-
sdnderung der Nuklease erfolgen, die fiir ihre Aktivierung aus dem DFF-Komplex riickgéngig

gemacht werden miisste.
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Die Funktionen von Argininen sollten unter Verwendung des in dieser Arbeit entwickelten
Expressions- und Reinigungsschemas (s. 3.1.3) weiter untersucht werden. Die hier angewen-
dete Reinigungsstrategie (s. 3.4.4.1 u. 2) fiihrt zu einer sehr reinen Priparation des rekombi-
nanten DFF-Komplexes, was die Durchfiithrung bestimmter biochemischer Untersuchungen
erst ermoglicht. So konnte die DNA-Bindung von CAD (DFF40) in aktivierter Form und im
Komplex mit ICAD (DFF45) mit dem Shift-Assay (s. 2.6.9.1) nachgewiesen werden (s. 3.5.4 -
3.5.5). Vermutlich wird es auch moglich sein, die an der DNA-Bindung beteiligten Amino-
saurereste zu identifizieren. CAD (DFF40) -Mutanten mit Austauschen potenziell DNA-
bindender Aminosduren wie Arginine, Lysine oder auch aromatische Aminosduren sind im
Komplex mit DFF45 und in aktivierter Form in Shift-Assays auf DNA-Bindung zu untersu-
chen. Moglicherweise 146t sich hierdurch auch kldren, ob tatsédchlich getrennte Zentren fiir die
DNA-Bindung von DFF40 (CAD) zustédndig sind, oder ob Aminosdurereste aus verschiede-
nen Bereichen ein gemeinsames DNA-bindendes Interface bilden.

Den Mechanismus der Inhibition durch DFF45 (ICAD-L) bzw. DFF35 (ICAD-S) zu ermitteln
sollte ein weiterer Schwerpunkt zukiinftiger Untersuchungen sein. Gelingt dies, birgt dies
moglicherweise Ansitze fiir die Erkldrung der DNA-Bindung des DFF-Komplexes bei
gleichzeitiger Inhibition der nukleolytischen Aktivitit von DFF40 (CAD) durch die beiden
Inhibitoren.

Die Isotherme-Titrations-Kalorimetrie (ITC), mit der Bindungskonstanten (KB) bestimmit,
Stochiometrien ermittelt oder thermodynamische Parameter wie Entropie (AS) oder Enthalpie
(AH) bei Reaktionen untersucht werden, konnte zur Bestimmung der thermodynamischen

Parameter der Bindung von DFF an DNA eingesetzt werden.
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5 Zusammenfassung

Im ersten Teil der Arbeit wird ein Expressions- und Reinigungssystem fiir DFF vorgestellt.
Mit dem Zwei-Plasmid-Expressions-System pACET-DFF45/pET-DUET-His-CAD wurde
DFF rekombinant in hohen Mengen in E. coli produziert. Der affinitdtschromatographischen
Reinigung iiber Ni-NTA-Agarose folgte ein zweiter Reinigungsschritt zur Entfernung von
Proteinkontaminationen und  chromosomaler = Bakterien-DNA  iiber = Anionenaus-
tauschchromatographie. Uber Ultrafiltrationseinheiten konzentriert wurde aus 10 1 Fermentern
ca. 50 mg DFF pripariert. Dieser Komplex wurde fiir biochemische Studien, z. B. der Unter-
suchung der DNA-Bindung von DFF, und auch in strukturellen Untersuchungen eingesetzt.
Ein Ziel dieser Arbeit lag in der biochemischen Charakterisierung des aktiven Zentrums von
DFF40 (CAD). Zur Identifizierung katalytisch relevanter Aminosdurereste trug die ortsgerich-
tete Mutagenese bei. Fiir Histidinreste und Lysinreste konnte in der vorliegenden Arbeit eine
funktionelle Relevanz ermittelt werden, was durch chemische Modifizierungsexperimente
unterstiitzt wurde (Meiss et al., 2001, Korn et al., 2002). Eine eindeutige funktionelle Zuord-
nung gelang fiir His263 als allgemeine Base im Mechanismus der Phosphodiesterspaltung.
Fiir His308 wurde iiber eine Rolle als allgemeine Sdure spekuliert (Meiss et al., 2001, Korn et
al., 2002). Die tatsdchliche Funktion als wichtigster Rest fiir die Koordination des zweiwerti-
gen Metallions Mngr konnte fiir His308 nach einem Alignment mit ColE9 DNase und T4 En-
donuklease VII und weiteren Mutationsanalysen spéter nach dem Erhalt von Strukturinforma-
tionen zugeordnet werden. Mit diesen Informationen, experimentell bewiesen, konnte CAD
der Superfamilie der BPa-Me-finger-Nukleasen zugeordnet werden, ein Modell des aktiven
Zentrums der Nuklease aufgestellt und der Mechanismus der Phosphodiesterspaltung dar-
gestellt werden (Scholz et al., 2003).

Mit dem getrennt induzierbaren Expressionssystem pLK-HisFlag-ICAD-S/pGEX2T-CADWT
war eine getrennte Induktion der Expression der beiden Gene ICAD-S und GST-CADWT in
E. coli zu erreichen. Der Komplex aus GST-CAD/ICAD-S wurde anschlieBend affini-
tatschromatographisch gereinigt und zur Untersuchung der chaperonen Aktitvitit von ICAD-S
eingesetzt. Die aus diesem Komplex mittels Caspase-3 freigesetzte Nuklease zeigte in DNA-
Spaltexperimenten eine nukleolytische Aktivitidt, wodurch die chaperone Eigenschaft von
ICAD-S nachgewiesen werden konnte. Gegeniiber ICAD-L ist die chaperone Aktivitit der
kiirzeren Splicevariante allerdings etwa 50 mal weniger effektiv (Scholz et al., 2002).

Der Nachweis der DNA-Bindung ist bei unspezifischen Nukleasen und DNase/Inhibitor-

Komplexen sehr ungewohnlich. Im Laufe dieser Arbeit konnte mit DFF sowohl fiir den Kom-
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plex als auch fiir die aktivierte Nuklease DFF40 (CAD) DNA-Bindung gezeigt werden. DNA-
Bindung von DFF stellt einen neuen, bislang unbekannten Mechanismus der Nukleaseinhibi-
tion dar, bei dem zwar die DNA-Spaltung verhindert, aber die DNA-Bindung zugelassen
wird. Auflerdem wurde eine Stimulation der Aktivitdt von DFF40 (CAD) durch Aktivierung
aus einem DNA-gebundenen DFF-Komplex mit Plasmid-DNA und auch mit isolierten Ker-
nen festgestellt. Diese Tatsache und die beobachtete Assoziation von DFF mit Chromatin
implizieren einen Mechanismus, bei dem die Aktivierung von DFF wihrend der Apoptose im

Zellkern in DNA-gebundener Form stattfinden kann (Korn und Scholz et al., 2005).
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