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Einleitung

1.Einleitung

1.1 Apoptose

Apoptose, auch programmierter Zelltod genannt, ist ein fundamentaler, genetisch festgelegter
Bestandteil der Entwicklung und zellularen Homoostase vielzelliger Organismen® 2. Sie erlaubt die
Ausbildung von Koérperstrukturen im Zuge der Embryogenese und sorgt fir die Beseitigung
tberflussiger, kranker oder infizierter Zellen®®. Der programmierte Zelltod wurde dabei zum ersten
Mal 1842 von Carl Vogt im Rahmen von Untersuchungen bezlglich der Entwicklung von
Kaulquappen, beschrieben®. Vogt stellte dabei fest, dass Amphibien wahrend der Ontogenese
unerwiinschtes Gewebe (Schwanz, Schwimmhaute) gezielt durch Zelltod abbauen kdnnen. Spater
(1972) pragte John Kerr, zusammen mit Andrew Wyllie, den Begriff Apoptose, um den ,natirlichen®
Zelltod wihrend der Ontogenese vom ,Unfalltod* einer Zelle (Nekrose) abzugrenzen®. Die Nekrose
ist dabei im Vergleich zur Apoptose ein unkontrollierter Prozess, der eine inflammatorische
Reaktion zufolge hat” 8 Weiter kann Apoptose (Programmierter Zelltod Typ I) vom Zelltod durch
Autophagie (Programmierter Zelltod Typ Il) unterschieden werden® . Letztere dient
normalerweise der Homdostase von physiologischen Prozessen innerhalb einer Zelle, wie zum
Beispiel dem Abbau alter und der Produktion neuer Zellbestandteile (Proteine, Zellorganelle)™™.
Jedoch kann Autophagie unter bestimmten Umstanden auch zum Zelltod fuhren'®. Wahrend der
Apoptose flhren biochemische Prozesse zu charakteristischen morphologischen Veranderungen
der Zelle und darauf folgend zum Zelltod. Diese Veranderungen beginnen mit dem Schrumpfen der
Zelle, das durch den proteolytischen Abbau des Cytoskeletts (Spaltung der Aktinfilamente)
ausgelost wird'. Nun verdichtet sich das Chromatin zu einer einheitichen Masse
(Chromatinkondensation; Pyknose), die Kernhille wird aufgeldst und es kommt zum Abbau der
chromosomalen DNA (Karyorrhexis) durch apoptotische Nukleasen™ °. So entstehen die fur die
Apoptose typischen DNA Fragmente von ca. 180-185 bp, ein Prozess, der als biochemisches
Merkmal der Apoptose gilt'”**. SchlieBlich formt die Membran Blaschen (membrane-blebbing) aus
denen die sogenannten ,apoptotic bodies” hervorgehenl. Um die Uberreste im Anschluss
abzubauen bzw. wiederzuverwerten, aber auch um Entziindungsreaktionen zu vermeiden, werden
diese von Makrophagen phagozytiertzz. Hierbei dienen Verdnderungen der Plasmamembran, wie
zum Beispiel die Translokation von Phosphatidylserin aus der Zelle auf die Zelloberflache, als
Signal **. Die aufgenommenen Zellreste verschmelzen nun mit den Lysosomen der Makrophagen
und werden durch deren Hydrolasen und Phosphatasen vollstandig abgebaut. An dieser Stelle wird
auch die bereits fragmentierte DNA durch lysosomale DNase Il vollstandig degradiert24' 2,

Zum heutigen Versténdnis der Kontrollmechanismen des programmierten Zelltods haben vor allem
Untersuchungen von Robert Horvitz und seinen Kollegen beigetragen. Sie untersuchten die
Genese somatischer Zellen des Nematoden C. elegans und konnten dabei die wichtigsten von
etwa 14 Genen (ced-3, ced-4, ced-9; ced: Cell death abnormal), die am programmierten Zelltod
beteiligt sind, nachweisen®® ?’. Horvitz wurde im Jahr 2002 fir seine herausragenden
Entdeckungen mit dem Nobelpreis in Medizin ausgezeichnet.
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Abbildung 1: Verschiedene Stadien der Apoptose

Gezeigt ist eine Zelle zu verschiedenen
Zeitpunkten der Apoptose. A-C: Die Zelle
beginnt zu schrumpfen und nimmt eine
hufeisenartige Form an. D: Die Membran bildet
Blaschen (membrane-blebbing) aus denen die
sogenannten ,apoptotic bodies* (siehe Pfeil)
hervorgehen. Um die Uberreste im Anschluss
abzubauen bzw. zu recyceln, aber auch um
Entzindungsreaktionen zu vermeiden, werden
diese von Makrophagen phagozytiert. (Quelle:
www.reading.ac.uk)

1.1.1 Apoptose und Krankheiten

Neben der Wichtigkeit von Apoptose im Rahmen der Ontogenese und der zellularen Homdéostase
wird eine Fehlregulation der Apoptose mit einer Vielzahl von Erkrankungen in Verbindung
gebracht. Dabei wird eine Stérung des apoptotischen Gleichgewichts vermutet, durch die es
entweder zu einer verminderten oder aber zu einer erhdhten Apoptoserate kommt. So ist bekannt,
dass eine UberméaRige Apoptose eine Rolle bei neurodegenerativen Krankheiten, wie Alzheimer
oder Parkinson, spielt”® *. AuBerdem steht eine erhohte Apoptoserate in Verbindung mit dem
Creutzfeldt-Jakob-Syndrom und AIDS®> *!. In letzterem Fall fuhrt verstarkte Apoptose zum
Absterben von Immunzellen in Folge einer HIV-Infektion. Durch den Uberm&Rigen Verlust an
T-Helferzellen kénnen nun eigentlich harmlose Zweiterkrankungen lebensbedrohlich werden. Eine
verminderte Apoptoserate kann zu unkontrollierter Zellproliferation und damit verbunden zur
Entstehung von Krebs fuhren®. Ziel der derzeitigen Forschung ist es Wege zu finden, um den
Zelltod bei Krebserkrankungen gezielt auszulosen®.

1.1.2 Apoptotische Signaltransduktionswege

Eine groRe Vielfalt von Signalen kann Apoptose ausldsen. Dabei wird in extrinsische und
intrinsische Signale unterschieden. Zu den Signaltransduktionswegen, die durch extrinsische
Signale, also extrazellulare Signale aktiviert werden, zahlt die rezeptorvermittelte Apoptose und die
granulavermittelte Apoptose. Bei den intrinsischen Signalen handelt es sich im Gegensatz dazu um
intrazellulare Signale, die unter Mitwirkung der Mitochondrien Apoptose auslésen. Einen durch
intrinsische Signale vermittelten Signaltransduktionsweg stellt die mitochondriale Apoptose dar.

1.1.2.1 Rezeptorvermittelte Apoptose

Bei der rezeptorvermittelten Apoptose binden extrazellulare Signale in Form von Liganden (TNF,
Tumornekrosefaktor; FasL bzw. CD95L) an ihren entsprechenden Rezeptor (TNF-R1/R2; FasR)34'
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*® Die Rezeptoren sind dabei Transmembran-Proteine, die eine Kommunikation zwischen

ZellauBerem und Zellinnerem ermdglichen und das Signal so in den Intrazellularraum Ubertragen37.
Dies geschieht durch Oligomerisierung des Rezeptors und anschlieBende Rekrutierung eines
Adaptermolekiils (FADD bzw. TRADD), das Uber eine DED-Doméane (death effector domain)
verfugt. Im weiteren Verlauf bindet die DED-Doméne der Procaspase-8, eine Pro-Initiatorcaspase,
an die DED-Doméne des Adaptermolekiils, sodass ein Rezeptor-assoziierter Proteinkomplex, der
sogenannte DISC (death-inducing signaling complex) entsteht®. Nun gelangen die gebundenen
Pro-Initiatorcaspasen in raumliche N&he und kdnnen ihre autokatalytische Eigenschaft entfalten®.
Dies flhrt zur Spaltung und damit einhergehend zur Aktivierung der Procaspase-8 zu Caspase-8,
die sich nun vom Komplex I8st und ins Cytosol entlassen wird® *°. In Folge dieser Aktivierung
werden nun weitere Initiatorcaspasen aktiviert, bis schlieRlich so genannte Effektorcaspasen
aktiviert werden (siehe 1.1.2.4).

1.1.2.2 Granulavermittelte Apoptose

Bei dieser Art der apoptotischen Signaltransduktion sekretieren T-Zellen oder Killer-Zellen das
porenbildende Protein Perforin sowie so genannte Granzyme“. Letztere sind Proteasen der Serin-
Protease-Familie. Durch die Perforin-induzierte Porenbildung gelangen die Granzyme in die
Zielzelle und aktivieren proteolytisch proapoptotische Proteine®. Hierbei wird unter anderem auch
die Nuklease GAAD (Granzym A-aktivierte DNase) durch Granzym A aktiviert, die den Abbau
chromosomaler DNA bewirkt. Ein anderes Granzym, Granzym B, ist wiederum in der Lage den
DNA Fragmentierungsfaktor DFF, ahnlich wie Caspase-3, zu aktivieren®® **. Die aktivierte
Untereinheit des DFF-Komplexes (DFF40) induziert nun ebenfalls den Abbau der DNA.

1.1.2.3 Mitochondriale Apoptose

Die mitochondriale Apoptose wird nicht durch extrazellulare, sondern intrazellulare bzw.
intrinsische Signale ausgelost* . Solche Stimuli kénnen Toxine, oxidativer Stress oder aber auch
die Schadigung der DNA sein. Im Zuge der mitochondrialen Apoptose werden proapoptotische
Proteine der Bcl-2-Familie, wie beispielsweise Bax (bcl-2 associated protein x) produziert"’g.
Dadurch verlagert sich das Gleichgewicht zwischen pro- und anti-apoptotischen Faktoren
zugunsten der Proapoptotischen. Hinzukommend werden anti-apoptotische Proteine (z.B. Bcl-2
und Bcl-X.) durch Bindung von proapoptotischen Proteinen wie PUMA (p53 up-regulated
modulator of apoptosis) inhibiert™. Das proapoptotische Protein Bax, ein Kanalprotein, bildet
daraufhin Poren in der &uReren Membran der Mitochondrien und ermdglicht so die Freisetzung von
Cytochrom-C ins Cytoplasma®® °*. Cytochrom-C lagert sich nun mit weiteren Proteinen zusammen
und induziert die Bildung des Apoptosoms, einem Proteinkomplex aus Cytochrom-C, APAF-1
(Apoptose-Proteasen aktivierender Faktor) und Procaspase-gsz’ %3, Procaspase-9 wird nun, &hnlich
wie Procaspase-8 wéahrend der rezeptorvermittelten Apoptose, autokatalytisch aktiviert und kann
anschlieBend weitere Effektor-Caspasen anschalten. Ein zusatzliches mitochondriales
Intermembranraum-Protein ist AIF (Apoptose induzierender Faktor)®*. AIF verfiigt tiber eine NADH
Oxidase Aktivitdit und partizipiert ebenfalls an der Permeabilisierung der mitochondrialen
Membran®. Einmal im Cytosol Iost es in einem Caspase-unabhangigen Weg Apoptose aus.
Neben Cytochrom-C und AIF ist auch EndoG (Endonuklease G) ein Protein aus dem
Intermembranraum des Mitochondriums. EndoG kann nach Freisetzung ebenfalls Apoptose

auslosen® .
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Abbildung 2: Schematische Darstellung des intrinsischen und extrinsischen Signalwegs

Der intrinsische Weg (links im Bild) wird durch Stimuli wie Toxine, oxidativer Stress oder aber
auch die Schadigung der DNA ausgeldst. Nach der Ausschittung von Cytochrom-C aus dem
Mitochondrium ins Cytoplasma bildet sich das Apoptosom und Procaspase-9 wird aktiviert.
Beim extrinsischen Signalweg (rechts im Bild) bindet in einem ersten Schritt ein Todesligand
(z.B.: FasL) an den Todesrezeptor (z.B.: FasR). Nun kommt es zu einer Konformations-
anderung des Rezeptors wodurch im Cytosol der so genannte DISC entsteht und Caspase-8
aktiviert wird. Beide Signaltransduktionswege fiihren letzten Endes zur Aktivierung von
Caspase-3. IAP-Proteine (inhibitor of apoptosis) wie CIAP1 oder Survivin, das fast nur in
Krebszellen produziert wird, kénnen die Apoptose hemmen, indem sie an aktivierte Caspasen
binden. IAP-Proteine konnen dabei sowohl auf den intrinsischen, als auch auf den
extrinsischen Signalweg wirken. (Quelle:www.imgenex.com)

1.1.2.4  Aktivierung von Caspasen

Nach der Aktivierung der Procaspasen (Procaspase 8+9) wahrend der intrinsischen oder
extrinsischen Signaltransduktionswege koénnen nachfolgend so genannte Effektorcaspasen
(Caspase 2, 3, 7) prozessiert werden. Diese Effektorcaspasen sind dann wiederum in der Lage
spezifische Substrate zu spalten®®. Aktivierte Caspase-3 spaltet beispielsweise die
Inhibitor-Untereinheit des apoptotischen DFF-Komplexes und schaltet so die Fragmentierung der
DNA an®. Generell betrachtet sind Caspasen (cysteinyl-aspartate specific protease)
Cystein-Proteasen, die Peptidbindungen C-terminal von einem Aspartat schneiden®® . Die
Kontrolle der Caspasen erfolgt Gber IAPs (inhibitors of apoptosis; siehe Abbildung 2). Alle 1APs
besitzen eine oder mehrere BIR-Doméanen (Baculovirus IAP repeat), die fur die direkte oder
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indirekte Inhibition der Caspasen bendétigt werden. Bisher konnte eine Beteiligung von Caspasen
am programmierten Zelltod nur bei héher entwickelten, vielzelligen Organismen wie Nematoden,
Insekten und Wirbeltieren sicher nachgewiesen werden. Dennoch kommen Caspasen auch in
anderen Organismen vor, wie die Metacaspasen in Pflanzen, Pilzen und Protozoen, sowie die
Paracaspasen in Metazoen und dem Schleimpilz Dictyostelium discoideum®. Unsicher ist jedoch,
ob diese, den Caspasen verwandte, Proteine auch an Signalwegen des programmierten Zelltodes
beteiligt sind. Jiingste Ergebnisse lassen jedoch darauf schlieBen, dass Metacaspasen (Typ I) in
Pflanzen den Zelltod kontrollieren®. Bekannt ist auch, dass die Caspasen der hoher entwickelten
Organismen aus den Paracaspasen hervorgegangen sind®.

1.1.2.5 DNA Fragmentierung im Zuge der Apoptose

Das biochemische Kennzeichen der Apoptose ist die nukleosomale Fragmentierung der DNA.
Hierbei wird die chromosomale DNA in oligonukleosomale Bruchstiicke mit einer Lange von
n x 200 Basenpaaren fragmentiert. Diese internukleosomale DNA-Spaltung, in der die ,linker
region“ zweier benachbarter Nukleosomen gespalten wird, flihrt in apoptotischen Zellen primar
CAD (Caspase-aktivierte DNase) aus®” °°. Interessanterweise ist dieser Schritt jedoch fur die
Apoptose nicht unmittelbar wichtig, da auch mit Cytochalasin B (entkernt die Zellen) behandelte
Zellen Apoptose, samt der charakteristischen morphologischen Verdnderungen, ausfiihren
kénnen®. Bevor die chromosomale DNA in die beschriebenen kleineren Fragmente gespalten
wird, kommt es jedoch erst zur hochmolekularen Spaltung des Chromatins in Fragmente von ca.
50-300 kb®, einem Prozess an dem Topoisomerase Il o beteiligt ist®® *°. Neben den zellautonomen
Nukleasen, zu denen die zuvor erwéhnte Nuklease CAD, sowie die mitochondriale Nuklease
Endo G (Endonuklease G) gehéren, gibt es hinzukommend die so genannten akzessorischen
Nukleasen?®. Zu dieser Gruppe gehort beispielsweise DNase Il, eine monomere Nuklease aus der
Phospholipase-D Familie, die in den Lysosomen der Makrophagen lokalisiert ist”®. Diese
Nukleasen Ubernehmen die Aufgabe des ,waste management®, also der vollstandigen Beseitigung
der durch die zellautonomen Nukleasen gelieferten DNA—FragmenteZI. Akzessorische Nukleasen,
zu denen auch DNase | zahlt, scheinen Uberlebenswichtig zu sein. So erwies sich ein knock-out
von DNase Il in Mausen als letal®. Generell bedeutet die komplette Beseitigung der apoptotischen
Kdrperchen und Abbauprodukte scheinbar mehr als nur blo3e Abfallbeseitigung, behélt man im
Blick, dass durch sie die Eliminierung von Wirtszellen und Eindringlingen kontrolliert, sowie
Entziindungsreaktionen unterdriickt werden™.

1.2 Nukleasen

Allgemein bezeichnet man Stoffe bzw. Molekile als Nukleasen, die in der Lage sind die Spaltung
von Nukleinséduren zu katalysieren. Hier miissen, neben der vertrauten Gruppe von enzymatischen
Nukleasen, auch kleinere chemische Stoffe wie zum Beispiel Imidazol, das ebenso in der Lage ist
die Spaltung von Nukleinsauren zu katalysieren, genannt werden’® . Auch erwahnenswert sind
die Ribozyme, da sie gerade im Hinblick auf die Evolution des Lebens von grof3er Bedeutung
waren. Diese RNA-Molekile sind ebenfalls in der Lage die Spaltung von Phoshodiesterbindungen
Zu katalysieren”.
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1.2.1 Einteilung der Nukleasen

Die Einteilung von Nukleasen in verschiedene Klassen kann aufgrund verschiedenster Kriterien
durchgefiihrt werden. Zu nennen ist hier beispielsweise die Art der verdauten Nukleinsaure.
RNasen (Ribonukleasen) spalten RNA, DNasen (Desoxyribonukleasen) spalten DNA. Ebenso
werden Nukleasen bezlglich ihrer Sekundarstrukturspezifitat eingeteilt (Einzelstrange oder
Doppelstrange). Eine weitere gangige Einteilung erfolgt anhand der Strukturspezifitit der
Nuklease. Hier unterscheidet man in sequenzspezifische und sequenzunspezifische Nukleasen.
Restriktionsenzyme erkennen beispielsweise hochspezifische Erkennungssequenzen von 4-8 bp,
homing-Endonukleasen sogar Erkennungssequenzen von 18-30 bp”>™®. Die so genannten
unspezifischen Nukleasen weisen hingegen keine spezifische Erkennungssequenz auf und spalten
Nukleinsauren ohne Sequenzselektivitat’®. Zuletzt sei noch die Klassifizierung nach Art des
Angriffs der Spaltung erwahnt. Spaltet das Enzym das DNA-Substrat von den Enden her, wird
dieses als Exonuklease bezeichnet, erfolgt die Spaltung im Inneren, so handelt es sich laut
Nomenklatur um eine Endonuklease.

1.2.2 Aktive Zentren von Nukleasen, das H-N-H Motiv

Obwohl die Spaltung von DNA und RNA von zum Teil strukturell &uerst unterschiedlichen
Enzymen katalysiert wird, zeigt es sich, dass dabei lediglich eine Uberschaubare Anzahl von
strukturell und funktionell unterschiedlichen aktiven Zentren beteiligt ist. Beispiele fir solche
aktiven Zentren sind das PD(D/E)XK Motiv, das bei Restriktionsendonukleasen wie BamHI und
EcoRI vorkommt, das LAGLIDADG Motiv, das bei mehreren homing-Endonukleasen (I-Crel, I-Scel,
I-Dmol) vorzufinden ist, das GIY-YIG Motiv (beispielsweise bei der Excinuklease UvrC) oder aber
das H-N-H Motiv, das im Folgenden ndher beschrieben wird®*®®. Das H-N-H Motiv findet man in
vielen verschiedenen Familien von Nukleasen. Es ist so z.B. in der Familie der hochspezifischen
homing-Endonukleasen (I-Basl, I-Hmul, I-Ppol) und der T4 Endonuklease VIl (Prozessierung von
Holliday junctions) vertreten. AufRerdem ist es bei verschiedenen sequenzunspezifischen
Nukleasen, wie NucA (Anabaena Nuklease), der periplasmatischen Endonuklease Vvn (Vibrio
vulnificus), der Serratia Nuklease, den E. coli Toxinen Colicin E7 und E9, sowie den apoptotischen
Nukleasen CAD und EndoG zu finden®®°. Dabei formt das H-N-H Motiv eine Struktur, die als
BRa-Metall (Me)-Finger beschrieben wird®. Diese besteht aus zwei anti-parallel verlaufenden
B-Strangen und einer a-Helix. Der erste hochkonservierte Histidinrest des H-N-H Motivs dient als
allgemeine Base in der Katalyse von Phosphodiesterbindungen97. Der Asparaginrest (H-N-H) halt
eine wichtige stabilisierende Funktion inne und der zweite Histidinrest (H-N-H) koordiniert das fir
die Katalyse wichtige Metallion (Mg®")*® ®°. Dieser zweite Histidinrest ist nicht so stark konserviert
wie die beiden anderen Reste der H-N-H Motivs. So kann an dieser Position durchaus auch ein
Asparaginrest gefunden werden (H-N-N). Eine Untergruppe der H-N-H Motiv Nukleasen weist
interessanterweise auf einem der beiden B-Strédnge ein hochkonserviertes Sub-Motiv, das so
genannte DRGH Motiv auf'®. Zu dieser Gruppe gehéren z.B. NucA und EndoG®* *®. Der
Histidinrest in diesem Sub-Motiv (DRGH) entspricht dabei dem ersten Histidinrest des H-N-H
Motivs.
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Abbildung 3: Uberlagerung zweier aktiver Zentren

Gezeigt ist die Uberlagerung des aktiven Zentrums
der Endonuklease Vvn (blau) mit dem BRa-Me-Finger
Motiv der Serratia Nuklease (magenta)gs. Die aktiven
Zentren der verschiedenen Nukleasen zeigen eine
ahnliche Struktur. Quelle:96

1.2.3 Biologische Funktion von Nukleasen

Die biologische Funktion von Nukleasen in der Natur ist sehr vielféltig. Nukleasen dienen manchen
Organismen, wie zum Beispiel Serratia marcescens, vermutlich der Versorgung mit Nahrstoffen fir
9101 "\yeiter wurde berichtet, dass extrazellulare Nukleasen, wie die Nuklease
192 Andere

das Zellwachstum
von Vibrio cholerae, bei der Invasion des Wirts und bei Infektionen eine Rolle spielen
Nuklease, wie die Neurospora crassa Endonuklease, Rad52 und Nucl sind an der DNA Reparatur
und Rekombination beteiligt'®*®®. Ebenso an der Reparatur von DNA beteiligt ist die
Endonuklease MutH, die im Enzymkomplex mit anderen Proteinen (MutHLS, mismatch repair
system) fur das Ausschneiden falsch eingebauter Basen in der DNA sorgtloe. In Pflanzen wurden
ebenso Nukleasen gefunden. Hier ist die Mungbohnen Nuklease eines der am besten
charakterisierten Enzyme. Sie wird mit der Zellteilung in Verbindung gebracht'®’. AuRBerdem sind
Nukleasen zu erwahnen, die bei der Replikation eine Rolle spielen. Solche Enzyme, die DNA
entwinden, sind beispielsweise die Topoisomerasenloa. Interessant sind auch die so genannten
Restriktionsenyzme, die Bakterien vor viraler DNA schitzen sollen. Hier werden spezifische
Erkennungssequenzen des Restriktionsenzymes in der bakteriellen DNA methyliert und somit vor
der Spaltung geschutzt. Nicht modifizierte DNA Sequenzen, die sich zum Beispiel auf von Viren
(Bakteriophagen) injizierter DNA befinden, werden jedoch erkannt und verdaut’®. GroRe Bedeutung
hat in den letzten Jahren der Mechanismus der RNA-Interferenz (RNAi) gewonnen. Hier spielen

109, 10 " \yeiter sorgen wahrend der

RNasen wie Dicer und Drosha eine entscheidende Rolle
Apoptose apoptotische Nukleasen fir den Abbau der chromosomalen DNA. Hierfir ist vor allem
der DNA Fragmentierungsfaktor DFF verantwortlich, auf den im nachsten Abschnitt néher

eingegangen wird® 1,

1.3 DFF: Der DNA-Fragmentierungsfaktor

Eines der Kennzeichen der Apoptose ist die DNA-Fragmentierung durch apoptotische Nukleasen,
die erstmals 1980 von Wyllie et al. beschrieben wurde’. Interessanterweise wurde dieses
Phanomen bereits vier Jahre vor der eigentlichen Erkenntnis beobachtet, dass das eukaryotische
Genom in Nukleosomen verpackt ist, und zwei Jahre vor der Pragung des Begriffs ,Apoptose“> 1*#
113 Erst wesentlich spéater wurde dann der fur dieses Phanomen hauptsachlich verantwortliche
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Abbildung 4: Schematische Darstellung des heterodimeren DFF-Komplexes

Der heterodimere DFF-Komplex besteht aus zwei Untereinheiten, DFF40/CAD und DFF45/ICADL.
Beide Untereinheiten sind dabei aus drei Doménen zusammengesetzt. Die N-terminalen Domé&nen von
DFF40/CAD und DFF45/ICAD weisen Homologien auf und sind weiter dem N-terminalen Bereich der
CIDE-(cell death inducing DFF like effector) Proteine sehr &hnlich.

Enzym-Komplex, DFF, aus HeLa-Zellextrakten isoliert und identifiziert®. In dieser Studie konnte
gezeigt werden, dass der DFF-Komplex aus zwei Untereinheiten, einer 40- und einer 45-kDa
Untereinheit, besteht. AuRerdem erkannte man, dass der DFF-Komplex durch Caspase-3 aktiviert
werden kann. 1998 konnten Nagata et al. den DFF-Komplex ebenfalls nachweisen®” ***. Hierbei
handelte es sich jedoch um das murine Homolog von humanem DFF, so dass die beiden
Untereinheiten in ICAD (DFF Untereinheit mit einer GroRe von 45 kDa; DFF45) und CAD (DFF
Untereinheit mit einer Gré3e von 40 kDa; DFF40) umbenannt wurden. Die Abkirzung CAD steht
hierbei fur Caspase-aktivierte DNase und ICAD fir Inhibitor der Caspase-aktivierten DNase.
Ebenfalls konnten Nagata et al. in dieses Studien zeigen, dass DFF40/CAD die Untereinheit ist, die
nukleolytisch aktiv ist. Anfanglich wurde zunachst falschlicher Weise angenommen, dass der DFF
Komplex in nicht apoptotischen Zellen ein cytoplasmatischer Protein-Komplex sei, wurde er doch
aus der cytoplasmatischen Fraktion von Hela-Zellen isoliert. Spater konnte jedoch demonstriert
werden, dass der DFF-Komplex im Kern lokalisiert ist'®>. Neuere Studien lassen sogar vermuten,
dass DFF transient mit Chromatin assoziiert ist und im DNA-gebundenen Zustand aktiviert werden
kann'®. Fir diese Erkenntnis spricht auch, dass sowohl DFF40/CAD, als auch DFF45/ICAD iiber
eine so genannte C-terminale Kernlokalisationssequenz (NLS, nuclear location signal) verfigen,
Uber die der Transport vom Cytoplasma (Ort der Translation) in den Kern gesteuert wird, und
DFF45/ICAD-L ebenfalls im Kern lokalisiert zu sein scheint™*”**°. Wahrend der Translation von
DFF assistieren die generellen Chaperone Hcp70 und Hsp40 der korrekten Faltung von DFF'%.
Zur Stochiometrie des DFF-Komplexes finden sich in der Literatur unterschiedliche Angaben. Die
ursprungliche Annahme, dass CAD/DFF40 und ICAD/DFF45 einen heterodimeren Komplex bilden,
scheint von neueren Erkenntnissen widerlegt zu sein. Diese beschreiben den DFF-Komplex als
Dimer ,(ICAD/CAD),***".

1.3.1 Interaktion von CAD und ICAD

Bis dato gibt es noch keine kompletten strukturellen Informationen (ber den DNA
Fragmentierungsfaktor DFF. Daher ist es weitestgehend unbekannt, wie die beiden DFF
Untereinheiten CAD und ICAD miteinander interagieren. Lediglich fur den Komplex der
N-terminalen Domé&ne von CAD und ICAD existiert bisher eine NMR-Struktur'?’. Auf Basis dieser
Struktur, aber auch durch Sequenzvergleiche zwischen ICAD und CAD, kann man erkennen, dass
die N-terminalen Bereiche beider Proteine starke Homologien zueinander aufweisen. Weiter zeigt

8
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dieser Bereich Homologien zum N-terminalen Bereich der CIDE-(cell death inducing DFF like
effector) Proteine, weshalb in der Literatur teilweise auch der Begriff CIDE-N-D&émane fiir die
jeweilige N-terminale Domane von CAD und ICAD verwendet wird'?®. Die beiden N-terminalen
CIDE-N-Doméanen von CAD und ICAD haben dabei ein Faltungsmuster, das der Familie der
Ubiquitin-Strukturen (ubiquitin a/B roll superfold) zugeordnet werden kann'?* ***. Anhand der
NMR-Struktur von Otomo et al., aber auch durch biochemische Mutationsstudien konnte gezeigt
werden, dass Lys12, Lys21 und Lys35 von CAD mit Asp66 and Asp71-74 von ICAD interagieren.
Asp66 liegt hierbei im so genannten EDL-loop, einem in der CIDE Protein Familie
hochkonservativen Motiv'?®. Zusatzlich kommt es zu einem weiteren wichtigen Kontakt zwischen
Phe22 von CAD mit den Seitengruppen von Thr68 und 1le69 von ICAD?. Die NMR-Struktur lasst
aullerdem erkennen, dass die CIDE-N-Doméanen aus jeweils einer a-Helix und funf B-Strangen
bestehen. Es wird angenommen, dass die Interaktion der beiden N-terminalen CIDE-N-Doméanen
von CAD und ICAD die erste Kontaktaufnahme beider Proteine darstellt und schon wahrend der

Translation der CAD-Polypeptidkette am Ribosom etabliert wird*%.

1.3.1.1 Bisherige strukturelle Informationen

Wie bereits beschrieben ist eine NMR-Struktur des N-terminalen Komplexes von CAD und ICAD
bisher die einzige strukturelle Information zur Interaktion beider DFF-Untereinheiten im Komplex**.

A B

CAD-CIDE-N-Doméane
ICAD-CIDE-N-Domane
CAD-CIDE-N-Doméane
ICAD-CIDE-N-Domane

N-terminales N-terminales
CADI/ICAD Interface CAD/ICAD Interface

Abbildung 5: N-terminales CAD-ICAD Interface

Gezeigt ist das N-terminale CAD/-CAD Interface. A: Gesamtansicht der beiden CIDE-N-Domaéanen
von CAD (blau) und ICAD (rot) des N-terminalen Komplexes. B: Detailansicht des Komplexes der
N-terminalen Domé&nen von CAD (Cl bzw. CIDE-N; blau) und ICAD (D1 bzw. CIDE-N; rot).
Aminosédurereste, die wichtige Kontakte zwischen den beiden Untereinheiten vermitteln, sind gelb
(ICAD) bzw. orange (CAD) hervorgehoben. (Abbildung nach*?; pdb codes: 1f2r und 1c9f)

Weiter wurde von Woo et al. die Kristallstruktur der aktivierten, dimeren Nuklease pr'asentiertlze.

Jedoch war in diesen Studien die Diffraktion der Proteinkristalle im Bereich der C1-Doméne von
CAD zu schwach, so dass strukturelle Informationen lediglich fur die C2- und C3-Domaéane
abgeleitet werden konnten.
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Abbildung 6: Struktur der C2- und C3-Domaéanen von aktivierter, homodimerer Nuklease CAD

Die Abbildung zeigt die Struktur der C2- und C3-Doméne der aktivierten, homodimeren Nuklease
CAD. Die C2-Doméne besteht aus drei a-Helices (ai-3). Die beiden CAD-Untereinheiten wurden
verschieden farblich markiert (blau und cyan). Die C3-Doméne enthadlt das aktive Zentrum
(BBa-Me-Finger Motiv). Die fir die Katalyse wichtigen Reste (gelb) sind nur in einer Untereinheit
(cyan) dargestellt. Die C3-Doménen der beiden Untereinheiten formen eine tiefe Spalte, in der die
DNA gebunden (as-Helix) und gespalten wird. Die beiden C2-Doméanen formen ein a-helicales
Interface, das wahrscheinlich fur die Dimerisierung von CAD entscheidend ist'?®, Die orangene
Kugel stellt das fiir die Struktur von CAD wichtige Zn**-lon dar, das fiir die Katalyse wichtige Mg**
ist griin markiert. (Abbildung nach™?®; pdb code: 1v0d)

Wie die Struktur der C2- und C3-Domane von aktivierter CAD zeigt, formen die C3-Domanen der
beiden CAD Untereinheiten eine Art offene Schere. Diese offene Scherenstruktur ist
wahrscheinlich dafir verantwortlich, dass das Enzym zwischen kompakter DNA und zu
schneidender internukleosomaler DNA unterscheiden kann. Dadurch entsteht die typische Leiter
mit DNA Fragmenten von x=n * ca. 200 bp15. AulRerdem ermdglicht die Struktur die Modellierung
eines moglichen DNA-Enzym-Komplexes, da die a4-Helix, wie Mutationsstudien zeigen, in der
Lage ist DNA zu binden (wahrscheinlich kontaktiert sie hierbei die groRe Furche der DNA)"*’. Die
DNA befindet sich dadurch in der Scherenstruktur, wodurch das aktive Zentrum von CAD optimal
fur Interaktionen zur kleinen Furche der DNA ausgerichtet ist und Phosphodiesterbindungen
angreifen kann. AuBerdem konnte anhand der Struktur gezeigt werden, dass die C2-Doméanen der
beiden CAD Untereinheiten ein Interface ausbilden, das wichtig fur die Dimerisierung der
aktivierten DNase ist™°.

Fur DFF45 ist zudem die Struktur des C-Terminus verfigbar, die eine lange C-terminale a-Helix
(as-Helix, nach'?®) erkennen lasst. AuBerdem formt der C-Terminus zwei weitere a-Helices (a, und
ag), die durch eine Anzahl hydrophober Aminosédurereste (a,-Helix: Leu260, Val263; a3-Helix:
Leu271, Leu275; a,-Helix: Val285, GIn286, Cys289, Leu293) eng an die a,-Helix angelagert sind.

Eine zusatzliche a-Helix, die a;-Helix, ragt aus dieser Struktur heraus™®.
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— N-Terminus

a4-Helix

az-Helix

/

Abbildung 7: Struktur des C-Terminus von DFF45

C-Terminus

Die Struktur des C-Terminus (D3-Doméne; rot) von DFF45 umfasst vier a-Helices. Die fir die
Stabilisierung der Helixstruktur wichtigen hydrophoben Aminoséurereste sind orange dargestellt.
(Abbildung nach'?; pdb code; 1iyr)

1.4 Die Caspase-aktivierte DNase (CAD/DFF40)

Die Nuklease CAD (Caspase-aktivierte DNase) ist eine Zucker-spezifische Endonuklease, die um
ein Basenpaar versetzte Doppelstrangbriiche in der DNA hervorruft®™ *°. Einzelstrangige DNA oder
RNA sind keine Substrate fiir CAD und inhibieren die Spaltaktivitat des Enzyms*?. Gleiches gilt fur
anionische Polymere wie zum Beispiel Heparin'®. CAD ist ein basisches Protein, das aus
insgesamt 344 Aminosauren zusammengesetzt ist. Bisherige strukturelle Informationen zu CAD
lassen drei Doméanen vermuten. Die N-terminale C1-Doméne ist dabei der D1-Doméne von ICAD
homolog. AulRer bei CAD und ICAD findet man diese Doméane auch bei den CIDE-Proteinen,
wodurch in der Literatur haufig auch der Begriff CIDE-N-Domane fur die N-terminalen Doméanen
von ICAD und CAD verwendet wird. Interessanterweise stehen die CIDE-Proteine auch in
Verbindung mit Apoptose. Die C2-Démane (Aminosaurereste 86-131) formt, wie im vorherigen
Kapitel beschrieben, drei a-Helices und vermittelt wahrscheinlich die Homodimerisierung/
Homooligomerisierung von CAD Untereinheiten nach ihrer Aktivierung. Die Stochiometrie von CAD
ist in der Literatur unterschiedlich beschrieben, wie man anhand der Kristallstruktur von CAD
jedoch sehen kann (Abbildung 6), stellt die kleinste funktionelle Einheit der aktivierten Nuklease ein
Dimer dar'®. Die C3-Domé&ne (Aminosaurereste 132-328) beinhaltet das aktive Zentrum der
Nuklease. Wie bereits erwahnt gehért CAD zur Familie der BBa-Metall (Me)-Finger Nukleasen®.
Als allgemeine Base fungiert Histidin 263, das ein Wassermolekil fir den nukleophilen Angriff
aktiviert””. Ein zweites Histidin (His308) ist zusammen mit Asp262 an der Koordination des
katalytisch wichtigen Mg®* beteiligt™. Die Reste His242, Cys229, Cys238 und Cys307 sind wichtig
fur das Binden des fur die Struktur von CAD wichtigen Zn*-lons™®. Im Anschluss an den
C-terminalen loop der C3-Doméne tritt das C-terminale Ende heraus. Dieses verflgt Uber die
Kernlokalisationssequenz (NLS, nuclear location signal), die die Bindung von Importin-a
vermittelt™". In bisherigen Untersuchungen konnte auRerdem gezeigt werden, dass eine mit DNA
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prainkubierte Nuklease eine stimulierte Aktivitat zeigt und, dass CAD mit Topoisomerase Il q,
einem Chromatinprotein, das Helix Windungen von doppelstrangiger DNA spalten und auflockern
kann, interagiert'*® **!. Diese Interaktion stimuliert dabei ebenso die Aktivitat von CAD™*!. Weiter
wurden Interaktionen von CAD mit den Hitzeschockproteinen Hsc70 (heat-shock cognate protein
70) und Hsp40 (heat-shock protein 40), sowie mit Histon H2A.X (Core-Histon Variante) und
HMGBL1 (high-mobility group protein B1l) nachgewiesenm' 131134 | etztere Interaktion stimuliert
dabei, ebenso wie die Interaktion mit Topoisomerase Il a, die DNA Spaltung von CAD™!. Im
Gegensatz dazu inhibieren der Komplex aus Ebpl (Vermindert Zellwachstum) und AKT
(Unterdriickt Apoptose durch Phosphorylierung von Zielproteinen) sowie der Komplex aus
B23-PI3P (Protein B23, Nukleophosmin; PI3P, Phosphatidylinositol 3, 4, 5-triphosphat, second
messenger) die Nukleaseaktivitat">**’. Bei dem Protein B23 handelt es sich um ein Oncoprotein,
das in wachsenden Zellen und Tumorzellen Uberexprimiert und durch PI3P aktiviert wird. Kurzlich
konnte auBerdem gezeigt werden, dass CAD die Zelldifferenzierung vorantreibt, indem sie durch
gezielte Schnitte die chromosomale Umgebung bestimmter Promotor Regionen modifiziert und so
die Gen-Expression verandern kann'*®,

1.5 Der Inhibitor der DNase CAD

Im Gegensatz zu CAD ist der Inhibitor von CAD ein relativ saures nukleocytoplasmatisches
Protein. ICAD verfiigt Uber zwei Caspase (Caspase-3, Caspase-7) Spaltstellen, **DEPD™" und
“2IpAVD#*, Die aus der Spaltung resultierenden drei Fragmente (D1, D2, D3), die eine GréRe von
10-15 kDa haben, weisen eine relativ geringe Affinitat zur Nuklease auf und dissoziieren von
dieser. So haben BlAcore Untersuchungen mit immobilisierter Nuklease DFF40 ergeben, dass die
isolierte D1-Domaéane einen Kp-Wert von 18 uM, die isolierte D2-Doméane einen Kp-Wert von 6 uM
und die isolierte D3-Doméne einen Kp-Wert von 14 pM aufweist'®. Im Gegensatz dazu wurde fr
das volle Lange Protein DFF45 ein Kp-Wert im unteren nhanomolaren Bereich ermittelt™°. Da die
Fragmentierung von DNA ein effektiver Weg ist um Zellen absterben zu lassen, hat ICAD eine
auRerst wichtige Kontrollfunktion in nicht-apoptotischen Zellen inne. Diese Kontrolle findet auf
mehreren Ebenen statt. Zum einen verfigt ICAD Uber eine fir die Nuklease essentielle
Chaperon-dhnliche Aktivitat'*®. Zur Herstellung einer potentiell nukleolytisch aktiven Nuklease
muss die DNase CAD deshalb mit ihrem Inhibitor zusammen exprimiert werden (die Expression
von nur DFF40/CAD fuhrt zu einem inaktiven Enzym)64' 15141 7um anderen gewabhrleistet erst der
Inhibitor den Transport von CAD in den Zellkern, da fiir diesen Importin-a vermittelten Prozess das
Zusammenspiel beider Kernlokalisationssignale (von CAD und ICAD) notwendig ist'*" ™ %
Sobald der DFF-Komplex im Zellkern lokalisiert ist und sich in réumlicher Nahe zur chromosomalen
DNA befindet, zeigt sich nun die inhibitorische Wirkung von ICAD, die eine nukleolytische Aktivitat
von CAD unterbindet™™. Von ICAD existieren zwei Isoformen, eine Kleinere und eine GroRere. Sie
werden ausgehend von zwei verschiedenen mRNAs translatiert, die durch alternatives Splei3en
entstehen. Die kleinere Isoform, ICAD-S (DFF35), lasst im Vergleich zur gré3eren Isoform, ICAD-L
(DFF45), einen verkirzten C-Terminus erkennen und besteht nicht wie ICAD-L aus 331
Aminosauren, sondern lediglich aus 265 Aminosauren. Dabei sind beide Proteine bis zur
Aminosaure Glu261 identisch aufgebaut. Bei ICAD-S schlie3t sich nun C-terminal die Sequenz
262-VGKN-265 an, die kein Kernlokalisationssignal beinhaltet. Es wird vermutet, dass diese kurze
Sequenz die a,-Helix (a-Helix nach'?®) komplettiert. Der weitere C-terminale Aufbau von ICAD-L
(DFF45) wurde bereits in 1.3.1.1 nadher beschrieben. Interessanterweise wirkt eine solche
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Verklrzung der C-terminalen Doméane auf die Chaperon-&hnliche Eigenschaft von ICAD, denn

ICAD-S verfugt nur noch Uber eine sehr geringe Chaperon-éhnliche Aktivitat™*,

AS
] a3t

DFF45/
“y ot [(ovomesoomane [ oamnesorecte pomane [ ortem. oonare | -

AS
|
ICADS

Abbildung 8: Schematische Darstellung der beiden ICAD Isoformen

Gezeigt ist die schematische lllustration der beiden ICAD Isoformen ICAD-S (orange) und ICAD-L
(rot). Die Einteilung der Doménen erfolgte nach deren funktionellen Eigenschaften. Die beiden
Isoformen werden ausgehend von zwei verschiedenen mRNAs translatiert, die durch alternatives
SpleilRen entstehen. ICAD-S verfiigt Gber einen verkirzten C-Terminus.

Eine weitere sehr interessante Beobachtung beziiglich der Chaperon-éhnlichen Aktivitat von ICAD
konnten Xiao et al. machen™. In diesen Untersuchungen wurden die Caspase Spaltstellen von
ICAD durch TEV-Protease Spaltstellen substituiert, was zur Folge hatte, dass die Nuklease
keinerlei Spaltaktivitat mehr erkennen liel3. In diesen Experimenten wurde ICAD entsprechend mit
TEV-Protease inkubiert und so erfolgreich von CAD abgespalten. Xiao et al. schlossen daraus auf
eine Beteiligung der Caspase Spaltstellen an der Chaperon-ahnlichen Aktivitat von ICAD***. Eine
Beteiligung weiterer Region an der Faltungshelferaktivitat von ICAD, neben dem C-Terminus,
kénnte die residuelle Faltungshelferaktivitdit von ICAD-S erklaren. Da ICAD-S Uber kein
Kernlokalisationssignal verfugt, ist es im Cytoplasma zu finden® **°. Dementsprechend ist auch
der Komplex aus ICAD-S/DFF35 und CAD/DFF40 cytoplasmatisch**®. Generell stellt sich die Frage
warum es eine zweite Isoform des Inhibitors gibt. Diskutiert wird diese Frage von Gu et al., die in
ICAD-S hauptséachlich eine Art back-up System sehen, das als Alternative zu ICAD-L die Nuklease
CAD inhibieren und kontrollieren kann'®. Interessanterweise konnte jedoch gezeigt werden, dass
die Verteilung von ICAD-S und ICAD-L in bestimmten Organen und Geweben sehr unterschiedlich
ist. So konnte im menschlichen Gehirn, aber auch in anderen Organen der Ratte, exklusiv nur
ICAD-S nachgewiesen werden'®. Eventuell wird in diesen Geweben/Organen die geringere
Faltungshelferaktivitdt von ICAD-S durch andere ,Helferproteine” kompensiert. Die Beobachtungen
zeigen jedoch, dass die Funktion von ICAD-S nicht einzig als back-up verstanden werden kann. Im
Zuge der Untersuchungen zur Faltung und Aktivitdt von CAD wurde weiter festgestellt, dass Hsc70
und Hsp40 denaturierte CAD zwar wieder riickfalten kénnen, jedoch keine enzymatische Aktivitat
wieder herstellen konnten. Im Gegensatz dazu wurde beobachtet, dass ICAD alleine zwar die
Aggregation von CAD nicht verhindern konnte, im Zusammenspiel mit Hsc70 und Hsp40 konnte
CAD jedoch riickgefaltet und auRerdem wieder enzymatisch aktiv werden'®. Diese Erkenntnisse
sprechen dafir, dass ICAD CAD erst erkennt, sobald sich dieses schon in einem fast-nativen
Zustand befindet und im Anschluss eine Art ,fine-tuning“ durchfiihrt, die CAD eine katalytische
Aktivitat gewahrleistet'®. Eine Einteilung von ICAD in Domanen ist zum einen tber die bereits
erwahnten Caspase Spaltstellen mdglich. Durch diese Einteilung ergeben sich drei Doméanen, die
den ICAD Fragmenten nach Caspase-3/7 Spaltung entsprechen (D1, D2, D3). Eine weitere
Mdglichkeit stellt die Einteilung nach funktionellen Eigenschaften dar. Auch hier wiirde sich eine
Unterteilung in drei Domanen anbieten, ist doch bekannt, dass die N-terminale Doméane (AS 1-85)
der Bindung von CAD dient, die C-terminale Doméne (AS 239-331) eine Chaperon-ahnliche
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Aktivitat aufweist und der mittlere Abschnitt mit der Inhibition von CAD in Verbindung gebracht
Wird122, 147, 148

normal cell
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Abbildung 9: Darstellung des DFF Lebenszyklus

Gezeigt ist eine Ubersicht des DFF Lebenszyklus. Die Struktur und Stochiometrie der Untereinheiten
von DFF sowie deren intrazellulare Lokalisation in “normalen® und apoptotischen Zellen (jeweils tUber
und unter der horizontalen Linie) sind schematisch dargestellt. lllustriert sind ebenfalls die
Interaktionspartner des DFF-Komplexes. Die aktivierte Nuklease CAD/DFF40 wird vom Komplex
Ebpl-AKT und B23-PI3P gehemmt'®> °  Interaktionen mit Topoisomerase Il a und HMGB1
hlngegen stimulieren die Aktivitat der Nuklease. Die Aktivierung erfolgt durch apoptotische Stimuli.
QueIIe

1.6 Die Inhibition von Nukleasen

Die Kontrolle potentiell toxischer Proteine, wie es z.B. Nukleasen sind, ist eine fir den
Wirtsorganismus Uberlebenswichtige Aufgabe. So haben Bakterien im Laufe der Evolution
ausgekliigelte Mechanismen entwickelt, um sich dagegen zu schiitzen und diese Enzyme gezielt
einsetzen zu kénnen. Die Aktivitdt mancher Nukleasen, wie zum Beispiel die der Serratia Nuklease
aus Serratia marcescens, wird durch die Ausbildung von Disulfidbriicken reguliert“g. Aufgrund des
reduzierenden Milieus in der Zelle entstehen diese nur nach der Sekretion, im Zellinneren ist die
Nuklease somit inaktiv. In anderen Féllen, auf die im Folgenden ndher eingegangen werden soll,
hat die Natur hochspezifische Proteine entwickelt, die die Aktivitat der Nukleasen inhibieren. Dabei
verwenden solche proteinogenen Inhibitoren, zu denen zum Beispiel Im7, NuiA und EndoGl
gehdren, zum Teil grundverschiedene Strategien. Der Inhibitor Im7 (immunity protein 7) hemmt das
E. coli Toxin Colicin E7 beispielsweise iiber einen so genannten exosite Mechanismus™’. Hierbei
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kontaktiert das relativ saure Protein Im7 die Nuklease Colicin E7 hauptsachlich in einer bestimmten
basischen Region, die sich weit entfernt vom aktiven Zentrum befindet. Dabei konnte gezeigt
werden, dass die Bindung von Im7 keinen allosterischen Effekt induziert**. Interessanterweise
bindet Colicin E7 (ColE7) in der Nahe dieser Region auch die zu spaltende Substrat-DNA. Dies
lasst vermuten, dass der Im7 -Inhibitor die Endonuklease ColE7 hemmt, indem er das
elektrostatische Umfeld der DNA Binderegion so verandert, dass die negativ geladene
Substrat-DNA abgestoRen wird. Der Komplex aus ColE7 und Im7 ist folglich nicht in der Lage DNA

Abbildung 10: Gesamtstruktur des dEndoG/dEndoGIl-Komplexes

Der erste Abschnitt (links im Bild) zeigt den dEndoG/dEndoGI Komplex. Die a-Helices von dEndoG
sind in lila, die B-Strédnge des zentralen B-Faltblatts in cyan dargestellt. Die beiden 3-Strange, die an
der Metallionbindung beteiligt sind, sind gelb hervorgehoben. Das gebundene Metallion ist als
orangene Kugel illustriert. Die Domanel (Doml) und Domé&ne2 (Dom?2) von EndoGl (braun
dargestellt) umspannen das dEndoG Dimer. Die linker-Struktur, die die beiden EndoGlI Doménen
verbindet, wiirde beim Arg174 der Dom1 beginnen und die Polypeptidkette mit Leu219 der Dom2
verbinden. Der zweite Abschnitt (rechts im Bild) entspricht Abschnittl, jedoch wurde die Darstellung
um 90°C gedreht. Quelle™’

%2 Der Inhibitor NuiA hingegen komplexiert in der Zelle mit Nuklease A (NucA), einer
153, 154

Zu binden
unspezifischen Endonuklease aus Anabaena sp. und kontrolliert so die Aktivitat von NucA
Dabei zeigt die NucA-NuiA Kristallstruktur, dass NuiA direkt mit dem katalytisch wichtigen Metallion
Mg2+ und Aminosaureresten des aktiven Zentrums von NucA interagiertlss. EndoGI besteht aus
zwei sehr @hnlichen Domanen, die Uber eine Polypeptidkette miteinander verbunden sind. Dabei
bindet ein EndoGl Molekiil zwei EndoG Molekiile'®®. Wie anhand der kiirzlich verdffentlichten
Kristallstruktur gezeigt werden konnte (siehe Abbildung 10), inhibiert EndoGl die mitochondriale
Nuklease EndoG in zweierlei Hinsicht. Zum einen wird durch den Inhibitor das aktive Zentrum von
EndoG blockiert und zum anderen wird im Komplex aus EndoGl und EndoG die Oligonukleotid

Bindung gehemmtm.
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1.7 Hochspezifische Nukleasen in der Gentherapie

Hochspezifische Nukleasen, zu denen die so genannten homing-Endonukleasen gehéren,
erkennen sehr spezifisch DNA-Sequenzen und kénnen so prazise Schnitte im Genom vollziehen.
In Verbindung mit der Gentherapie, bei der defekte Gene durch gesunde Gene in der Zelle eines
Individuums tber homologe Rekombination ersetzt werden, um Erbkrankheiten oder Gendefekte
zu behandeln, kénnten diese Nukleasen ein niltzliches Werkzeug sein, da ein spezifischer
Doppelstrangbruch die homologe Rekombination um mehrere Gréf3enordnungen stimuliert. Neben
den naturlichen hochspezifischen Nukleasen werden zurzeit auch malgeschneiderte
hochspezifische Nukleasen entwickelt. Als Bespiel waren hier die Zinkfingernukleasen (ZFN) zu
nennen, die aus einer katalytischen Doméne (z.B. der Spaltdomé&ne von Fokl) und einer
hochspezifischen DNA-Bindedomane (Zinkfingerprotein) zusammen gesetzt sind'*®. Sobald zwei
ZFN-Monomere in rdumlicher Nahe und richtiger Orientierung an die DNA binden, kdnnen die
beiden Fokl-Untereinheiten dimerisieren und katalytisch aktiv werden (die aktive Form von Fokl ist
ein Dimer)lsg. Als problematisch erwies sich bisher bei diesen maligeschneiderten
hochspezifischen Nukleasen jedoch das so genannte off-site cleavage, also das Spalten von nicht
adressierter DNA, aufgrund eines unkontrollierten Dimerisierens der Fokl-Untereinheiten*®®. Eine

solche unkontrollierte DNA Spaltung ist fiir die Zelle hochtoxisch™®°.

Cleavage A, R‘th ZFF

DNA

Cleavage

Abbildung 11: DNA Erkennung und Spaltung einer Zinkfinger-Nuklease

Gezeigt ist die Skizze einer Zinkfinger-Nuklease, die an die Ziel-DNA gebunden ist. Jede ZFN
besteht aus der katalytischen Doméane (cleavage domain) von Fokl, die an ein Zink-Fingerprotein
(ZFP) gebunden ist. Die Zink-Fingerproteine erkennen jeweils spezifisch die linke oder rechte
DNA-Sequenz (blaue und rote Felder). Sobald beide Zink-Fingerproteine an die DNA gebunden
sind, kdnnen die Fokl Doméanen dimerisieren und die DNA spalten. Abbildung nach 158,
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1.8 Ziel dieser Arbeit

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten die Wechselwirkungen der beiden
Protein-Untereinheiten des DFF-Komplexes, CAD und ICAD, nadher biochemisch analysiert
werden. Im priméren Fokus stand hierbei der Mechanismus der Inhibition der Caspase-aktivierten
DNase durch ihren Inhibitor ICAD. Da bis dato noch keine komplette Struktur des DFF-Komplexes
verflgbar ist, sollten mogliche Protein-Protein-Wechselwirkungen unter anderem auf Basis der
SPOT (peptide array) Methode untersucht werden. In anderen Ansétzen, zum Teil ausgehend von
den Ergebnissen der SPOT Methode, sollte in so genannten Inhibitionsversuchen Uberpruft
werden, ob mutierte ICAD Proteine noch in der Lage sind, die Nuklease CAD zu inhibieren. Weiter
sollten ICAD-abgeleitete Peptide synthetisiert werden, um zu ermitteln, ob diese eine inhibitorische
Wirkung entfalten. Neuere Erkenntnisse legen dar, dass die Chaperon-ahnliche Aktivitat von ICAD
nicht nur von dessen C-terminaler Domane vermittelt wird. Daher sollte im Zuge der
biochemischen Charakterisierung der Wechselwirkungen von CAD und ICAD auch Uberpruft
werden, inwiefern Mutationen, die au3erhalb der C-terminalen Doméane von ICAD liegen, einen
Einfluss auf die korrekte Faltung der Nuklease CAD haben. Weiter sollte das bereits in der
Arbeitsgruppe  laufende  Projekt der Kristallisation des DFF-Komplexes bzw. der
DFF-Untereinheiten fortgefiihrt werden und durch neue Expressionssysteme und Techniken
ausgedehnt werden.

Da die bisher in der Literatur beschriebenen mafigeschneiderten hochspezifischen Nukleasen, wie
z.B. die Zinkfingernukleasen eine hohe Zytotoxizitdt aufweisen, bestand ein weiteres, jedoch
untergeordnetes, Teilprojekt darin, die unspezifische DNase CAD an die hochspezifische,

N N

CAD CAD

Ziel-DNA Ziel-DNA

ARV R
4 ——

linker DNA

linke 1-Scel rechte I-Scel
Erkennungssequenz Erkennungssequenz

Abbildung 12: Schematische Illustration des Fusionsproteins CAD-I-Scel

Dargestellt ist das dimerisierte Fusionsprotein CAD-I-Scel (CAD, blau; I-Scel, braun) gebunden an
I-Scel spezifische DNA. Die Ziel-DNA verfugte Uber zwei I-Scel Erkennungssequenzen (linke und
rechte Erkennungssequenz; die Orientierung der Erkennungssequenzen ist mit einem Pfeil markiert),
die durch eine linker-DNA Sequenz voneinander getrennt sind. Die aktiven Zentren von CAD sind
jeweils mit einem gelben Stern illustriert. Die proteinogene linker-Region (AS-Sequenz: GGGGS)
zwischen CAD (blau) und I-Scel (braun) ist als gestrichelte Linie dargestellt. Die spezifische Spaltung
eines solchen Substrats sollte zwischen den beiden I-Scel Erkennungssequenzen erfolgen (roter Pfeil).
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monomere homing-Endonuklease I-Scel zu fusionieren'®*. Ahnlich wie bei den Zinkfingernukleasen

sollte hierbei CAD den Part der DNA Spaltung libernehmen (entspricht der Funktion von Fokl) und
I-Scel als hochspezifisches DNA-Bindeprotein (18 bp Erkennungssequenz) eingesetzt werden
(entspricht der Funktion des Zinkfinger Proteins)lez. Aus diesem Grund sollte eine CAD Variante
verwendet werden, die kaum noch in der Lage ist DNA zu binden (CAD R250A) und eine I-Scel
Variante eingesetzt werden, die keine katalytische Aktivitdt mehr zeigt (I-Scel D44S). Nach dem
Herstellen des Fusionproteins sollte zunachst tberprift werden, ob eine stabile Expression méglich
ist. AnschlieRend sollte experimentell bestimmt werden, ob das Fusionskonstrukt in der Lage ist,
DNA spezifisch zu binden. Weiter sollte analysiert werden, ob das Protein CAD-I-Scel DNA
spezifisch spalten kann. Dazu sollte eine Substrat-DNA hergestellt werden, die Uber zwei I-Scel
Erkennungssequenzen verfigt, um so, wie im Falle der Zinkfingernukleasen, ein Dimerisieren der
beiden Monomere in rAumlicher N&he zur DNA, nach Aktivierung von CAD, zu gewdhrleisten. Ein
solches Fusionsprotein kénnte spater als Werkzeug in der Gentherapie eingesetzt werden. Gerade
im Hinblick auf das Problem der Zytotoxizitat bisheriger maf3geschneiderter, hochspezifischer
Nukleasen konnte ein Vorteil von CAD als katalytische Einheit sein, dass diese DNase Uber ihren
Inhibitor kontrolliert werden kann. AufRerdem ist CAD, im Gegensatz zu Fokl, einer Nuklease aus
dem Flavobacterium okeanokoites, ein Enzym, das natlrlicherweise chromosomale DNA als
Substrat spaltet.
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Material und Methoden

2.Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Gerate

Die in der folgenden Liste alphabetisch aufgefiihrten Gerate wurden im Rahmen der vorliegenden
Arbeit verwendet. Standardgerate eines biochemischen Labors, wie zum Beispiel Pipetten oder
Vortexer wurden nicht aufgelistet.

Gerat

Hersteller

Autoklav

BioDocAnalyze

Biosys 2000 Series-HPLC-System
Blotter Blue Flash Semi-dry
Brutschrank

Centrifugal Filter Units
Electrophoresis Power Supply-EPS 3500
Elektrophoresekammer, horizontal
Elektrophoresekammer, vertikal
Elektroporationskivetten
Elektroporator Easyject

Fluoromax-4

GeneAmp PCR System 2400
Heizblock

HiTrap Phenyl Sepharose FF Saule
HiTrap™ Heparin Saule
HPLC-Gerat AKTA purifier

Innova 40 Luftschittler

Innova 4000 Luftschttler

Instant Imager

J-710 Spektropolarimeter
Kuhlzentrifuge J2-HS Centrifuge
Kuhlzentrifuge J6-HC Centrifuge
Liquid Scintillation Analyzer 1600 TR
Magnetrihrer REO

MonoQ-HR 5.5 Saule

ND-1000 Spectrophotometer Nano Drop
pH-Messelektrode N6280

pH-Meter 761 Calimatic

Seralpur PRO 90 CN-Reinstwasseranlage
Sonifier 250

Tecnomara/Integra Biosciences
Biometra

Beckman

Serva

Mommsen

Millipore

Pharmacia Biotech
Biometra, Serva

Oowl

Peqglab

EquiBio

Horiba Jobin-Yvon
Perkin Elmer, Applied Biosystems
Techne

GE Healthcare

GE Healthcare

GE Healthcare

New Brunswick Scientific
New Brunswick Scientific
Canberra-Packard

Jasco

Beckman

Beckman
Canberra-Packard
Janke & Kunkel/lkamak
Pharmacia

PeqLab

Schott

Knick

Seral

Branson
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Spectrophotometer U-3000

Sterilbank Bio 48

Superdex 200 10/300 GE Gelfiltrationssaule
The Belly-Dancer

Thermal Cycler T-personal

Thermomixer

Tischzentrifuge Centrifuge 5417C
Tischzentrifuge MiniSpin

Tischzentrifuge Sorvall MC122V
Vakuumzentrifuge Hetovac VR-1

Hitachi

Faster

GE Healthcare

Stovall, Life Science Inc.
Whatman Biometra
Eppendorf

Eppendorf

Eppendorf

Du Pont

HETO

2.1.2 Chemikalien

Im Folgenden werden, die wéahrend dieser Arbeit verwendeten, Chemikalien alphabetisch
aufgelistet. Die Chemikalien besaf3en den Reinigungsgrad pro analysi (p.a.).

Chemikalie Hersteller
2-Mercaptoethanol Merck
Acrylamid 40% Mix 1:29 AppliChem
Agar AppliChem
Agarose Eurogentec
Aluminiumsulfat Hydrat AppliChem
Ammoniumpersulfat Merck
Ampicillin-Natriumsalz AppliChem
Borsaure Merck
Bromphenolblau Merck
BSA Sigma
Caspase Inhibitor Sigma
Chaps AppliChem
Chloramphenicol AppliChem
Coomassie © Brilliant blue G250 AppliChem
D-Desthiobiotin Merck
di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat Merck
DMSO Merck
dNTP Set Fermentas
DTT AppliChem
EDTA AppliChem
EGTA AppliChem
Essigsaure Roth
Ethanol Merck
Ethidium Bromid Roth
Glutathion (reduziert) Merck
Glutathion Sepharose Amersham Bioscience
Glycerin AppliChem
Glycin Merck
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Hefeextrakt AppliChem
HEPES AppliChem
Imidazol Merck
IPTG AppliChem
Kaliumacetat AppliChem
Kanamycinsulfat AppliChem
Magermilchpulver AppliChem
Magnesiumacetat Merck
Magnesiumchlorid Merck
MES-Monohydrat AppliChem
Methanol Merck
Natriumacetat AppliChem
Natriumchlorid Merck
Natriumdihydrogenphosphat Merck
Ni**-NTA-Agarose Qiagen
Ortho-Phosphorséaure Roth
PMSF AppliChem
Polyethylenglycol Merck
Salzsaure Merck
SDS Roth
TEMED Merck
Tetracyclin-Hydrochlorid AppliChem
Tris AppliChem
Triton X100 Merck
Trypton AppliChem
Tween 20 Merck

2.1.3 Radiochemikalien

[0(-32P]-dATP wurde von der Firma Hartmann Analytic (Braunschweig) bezogen.
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2.1.4 GrofRenstandards

2141

Page Ruler” Unstained Protein Ladder:

PageRuler™ Unstained
Protein Ladder

TTTTITTTT

33 888 5 u83nenad B

L1 COE TR

3 3
8-16% Tris-glycine SDS-PAGE
Stained with PageBlua™ Protein Deatection with
Staining Solution (#R30571) Strap-Tactin®-AP corjugate

(Quelle: Fermentas)

2.1.4.2

GeneRuler” 1kb DNA Ladder (Fermentas):

bp no/0.5u0 %

10000 300 6.0
ao00 J00  ep
—— A
e A0O0 300 &0
— R
= ey 2500 250 50
o - 2000 250 &0
% ] — 1700 250 A0
2 Kgund — 1000 600 120
E 70 2A0 A0
= 500 250 A0
- 250 250 50
2
=
=

0.5pgflane, Ban lengih gel,
15 TAE, FWiem, 45min

(Quelle: Fermentas)

Protein GroRenstandards

DNA GrofRRenstandards

pUC Mix Marker, 8 (Fermentas):

pUC Mix Marker, 8

Range
17 fragments (n bp): 11
404, 331, 242, 190, 147

bp ng/0.5 pg e bp
1118
a51
132
108
8.5
a 124 :
= 100 31
-3 8.2 -
b= 6.0 242
5:, 4.7
p= 3.7 190
= 28
= 2.7 147
5 a
= 1.7 — 111
= 110
=
-
—
0.5 po/lane, 8 cm kength g, — 67
1XTBE, Svaem, 1.5 h =
= — 24,34
0.5 potans, 20 om kagth o,
IXTAE, 8Wem. 3 h

. 111, 110, 67, 34, 34, =6

18, 881, 692, 501**, 489*",

Neben den Standards der Firma Fermentas wurde teilweise auch der

Firma NEB verwendet:

1 kb DNA Standard der
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1 kb DNA ladder (NEB):

Kilobases Mass ing)

— 100 42
2.0 42
6.0 50
5.0 42
— 4.0 X
20 125
2.0 48
1.5 26
— 1.0 42
— 05 42
2.1.5 Enzyme
2.151

(Quelle: NEB)

Restriktionsenzyme

Enzym Hersteller Erkennungssequenz
Agel Fermentas 5...A|CCGGT...3

Bfal NEB 5...C|TAG...3

Ball Fermentas 5"...GCCNNNN|NGGC...3’
Bglll Fermentas 5...A|GATCT...3

Blpl Fermentas 5...GC|TNAGC...3
BoxI Fermentas 5°...GACNN|NNG...3'TC
Dpnl Fermentas 5...GA"®|TC...3°

Eagl Fermentas 5...C|GGCCG...3

Ehel Fermentas 5...GGC|GCC...3
FastDigest  BamHI Fermentas 5'...G|GATCC...3’
FastDigest ~ Sall Fermentas 5'...G|TCGAC...3’

Mfel Fermentas 5...Cl|AATTG...3’

Ncol Fermentas 5...C|CATGG...3

Nhel Fermentas 5...G|CTAGC...3

Notl NEB 5'...GC|GGCCGC...3
Rsal Fermentas 5...GT|AC...&

Sall Fermentas 5...G|TCGAC...3

Xhol NEB 5...C|TCGAG...3

Xmal Fermentas 5...C|CCGGG...3

Fur die Restriktionsverdau-Ansatze wurden, den Anweisungen der Hersteller entsprechend, die
empfohlenen Puffer verwendet. Die jeweilige Schnittstelle der Restriktionsenzyme innerhalb der
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Erkennungssequenz wurde mit einem Pfeil gekennzeichnet. Die Methylierung einer Base in der
Erkennungssequenz wurde mit einem hochgestellten CH3; angedeutet.

2.1.5.2 Proteasen und DNA-modifizierende Enzyme

Enzym Hersteller
Caspase-3 Eigenherstellung
Pfu DNA-Polymerase Eigenherstellung
T4 DNA Ligase Fermentas

Tag DNA-Polymerase Eigenherstellung
TEV-Protease MoBiTec
Thrombin GE Healthcare

2.1.5.3 Homing-Endonukleasen

Enzym Hersteller Erkennungssequenz

I-Scel (D44S) Eigenherstellung 5...TAGGGATAA |CAGGGTAAT...3’
3"...ATCCC|TATTGTCCCATTA...5

2.1.6 Oligonukleotide

Folgende alphabetisch geordnete Oligonukleotide wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit zum
Einbringen von Mutationen oder zwecks screening verwendet:

Name Sequenz
3'ICAD-L ACTGAGGGCAGCTTTGGACTC
3'ICADS (Notl) GCGGCGGCCGCCTAGTTCTTGCCCACCTCCAAATCC

. GAACCCGGGCTAGTTCTTGCCCACCTCCAAATCCTGACTAGAT
3 ICADS_Ende_Xmal

AAACT

3’ shift CAD-IScel CGAAATTAACCCTCACTAAAGGGAACAAAAG
3ICADL (Bglll) AGAAGATCTCTACGAGGAGTCTCGTTTG
3’'ICADL_rbs_Ehel GGCGGCGCCTTCCTAGATCTCTACGAGGAGTCTCGTTTG
3’IScel GCGGCGGCCGCGTCGACGCTAGCACCGGTTGAACCACCACC
(linker_Agel_Nhel_Sall_Notl) ACCTTTCAGGAAAGTTTCGGAGGAGATAGT

GCGGCGGCCGCGTCGACGCTAGCACCGGTTGAACCACCACC

3’IScel(Agel_Nhel_Sall_Notl)
ACCGCTAGCTTTCAGGAAAGTTTCGGAGGAGATAGT

24



Material und Methoden

3’IScel_Notl

GTAGCGGCCGCTTTCAGGAAAGTTTCGGAGGAGATAGT

3’'mCAD CadSce
(Agel_Nhel_Sall_Notl)

GCGGCGGCCGCGTCGACGCTAGCACCGGTTGAACCACCACC
ACCGCTAGCGCGCTTCCGAGCAGGGCGCTTCTT

3'mCAD(Sall)

GTCGTCGACCTAGCGCTTCCGAGCAGGGCG

5 ICAD 143EED145 to
143AAA145 (Notl)

ATCCTGCTGTCAGCGGCCGCCCTCCAAGCGCTC

5 1CAD D145R (Blpl)

ATCATCCTGCTGAGCGAAGAGCGGCTCCAAGCGCTC

5'ICAD E143R (Blpl)

ATCATCCTGCTGAGCCGGGAGGACCTCCAA

5°ICAD HisTag (Ncol)

CCACCATGGAACATCATCATCACCATCACGGATCCGATTAC

5’shift Cad-IScel

GTGAATTGTAATACGACTCACTATAGGGCGA

5'1CAD-Ncol

CCACCATGGAGCTGTCGCGGGGA

Caspase TEV Insert (BamH1)

GATGAGCCGGACGAAAACCTGTATTTTCAGAGCGGATCCAGG
GCAGGG

Caspase TEV Insert 2nd site

(Rsal)

GATGCAGTTGACGAAAACCTGTACTTTCAGAGCGGCACAGGC
GTCGGC

chaperon 1.1 DtoA (Eagl)

TTTGAGGCGGCCGAGCCGGAC

chaperon 1.2 EtoA (Rsal)

GCAGATGCCCCGGACGAAAACCTGTACTTTCAGAGC

chaperon 1.3 PtoA (Bgll)

GCCGATGAGGCCGACGAAAAC

chaperon 1.4 DtoA (Rsal)

GAGCCGGCCGAAAACCTGTACTTTCAGAGCGGA

chaperon 2.1 DtoA (Sall)

GAAGAGCTGGCCGCAGTCGACGAAAACCTG

chaperon 2.3 VtoA (Eagl)

CTGGATGCGGCCGACGAAAACCTG

chaperon 2.4 D to A (BoxI)

GATGCAGTTGCCGAAAACCTGTACTTTCAGAGCGGGACAGGC
GTCGGCAGAGAG

Fd-term-rev

TCTCCAAAAAAAAAGCTCCA

ICAD E193R (Mfel)

CGCCAGTCCAAGCAATTGCTGCGACTTTACCTCCAG

ICAD Q190A (Xbal)

CCGCCAGTCCAAGGCACTTCTAGAACTTTACCTC

ICAD Q190P (Bcgl)

AGCCCGCCAGTCGAAGCCACTGCTGGAACTTTAC

ICAD Y195A (Bgll)

CTCCTGGAACTTGCCCTCCAGGCCTTG

ICAD Y195P (Xhol)

CAAGCAGCTCCTCGAGCTTCCACTCCAGGCCTTG

ICADfor

CCACCATGGAGCTGTCGCGGGGA

ICADrev

GTCGTCGACTTATCGCTGTGGTTCCCCAGG

ICADS Ende rev

CAACAATTGGTCGACGCGGCCGCCTAGTTCTTGCCCACCTCC
AAATCCTGACTAGATAAACT

AGAAGATCTCTCTAATATTACCCTGTTATCCCTAGCGTAACTAG

IR17down
AGCTCCAGCTTTTGTTCCCT

IR17up AGAAGATCTAGCTATATTACCCTGTTATCCCTAGCGTACTCGG
TACCCAATTCGCCCTATAG

IR23down GCTGCTAGCCCTCTTAATATTACCCTGTTATCCCTAGCGTAACT
AGAGCTCCAGCTTTTGTTCCCT

IR23up GCTGCTAGCCCAGTTTAATATTACCCTGTTATCCCTAGCGTAC

CAGGTACCCAATTCGCCCTATAG
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long pBSKAflIII

ACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTC

long pBSKNael

GCCGGCGAACGTGGCGAGAAAGGAAGGGAAG

omp 3 CGCAGTAGCGGTAAACGGCAG

omp 5 GAGTTATTTTACCACTCCCTATCAG
pGEX2Tfor CATCCTCCAAAATCGGAT

pGEX2Trev GGTTTTCACCGTCATCAC

PL_for CCCCCCGGGCTCACTTTCTGGCTGGAT

gelabeltes Oligonukleotid

5" 6Fam-CAAGATATCCAGCTGCCCCCCCCCCAGCTGGATATCT

TG 3'BHQ
2.1.7 Kits
Kit Hersteller Verwendungszweck
Wizard® Plus SV Miniprep Promega Isolation von high-quality Plasmid-DNA im Kkleinen

DNA Purification System

Maf3stab (aus einer 3 ml E. coli Kultur)

Pure Yield™ Plasmid Promega Isolation von high-quality Plasmid-DNA im mittleren
Midiprep System bis groRen Mal3stab (aus einer 250 ml E. coli Kultur)
Pure Yield™ Plasmid Promega Isolation von high-quality Plasmid-DNA im grof3en
Maxiprep System Maf3stab (aus einer 500 ml E. coli Kultur)

Wizard® SV Gel and PCR Promega Reinigung von PCR-, Ligations- und Spaltansatzen
Clean-Up System

Z-competent E. coli Zymo Erstellen von Z-kompetenten Zellen

Transformation Kit & Buffer Research

Set

2.1.8 Antikorper

Antikorper

Hersteller

anti-GST Antikorper

anti-goat Antikorper

(horseradish peroxidase conjugated)

Anti-FLAG®

(horseradish peroxidase conjugated)

Pharmacia Biotech

Boehringer Mannheim

Sigma

26



Material und Methoden

2.1.9 Fluorophore

Fluorophor Eigenschaften

5'-terminaler 6-FAM Absorptionswellenlange von 495 nm und eine Emissionswellenléange
(6-Carboxyfluorescein) von 517 nm

3'-terminaler BHQ-1 BHQ-1 ist ein sehr effizienter Dark Quencher fir Molecular Beacons
(Black Hole Quencher) und FRET Sonden mit einer exzellenten spektralen Abdeckung aller

Farbstoffe im griinen bis dunkel-gelben Emissionsbereich. Quenching
Bereich: 480-580 nm

2.2 Mikrobiologisches Arbeiten

Alle mikrobiologischen Arbeiten, die im Rahmen der vorliegenden Arbeit getatigt wurden, wurden
unter einer sterilen Werkbank, in einer keimfreien Umgebung durchgefihrt. Es wurden auf3erdem
keimfreie Gerate verwendet, die in einem gasdichten Druckbehélter (Autoklav) unter hohem Druck
erhitzt (121°C, 2.5 bar) wurden. Die verwendeten Bakterienstdmme waren hierbei verschiedene
Stamme des Enterobakteriums Escherichia coli (E. coli).

2.2.1 Nahrmedium zur Anzucht von E. coli Stammen

Die verschiedenen E. coli Stamme wurden in LB-Medium (lysogeny broth) angezogen. LB-Medium
setzt sich aus folgenden Komponenten zusammen:

LB-Medium:
10 g Caseinhydrolysat, 5 g Hefeextrakt, 10 g NaCl, pH 7.5 durch Titration von NaOH, durch
Zugabe von H,0O auf ein Gesamtvolumen von 1 Liter auffiillen

Damit ist LB-Medium ein vollwertiges N&hrmedium fir Bakterien. Fur die Herstellung von
Festmedien in Petrischalen wurde das ansonsten flissige LB-Vollmedium erwarmt, mit 1,5 % (w/v)
Bacto-Agar versetzt und dann in Petrischalen gegeben. Nach dem Abkihlen und Festwerden
wurden die Petrischalen bei 4°C im Kuhlraum gelagert. Zur Herstellung von Selektivmedien in
Petrischalen wurde vor dem Befiillen der Petrischalen das LB-Medium mit den entsprechenden
Antibiotika versetzt. Dabei sind die jeweiligen Antibiotikum-Konzentrationen vom Antibiotikum
abhéngig; fur Ampicillin betrug die Endkonzentration 150 pg/ml, fir Tetracyclin 10 pg/ml, fur
Kanamycin 25 pg/ml und fur Chloramphenicol 30 pg/ml.
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2.2.2 E. coli Stamme

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die folgenden E. coli Stdmme fur Klonierungs- und
Expressionszwecke eingesetzt. Die Liste beinhaltet neben dem Stammnamen auch den Genotyp
und die jeweiligen Eigenschaften bzw. Verwendungsgrinde. Generell erfolgte die Anzucht
kleinerer Bakterien-Flissigmediumkulturen (3 ml) in Glasréhrchen, groRBere Flussigkulturen
(500 ml) wurden in Schikanekolben oder normalen Kolben angezogen, wobei das Beheizen der
Flussigmediumkulturen entweder im Wasserbad oder im Luftschittler stattfand. Im Gegensatz
dazu erfolgte die Anzucht von Bakterien auf Festmedium in einer Petrischale im Brutschrank.
Teilweise wurden auch Flussigkulturen im 10 L Fermenter Maf3stab angesetzt.

Stamm  Genotyp Eigenschaften

TGE [F, su-1, ilv-1, Mit dem E. coli Stamm TGE 900 ist es mdglich die

900 bio(Aclts857ABamAH1)] Transkription von Genen, die unter Kontrolle eines
AP_-Promotors stehen, durch eine

Temperaturerhdhung von 28°C auf 42°C
anzuschalten. Der Grund hierflr ist die Fahigkeit
dieses Stammes eine temperatursensitive Variante
des A-Repressors (A-clts857) zu produzieren. Dieser
A-Repressor ist bei 28°C stabil und verhindert so das
Ablesen der Gene. Wird die Temperatur erhéht kommt
es zur Inaktivierung des A-Repressor und die
Transkription wird angeschaltet.

Dieser Stamm, in Verbindung mit dem Plasmid pLK-
HisFlag-ICAD-S sowie pLK-HisFlag-ICAD-L, wurde
zur Uberexpression des Proteins ICAD-S und ICAD-L
verwendet.

BL21 [F-, ompT, hsdS(rB- rB-) Der Stamm BL21 Gold (DE3) verfugt Uber die

Gold dem+,Tetr, gal A(DE3), endA, codierende Sequenz fur die T7-RNA-Polymerase, da

(DE3) Hte] diese lysogen durch den A-Phagen DE3 in das
Bakterienchromosom eingebracht wurde. Somit kann
er der Expression T7-Promotor-kontrollierter Gene
dienen. Die Induktion der T7 Polymerase (des lacUV5
Promotors) findet dabei durch IPTG (Isopropyl-1-thio-i3-
D-galactopyranosid) Zugabe statt. Neben T7-Promotor
kontrollierten Genen wurde dieser Stamm aul3erdem in
Kombination mit dem Vektor pASK-CAD-I-Scel
verwendet. Dieser verfligt Gber einen tet-Promotor. Die
Proteinexpression wurde daher durch
Anhydrotetracyclin Zugabe induziert.
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XL1 [A(mcrA)183, A(mcrCB- Dieser Stamm wurde, aufgrund seiner funktionslosen
Blue hsdSMR-mrr)173, endAl, Endonuklease (endAl), fir die Generierung von
MRF sup-E44, thi-1, recAl, gyrA96, Plasmid-DNA verwendet. Die Zellen sind Tetracyclin

relAl,

lac[F pro AB resistent (Tet'), wodurch zusétzlich zum Antibiotikum,

laciZAM15 Tn 10(Tet)]] welches der Selektion des transformierten Plasmids

dient, Tetracyclin auf die Platten gegeben werden
kann. Dies hilft zum Beispiel bei der Unterdriickung von
Satelliten-Kolonien.

Lk111 [(rk-mk+),

thi-1, thr-1, leuB6, Dieser Stamm wurde als Klonierungsstamm fir die

(N) tonA21, SupE44, Arbeiten mit ICAD-S und ICAD-L verwendet. Spater
laclgYZdeltaM15, hfr, wurde ICAD-S bzw. ICAD-L dann mit Hilfe des Stamms
lambda+] TGE 900 in Verbindung mit dem Vektor pLK-HisFlag-

ICAD-S/L Uberexprimiert.

2.2.3 Plasmidvektoren

Die fur die Klonierung von DNA und die Uberexpression von Proteinen verwendeten Klonierungs-
bzw. Expressionsvektoren sind in dieser Tabelle beschrieben:

Plasmid

Eigenschaften

pLK-HisFlag-
ICAD-S / ICAD-L

Dieser Vektor entstand aus pLK-HisFlag-EndAl durch Ersetzen von EndAl
cDNA mit der c-DNA aus murinem ICAD-S bzw. ICAD-L. Neben einer N-
terminalen Sequenz, welche einen His-tag codiert, ist auch eine N-terminale
Sequenz vorhanden, welche einen Flag-tag codiert. Der Vektor besitzt als
Selektionsmarker ein Resistenzgen fir Kanamycin. Die Transkription
klonierter Gene steht hierbei unter der Kontrolle eines AP, -Promotors.

pACET-HisICAD-
S/ICAD-L

Dieser Vektor besitzt als Selektionsmarker das Chloramphenicol-Acetyl-
Transferase-Gen (Cat-Gen). Er wurde zur Expression von ICAD-S und
ICAD-L in BL21 Gold (DE3) Zellen verwendet. Die Transkription klonierter
Gene wird hierbei durch den T7-Promotor kontrolliert. Das T7
Expressionssystem basiert jedoch auf der T7-RNA-Polymerase des
Bakteriophagen T7 und ist somit E. coli Zellen eigentlich fremd. Der Stamm
BL21 Gold (DE3) verfugt jedoch Uber die codierende Sequenz fir die T7-
RNA-Polymerase, da diese lysogen durch den A-Phagen DE3 in das
Bakterienchromosom eingebracht wurde. Die Expression kann somit durch
IPTG, ein nicht hydrolysierbares Lactose-Analogon, induziert werden.
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pGEX-2T-mCAD

Da sich dieser Vektor besonders gut zur Expression von GST-
Fusionsproteinen eignet, diente er in der vorliegenden Arbeit der Expression
von GST-tag fusioniertem, murinem CAD-Wildtyp. Kontrolliert wird die
Transkription der GST-CAD cDNA durch einen tac-Promotor, die Induktion
kann somit durch IPTG erfolgen. Des Weiteren enthalt der Vektor ein
Ampicillin-Resistenzgen als Selektionsmarker. Da die Nuklease auf die
Chaperonaktivitdt ihres Inhibitors angewiesen ist und somit nicht alleine
exprimiert werden kann, wurde der Vektor pGEX-2T-mCAD zusammen mit
dem Vektor pACET-DFF45 als Zwei-Plasmid-System eingesetzt *’. So wurde
GST-CAD mit DFF45 ko-exprimiert. Nach erfolgreicher Uberexpression des
GST-CAD Fusionsproteins befindet sich direkt am C-terminalen Ende des
GST-tags eine Thrombin-Spaltstelle (LVPRGS) durch die der GST-tag von
CAD entfernt werden kann.

pACET-DFF45

Dieser Vektor besitzt als Selektionsmarker das Chloramphenicol-Acetyl-
Transferase-Gen (Cat-Gen). Wie bereits erwahnt, wurde dieser Vektor
zusammen mit pGEX-2T-mCAD als Zwei-Plasmid-System eingesetzt. Die
weiteren Charakteristika dieses Vektors wurden bereits im Zusammenhang
mit dem Konstrukt pACET-HisICAD-S/ICAD-L naher erlautert.

pACET-HisDFF45

Wie auch der Vektor pACET-DFF45 wurde dieser Vektor zusammen mit
pGEX-2T-mCAD als Zwei-Plasmid-System eingesetzt. Da in diesem Vektor
DFF45 als Fusionsprotein mit einem N-terminalen Hisg-tag exprimiert wird,
konnte dieses Konstrukt Uber eine Nickel-Affinitdtschromatographie gereinigt
werden. Die weiteren Charakteristika dieses Vektors wurden bereits im
Zusammenhang mit dem Konstrukt pACET-HisICAD-S/ICAD-L néaher
erlautert.

pBluescriptSK(+)

Dieses Plasmid diente als Substrat fiur CAD in den Spalt- bzw.
Inhibitionsassays. Auflerdem wurde dieses Plasmid im Zusammenhang mit
dem Fusionsenzym CAD-IScel verwendet, da die IScel DNA-
Erkennungssequenzen in diesen Vektor eingebracht wurden. So sollte ein
CAD-I-Scel spezifisches Substrat generiert werden.

pASK-CAD-IScel-
Strep

Dieser Vektor entstand aus dem Vektor pASK der Firma IBA BioTAGnology.
Dazu wurde die codierende DNA-Sequenz fir CAD aus pGex-2T-mCAD und
die codierende DNA-Sequenz fiir I-Scel aus dem Vektor pET-Duet_D44S
durch mehrere Klonierungsschritte aus den Ursprungsvektoren in pASK
eingefigt. Am C-terminalen Ende des Fusionsproteins CAD-I-Scel befindet
sich ein Strep-tag. Die Transkription wird durch einen tet-Promotor reguliert
und kann durch Zugabe von Anhydrotetracyclin gestartet werden.
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PETM-30-ICADS Zur Expression des Fusionsproteins Hisg-GST-ICAD-S wurde der Vektor
PETM-30-ICADS verwendet. Da die Transkription klonierter Gene in diesem
Vektor durch den T7-Promotor kontrolliert wird, wurden, wie bereits
beschrieben, BL21 Gold (DE3) Zellen in Zusammenhang mit diesem Vektor
verwendet. Aufgrund einer TEV-Protease Spaltstelle direkt am C-terminalen
Ende des Hisg-GST-tags kann dieser abgespalten werden, um somit ICAD-S
ohne tag zu erhalten. Unter anderem aufgrund dieser Eigenschaft wurde
dieser Vektor im Zuge der ICAD-S Uberexpression fir die
Kristallisationsstudien verwendet. Als Selektionsmarker besitzt dieser Vektor
ein Kanamycinresistenzgen.

pGEX-2T-DFF40-  Dieser bicistronische Vektor wurde zur Uberexpression der Proteine DFF40

DFF45 und DFF45 verwendet. DFF40 wird dabei als GST-Fusionsprotein exprimiert.
Nach erfolgreicher Uberexpression des GST-DFF40/DFF45 Komplexes
befindet sich direkt am C-terminalen Ende des GST-tags eine Thrombin-
Spaltstelle (LVPRGS) durch die der GST-tag von DFF40 entfernt werden
kann. Die weiteren Charakteristika dieses Vektors wurden bereits im
Zusammenhang mit dem Konstrukt pGEX-2T-mCAD néher erlautert.

2.2.4 Herstellung kompetenter Zellen

E. coli ist normalerweise nicht in der Lage DNA aus der Umwelt aufzunehmen. Aus diesem Grund
mussten die Zellen fir eine erfolgreiche Transformation mit DNA kompetent gemacht werden. In
der vorliegenden Arbeit wurden TSS-kompetente, elektrokompetente und Z-kompetente Zellen
verwendet:

2.2.4.1 TSS-kompetente Zellen

Die Abkirzung TSS bezieht sich bei dieser Methode auf die verwendete TSS-LOsung
(Transformation and Storage solution) **%. Diese besteht aus LB-Medium (pH 6.0-6.5) welches mit
40 % (w/v) PEG 600, 5 % (v/v) DMSO und 50 mM Mg®* (MgCl,) versetzt wurde. Die TSS-Lésung
wurde nach dem Ansetzen autoklaviert und bei 4°C im Kuhlschrank gelagert.

Fur die TSS-Methode wurde am Vortag zunéchst eine 3 ml Vorkultur angeimpft und bei 37°C uber
Nacht angezogen. Am néachsten Tag wurden 100 ml LB-Medium mit 1 ml dieser Vorkultur
angeimpft und bis zu einer OD*®"™ (optische Dichte) von 0,3 - 0,5 angezogen. Eine OD
0,3 - 0,5 entspricht hierbei der friihen logarithmischen Wachstumsphase der Zellkultur und ist die
Phase, in der die Bakterien am vitalsten sind. Nach dem Erreichen der OD*®" von 0,3 - 0,5 wurde
die Zellkultur 10 Minuten bei 1000 g und 4°C abzentrifugiert. Der Uberstand wurde nun verworfen
und das Zellpellet in 10 ml TSS (eiskalt) gelost. Die so entstandene Zellsuspension wurde nun a
200 pl aliguotiert und sofort in flissigem Stickstoff (-196°C) schockgefroren. Die Lagerung der
schockgefrorenen Aliquots erfolgte bei -80°C. Anzumerken sei noch, dass samtliche Arbeitsschritte
wahrend des Erstellens der TSS-kompetenten Zellen auf Eis durchgefiihrt wurden, um eine
standige Kuhlung der Zellen zu gewahrleisten.

600nm von
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2.2.4.2 Elektrokompetente Zellen

Fur die Herstellung elektrokompetenter Zellen wurde am Vortag eine 50 ml Vorkultur angeimpft
und Uber Nacht bei 37°C angezogen. Am Folgetag wurden zwei 500 ml Kulturen mit je 10 ml der
Vorkultur angeimpft und bis zu einer OoD*®™ von ca. 0,5 angezogen. Nun wurden die Zellen in
einen Zentrifugenbecher gegeben und 30 Minuten auf Eis inkubiert. Danach wurden die Zellen 15
Minuten bei 1000 g und 4°C abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Zellpellet in je
250 ml 10 % Glycerin geltst und in kleinere 250 ml Zentrifugenbecher umgefiillt. An dieser Stelle
erfolgte ein nachster Zentrifugationsschritt (wiederum 15 Minuten bei 1000 g und 4°C). Nun wurde
das Zellpellet in je 150ml 10% Glycerin aufgenommen. Es erfolgte ein erneuter
Zentrifugationsschritt (15 Minuten bei 1000 g und 4°C), anschlieRend wurde das vom Uberstand
befreite Zellpellet in je 20 ml 10 % Glycerin aufgenommen und sanft resuspendiert. Die
Zellsuspensionen wurden nun in einem 50 ml Greinergefald vereinigt und erneut abzentrifugiert
(15 Minuten bei 1000 g und 4°C). Das Pellet wurde in 3-4 ml 10 % Glycerin geldst und in Aliquots a
80 pl in flissigem Stickstoff (-196°C) schockgefroren. Die Lagerung der schockgefrorenen Aliquots
erfolgte bei -80°C. Anzumerken sei noch, dass samtliche Arbeitsschritte wahrend des Erstellens
der elektrokompetenten Zellen auf Eis durchgefiihrt wurden, um eine stéandige Kiihlung der Zellen
zu gewahrleisten. Dies galt auch fir die beim Aliquotieren verwendeten Eppendorfgefalie.
AuR3erdem sei anzumerken, dass das 10 %ige Glycerin am Vortag frisch hergestellt und nach dem
Autoklavieren bei 4°C im Kihlschrank aufbewahrt wurde.

2.2.4.3 Z-kompetente Zellen

Fur die Bereitung Z-kompetenter Zellen wurde am Vortag eine 3 ml Vorkultur Gber Nacht bei 37°C
im Luftschittler inkubiert. Von dieser Vorkultur wurden am folgenden Tag 500 ul abgenommen und
in eine 50 ml Hauptkultur (SOB-Medium oder Zymo-Broth) Uberfihrt. Danach wurde die 50 ml
Kultur in einem 500 ml Glaskolben bei 28°C im Luftschittler bis zum Erreichen einer OD*°"™ von
ca. 0,5 inkubiert und dann far 10 min auf Eis gelagert. Nun wurde die Kultur bei 3000 rpm flr
10 min bei 4°C abzentrifugiert, der Uberstand anschlieBend verworfen und das Pellet in 5 ml
eiskaltem 1 x Waschpuffer resuspendiert. Nun erfolgte ein zweiter Zentrifugationsschritt (gleiche
Parameter wie beim ersten Zentrifugationsschritt). Dieses Mal wurde das Pellet in 5 ml competent-
Puffer aufgenommen und die Zellsuspension a 100 pl aliquotiert. Die Aliquots wurden nun bei
-80°C gelagert.

Die  Zusammensetzung der Puffer entsprach den Angaben des  Herstellers
(www.zymoresearch.com) und wurde nicht modifiziert.

2.2.5 Transformation von E. coli -Zellen mit DNA

2.2.5.1 Transformation TSS-kompetenter Zellen

Die Transformation TSS-kompetenter Zellen mit DNA erfolgte nach folgendem Protokoll:

Zunéachst wurden die TSS-kompetenten Zellen aus dem -80°C genommen und vorsichtig auf Eis
aufgetaut. Nach dem vollstandigen Auftauen der Zellen wurden 10 -100 ng Plasmid-DNA hinzu
gegeben und fur 20 Minuten auf Eis inkubiert. Im Anschluss erfolgte ein Hitzeschock (42°C) fur
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zwei Minuten, auf den eine erneute Inkubation auf Eis (finf Minuten) folgte. Nun wurden 800 pl
steriles LB-Medium zu den Zellen gegeben und vorsichtig resuspendiert. Die so entstandene
Zellsuspension wurde fir eine Stunde bei 37°C inkubiert. Danach erfolgte das Ausplattieren.
Hierzu wurden 50 pl bzw. 500 pl des Ansatzes auf einer Petrischale mit festem Selektivmedium
ausplattiert. Die Platten wurden nach einer kurzen Inkubationsphase kopflber (diente der
Vermeidung von Kondenswasser im Deckel) in den 37°C Brutschrank gestellt.

2.2.5.2 Transformation elektrokompetenter Zellen

Bei dieser Art der Transformation wird die Zellwand der Bakterien durch kurze
Hochspannungsimpulse fur einen kleinen Zeitraum permeabel gemacht. Dies ermdglicht, dass
exogene DNA in die Zelle gelangen kann.

Die Transformation elektrokompetenter Zellen mit DNA erfolgte nach folgendem Protokoll:

In einem ersten Schritt wurde ein Aliquot der elektrokompetenten Zellen aus dem -80°C
Gefrierschrank genommen und langsam auf Eis aufgetaut. Im Anschluss wurden 10-100 ng
salzfreie DNA zu den Zellen gegeben und das Zell-DNA Gemisch dann in eine vorgekihite
Elektroporationskivette Uberfuhrt. Die Kivette wurde anschlieend mit einem flusenfreien Tuch
abgetrocknet. Nun erfolgte die Transformation bei einer maximalen Kapazitat von 50 yF, einem
Widerstand von 150 Q, einer Spannung von 1350 Volt, einer Stromstarke von 25 mA und einer
maximalen Leistung von 25 Watt. AnschlieRend wurden die Zellen in 1 ml frischen und sterilen LB-
Medium aufgenommen und nach dem Uberfilhren in ein Eppendorfgefa bei 37°C (fir eine
Stunde) inkubiert. Danach erfolgte das Ausplattieren. Hierzu wurden 50 pl bzw. 500 pl des
Ansatzes auf einer Petrischale mit festem Selektivmedium ausplattiert. Die Platten wurden nach
einer kurzen Inkubationsphase kopfuber (diente der Vermeidung von Kondenswasser im Deckel) in
den 37°C Brutschrank gestellt.

2.2.5.3 Transformation Z-kompetenter Zellen

Fir die Transformation Z-kompetenter Zellen mit DNA wurden zwischen 50-100 ng Plasmid-DNA
zu einem Aliquot Z-kompetenter Zellen (zuvor langsam auf Eis aufgetaut) gegeben und vorsichtig
resuspendiert. Nach einer Inkubation von 20 min auf Eis wurden die Zellen auf einer angewarmten
Agarplatte (mit dem entsprechendem Selektivmedium) ausplattiert.

2.2.6 Glycerinkulturen von E. coli

Nach erfolgreicher Transformation von E. coli Expressionsstédmmen mit DNA und anschlielender
Uberpriifung auf eine erfolgreiche Expression des Zielproteins hin, wurden in einigen Fallen
Glycerinkulturen angefertigt. Die Glycerinkulturen haben den Vorteil, dass eine Vorkultur direkt mit
einer kleinen Menge dieser beimpft werden kann und so keine erneute Transformation
durchgefiihrt werden muss. Fur das Erstellen einer Glycerinkultur wurde zunachst am Vortag eine
3 ml Kultur mit dem gewlinschten E. coli Stamm beimpft. Am Folgetag wurde mit 100 pl dieser
Vorkultur eine 3 ml Kultur frisch angeimpft. Nach dem Erreichen einer OD*®™ von 0.5 wurden
800 pl dieser Kultur abgenommen und mit 200 yl autoklaviertem Glycerin unter sterilen
Bedingungen vermischt. Anschlie3end erfolgte eine Inkubation auf Eis fir 20 Minuten und darauf
folgend die Lagerung bei - 80°C im Gefrierschrank.
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2.3 Molekularbiologisches Arbeiten

2.3.1 Die Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese wurde in der vorliegenden Arbeit zur Analyse von Proteinen und
Nukleinséuren verwendet. Im Allgemeinen ist die Elektrophorese eine Methode um Gemische von
Stoffen oder Teilchen, die in einem elektrischen Feld verschieden schnell wandern, aufzutrennen.
Bei der Gelelektrophorese wandern die Teilchen durch ein sogenanntes Tragermaterial, das als
Molekularsieb dient. Teilchen mit einem gréRBeren Radius werden von diesem Molekularsieb
starker gehemmt als Teilchen mit einem kleineren Radius, wodurch die Stoffe ihrer Gré3e nach
aufgetrennt werden kénnen. Fur die Auftrennung hochmolekularer Nukleinsduren (> 1000bp)
wurde in der vorliegenden Arbeit Agarose als Tragermaterial verwendet (Agarose-
Gelelektrophorese), fur die von niedermolekularen Nukleinsduren (< 1000bp) Polyacrylamid
(Polyacrylamid-Gelelektrophorese). Die Auftrennung von Proteinen erfolgte in allen Fallen mit Hilfe
einer Polyacrylamid-Gelelektrophorese. Die Protein Polyacryamid-Gelelektrophorese wurde jedoch
in Anwesenheit von 0.1 % SDS (Sodiumdodecylsulfat) durchgefiihrt, weshalb dieses Verfahren
auch SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) genannt wird '®*. SDS st ein
anionisches Tensid, das sich an Proteine lagert und dabei deren Eigenladung Uberdeckt. Dadurch
ist gewahrleistet, dass die Proteine eine konstante stark negative Ladungsverteilung aufweisen und
allein aufgrund ihrer unterschiedlichen GréRRe aufgetrennt werden.

2.3.1.1 Analytische Agarose-Gelelektrophorese

Zur Analyse von unspezifischer Plasmid-DNA Spaltung, von spezifischen Plasmid-DNA
Spaltungen durch Restriktionsendonukleasen und zur Kontrolle von Plasmidpraparationen wurde
die Agarose-Gelelektrophorese verwendet. Die Agarose wurde hierfiur in TBE-Puffer (Tris-Borat-
EDTA) gel6st, so dass die Endkonzentration 0.8 % (w/v) betrug.

Die Zusammensetzung des TBE-Puffers sah wie folgt aus: 100 mM Tris, 100 mM Borséure
(Borat), 2.5 mM EDTA, pH 8.3

Die Proben fir eine solche Agarose-Gelelektrophorese wurden vor dem Auftragen mit 0.2 Vol 5 x
Agaroseauftragspuffer (AAP) versehen. Dieser Agaroseauftragspuffer enthielt: 250 mM EDTA,
25% (w/v) Saccharose, 1.2% (w/v) SDS, 0.1 % (w/v) Bromphenolblau. Die Agarose-
Gelelektrophorese erfolgte jeweils horizontal in den entsprechenden Kammern bei einer Spannung
von maximal 10 V/cm.

Zum Sichtbarmachen der DNA wurden die Agarosegele nach dem Lauf in einem Ethidiumbromid-
Bad (1 pg/ml) far 15 Minuten gefarbt und anschlieBend 15 Minuten in einem Wasserbad
gewaschen. Ethidiumbromid, ein aromatisches Fluoreszensmittel, interkaliert hierbei zwischen die
Basenpaare von Nukleinsduren, wobei die Intensitat der Fluoreszenz-Emission bei Bestrahlung mit
UV-Licht um den Faktor 50 zunimmt. Zwecks Archivierung wurden die Agarosegele samt
.gefarbten DNA-Banden mit Hilfe einer Geldokumentationsanlage fotografiert und anschlieend
gespeichert.
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2.3.1.2  Analytische Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Wie bereits in 2.3.1 beschrieben wurden DNA-Fragmente mit einer GréRe von weniger als 1000 bp
Uber ein Polyacrylamid-Gel aufgetrennt. Die Polyacrylamid-Gelelektrophorese erfolgte vertikal bei
einer Stromstarke von 45 mA, die Konzentration an Polyacrylamid (Acrylamid: Bisacrylamid —
1:29) im Gel variierte dabei von 6 % bis 12 % (normalerweise jedoch 8 %). Der fir diese Art der
Gelelektrophorese verwendete Puffer war TPE-Puffer (Tris-Phosphat-EDTA): 80 mM Tris-
Phosphat, 2 mM EDTA, pH 8.0.

Zum Auftragen der Proben wurde, wie auch bei der Agarose-Gelelektrophorese, der 5 X
Agaroseauftragspuffer verwendet. Die Gele wurden nach dem Lauf fir 10 Minuten in einem
Ethidiumbromid-Bad (1 pg/ml) gefarbt und anschlieBend 10 Minuten in einem Wasserbad
gewaschen und wie bei der Agarose-Gelelektrophorese ausgewertet (siehe 2.3.1.1).

2.3.1.3 Analytische SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Zur Analyse von Proteinen wurden ebenfalls Polyacrylamid-Gele verwendet. Die Durchfihrung
entsprach hierbei dem von Ulrich Lammli beschriebenen Protokoll 1% Das Verhaltnis von
Acrylamid zu Bisacrylamid betrug 1:29. Der Lauf erfolgte bei 35 mA und, wie in 2.3.1 beschrieben,
in Gegenwart von SDS. AnschlieBend wurden die Gele zunachst 3 x mit lauwarmem Wasser fir
funf Minuten gewaschen und dann 30 Minuten mit Coomassie Brilliant Blue geféarbt. Coomassie
Brilliant Blue lagert sich hierbei an die basischen Seitenketten von Aminosauren und farbt so die
Proteine. Um nicht gebundenes Coomassie Brilliant Blue zu entfernen wurde das Gel anschlieRend
erneut in ein Wasserbad gelegt.

Zum Auftragen der Proben wurde Lammli-Auftragspuffer (LAP) verwendet: 160 mM Tris-HCI, 2 %
(w/v) SDS, 2 % (v/v) Mercaptoethanol, 20 % (w/v) Saccharose und 0.01 % (w/v) Bromphenolblau,
pH 6.8).

2.3.2 Plasmid-DNA Isolation

Die Isolation von Plasmid-DNA im Rahmen dieser Arbeit erfolgte hauptsachlich mit Hilfe von
speziellen Plasmid-Préparations-Kits aus dem Hause Promega. Die Anwendung der Kits entsprach
den Anweisungen des Herstellers.

2.3.3 Ethanolféallung

In der Regel wurde, wie bereits in 2.3.2 erwdhnt, Plasmid-DNA mit Hilfe von speziellen Plasmid-
DNA Préaparation-Kits extrahiert und gereinigt. In einigen Fallen entsprach die Reinheit der
Praparate jedoch nicht den erforderten Ansprichen. In diesen Fallen, aber auch zum
Konzentrieren der Plasmid-DNA Proben, wurde im Anschluss an die Reinigung via Kits eine
Ethanolfallung der Plasmid-DNA durchgefiihrt. Bei der Ethanolfallung wurde die Plasmid-DNA mit
Hilfe von 2-3 Vol. absolutem Ethanol und 0.1 Vol 3M Natrium-Acetat gefallt. Nach einer Inkubation
von 20 Minuten auf Eis erfolgt eine 60 minltige Zentrifugation bei 15000 g. Die zuvor geféallte DNA
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befindet sich nun als Pellet am Boden des Eppendorfgefales. Nach dem Waschen mit kaltem 70
%igem Ethanol wird das Pellet getrocknet und danach in der gewiinschten Menge H,O geldst.

2.3.4 Bestimmung der Konzentration von Nukleinsauren

Die Konzentration von DNA wurde Uber die Messung der Absorption bei einer Wellenldnge von
260 nm bestimmt (1 A”®° "™ entspricht 50 ng/pl dsDNA).

2.3.5 Klonierung und Modifikation von DNA

2.3.5.1 DNA Verdau mittels Restriktionsenzyme

Fur die Analyse von Plasmid-DNA oder PCR-Produkten (analytischer Restriktionsverdau), aber
auch fur den Transfer von DNA-Fragmenten von Vektor zu Vektor (préparativer
Restriktionsverdau) wurden in der vorliegenden Arbeit Restriktionsendonukleasen eingesetzt.
Diese Enzyme, auch Restriktionsenzyme genannt, schneiden DNA an hochspezifischen Stellen.
Typischerweise wurden fur analytische Spaltungen 100 ng DNA eingesetzt und diese fir 2-3
Stunden mit dem jeweiligen Restriktionsenzym bei der vom Hersteller empfohlenen Temperatur
inkubiert. Als Puffer fir die Spaltreaktion wurde ebenfalls jeweils der vom Hersteller empfohlene
Puffer verwendet, die Enzymmenge lag bei 10 units pro Ansatz. Das Ansatzvolumen flir einen
solchen analytischen Restriktionsverdau lag tblicherweise bei 30 pl.

Fur die praparativen Restriktionsspaltungen wurde ein Ansatzvolumen von 50 oder 100 pl gewahlt.
Die eingesetzte Menge an DNA lag bei 1-5 pg und die Menge an Restriktionsenzym bei 20 units.
Wie auch bei den analytischen Restriktionsspaltungen wurde jeweils der vom Hersteller
empfohlene Puffer und die vom Hersteller empfohlene Inkubationstemperatur gewahlt. Die
Inkubationszeit variierte zwischen 3-4 Stunden. In manchen Fallen wurden so genannte
FastDigest™ Enzymes verwendet. Diese Enzyme sind, wie der Name bereits vermuten lasst, in
der Lage 1pg DNA in 5 Minuten und somit deutlich schneller als andere handelsubliche
Restriktionsenzyme zu verdauen. Der Verdau erfolgte bei diesen Enzymen bei 37°C in dem vom
Hersteller empfohlenen 1x FastDigest Puffer. Die Inkubationszeit wurde in der vorliegenden Arbeit
in der Regel jedoch von 5 Minuten auf 15 Minuten erhdht und entsprach somit nicht den
Herstellerangaben. Die Ausnahme stellten hier Enzyme mit einer ,Star-Aktivitat“ dar; bei solchen
Enzymen wurde die vom Hersteller empfohlene Inkubationszeit eingehalten. Die praparativen
Ansatze wurden im Anschluss an den Verdau iiber das Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up
System Kit gereinigt. Zum Auftragen der Proben, bzw. eines Teil der Proben zwecks Analyse
mittels Agarose- bzw. Polyacrylamid-Gelelektrophorese wurde diese mit 0.2 Vol AAP versehen.

2.3.5.2 Ligation von DNA-Fragmenten

Die durch den préaparativen Restriktionsverdau modifizierten DNA-Fragmente (Insert) sollten in der
Regel in einen anderen Plasmidvektor eingebracht werden. Dazu wurden 50 ng des
restriktionsverdauten Vektors und die dreifache molekulare Menge an Insert zusammen mit der
vom Hersteller empfohlenen Menge an T4 DNA Ligase in T4 DNA Ligasepuffer inkubiert (das
Ansatzvolumen entsprach 20 pl). Die Inkubation erfolgte bei Raumtemperatur (RT) fur 2 Stunden.
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Ublicherweise wurden 5 pl des Ansatzes anschlieRend direkt fiir die Transformation genutzt, in
manchen Fallen wurde der Ligationsansatz jedoch zuvor mit Hilfe des Wizard® SV Gel and PCR
Clean-Up System gereinigt.

2.3.6 PCR (Polymerase-Kettenreaktion)

Mithilfe der PCR-Methode (engl.: polymerase chain reaction) kdnnen DNA Abschnitte vervielfaltigt
werden. Sie beruht auf dem Prinzip, dass ein DNA-template in sukzessiven Zyklen von
Denaturierung, Primer Hybridisierung (annealing) und Polymerisation exponentiell amplifiziert
werden kann. Neben der Amplifikation von DNA-Abschnitten diente die PCR in der vorliegenden
Arbeit auch dem Einbringen von Mutationen in bestimmte DNA-Sequenzen, der Generation von
Inserts oder Vektoren fir Klonierungen und der Suche nach insert-positiven Klonen (screening) im
Anschluss an Ligationen.

2.3.6.1 PCR Standardbedingungen

An dieser Stelle sollen die Standardbedingungen der in dieser Arbeit durchgefiihrten PCR-
Reaktionen geschildert werden. Zum screen nach insert-positiven Klonen wurde in der Regel die
Tag-Polymerase aus Thermus aquaticus verwendet, wahrend bei der Amplifikation von DNA-
Fragmenten im Rahmen einer Klonierung die Pfu-Polymerase aus Pyrococcus furiosus eingesetzt
wurde. Beide Polymerasen haben die Eigenschaft sehr hitzetolerant zu sein, letztere verfligt jedoch
aullerdem noch uber eine 3°-5° Exonuklease-Aktivitdt, die ein so genanntes proofreading
(Korrekturlesen) ermdglicht. Des Weiteren sei anzumerken, dass das PCR Protokoll in einigen
Fallen an die Primereigenschaften bzw. an die Lange der zu amplifizierenden DNA-Sequenz
angepasst wurde.

Tag-Polymerase PCR Standardbedingungen:

In einem anfanglichen Schritt wurde die die DNA bei 95°C fir 5 Minuten denaturiert. Danach
folgten dreiRBig Zyklen, die jeweils aus 30 sec bei 95°C (Denaturierung), 30 sec bei 55°C
(Hybridisierung) und 90 sec bei 72°C (Primerextension) aufgebaut waren. Nach den drei3ig Zyklen
folgte eine finale Elongation von 5 Minuten bei 72°C, um die Reaktion im Anschluss auf 4°C
abzukihlen.

Pfu-Polymerase PCR Standardbedingungen:

Das Protokoll fiir die Standard Pfu-Polymerase PCR entsprach bis auf eine Anderung dem der
Tag-Polymerase PCR. Diese Anderung bezog sich auf die Temperatur der Primerextension (68°C
anstelle von 72°C).
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2.3.6.2 PCR-Standardansatz

Die PCR Standardansatze sahen wie folgt aus:

Substanz Menge/Volumen
template 100.0 ng
10x Puffer 0.1 Vol
MgCl, 1.5 mM
dNTPs 200.0 uMm
5'Primer 0.3 pMm
3'Primer 0.3 pMm
DNA-Polymerase 0.05 u/ul

Mit H,O auf ein Endvolumen von 30-50 pl auffillen.

Nach der Pfu-PCR erfolgte in der Regel ein Dpnl-Verdau, um das template-Plasmid zu
beseitigen. Dpnl ist ein Restriktionsenzym, das nur schneidet, wenn seine Erkennungssequenz
methyliert ist. Da dies beim template-Plasmid der Fall ist (E. coli verflgt Gber die so genannte
Dam-Methylase [desoxyadenosine methylation], welche die pallindromische Sequenz GATC am
Adenosin methyliert), nicht jedoch beim PCR-Produkt, wird folglich nur das template-Plasmid
verdaut. Der Verdau erfolgte mit 0.5 units fir 3 h bei 37°C unter Verwendung des vom Hersteller
empfohlenen Puffers.

2.3.6.3 Mutagenese-PCR Standardbedingungen

Aus bereits genannten Grinden (2.3.6) wurde die Pfu-Polymerase fiir die Mutagenese-PCR
benutzt. Das in der vorliegenden Arbeit verwendete Mutagenese-PCR Protokoll bestand prinzipiell
aus zwei zusammenhangenden PCR-Schritten 185 Wwahrend des ersten PCR-Schritts wurde ein
Megaprimer erstellt, der wiederum im folgenden PCR-Schritt als Primer fur die Amplifikation des
Plasmids diente. Im Folgenden sind die jeweiligen Protokolle des ersten und zweiten PCR-Schritts
tabellarisch aufgelistet:

Erster PCR-Schritt:

Zyklus Nr. Temperatur und Dauer

1 Zyklus bei 94°C fur 2 min

15-20 Zyklen bei 94°C fur 30 sec, 50°C fur 1 min und 68°C fur 1 min
1 Zyklus 68°C fur 5 min

dann 4°C
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Zweiter PCR-Schritt:

Zyklus Nr. Temperatur und Dauer

1 Zyklus bei 95°C fiir 90 sec

9 Zyklen bei 95°C fur 50 sec, 60°C fur 50 sec und 68°C fiir 18 min

9 Zyklen bei 95°C fiir 50 sec, 60°C fiir 50 sec und 68°C fiir 18 min + 10 sec
1 Zyklus bei 68°C fiir 7 min

dann 4°C

2.3.6.4 Mutagenese-PCR Standardansatz

Der Standardansatz fur die Mutagenese-PCR sah wie folgt aus:

Substanz Menge Volumen
template 100 ng X pl
dNTPs 400 uM 10 ul
forward Primer 400 nM 5l
reverse Primer 400 nM 5ul
Puffer 10 x 5ul
Pfu-Pol. 25U 1 pl
H,O 24 - x ul
Total 50 pul

Ebenfalls wie bei der Pfu-PCR (siehe 2.3.6.2) wurde der Mutagenese-PCR Ansatz auch im
Anschluss mit Dpnl inkubiert.

2.3.6.5 Inverse PCR

Ein weiteres PCR Protokoll, das zum Einfigen von Mutationen verwendet wurde, ist die inverse
PCR. Bei dieser Methode werden zwei Primer erstellt, die nicht wie bei einer normalen PCR
aufeinander zugerichtet sind, sondern in die entgegengesetzte Richtung zielen. Dadurch wird das
Plasmid in seiner vollen urspringlichen Léange amplifiziert. Beinhaltet einer der Primer nun die
Information fiir eine Modifikation der DNA, so ist auf diese Weise das Einfiigen einer Mutation
(Insertion, Punktmutation, Deletion) méglich. Wichtig ist auBerdem zu erwdhnen, dass die beiden
gewahlten Primer Uber dieselbe, neu eingefligte, Marker-Restriktionsschnittstelle verfligen missen.
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Ansatz fur eine inverse PCR:

Substanz Menge Volumen
template 100 ng x ul
dNTPs 400 pM 10 ul
forward Primer 400 nM 5 pl
reverse Primer 400 nM 5 pl
Puffer 10 x 5ul
Pfu-Pol. 25U 1l
H,O 24 - x ul
Total 50 pl

Fur die inverse-PCR wird im Gegensatz zu einer Standard-PCR, &hnlich wie bei der Mutagenese-
PCR, eine langere Extensionszeit gewahlt:

Protokoll einer inversen-PCR

Zyklus Nr. Temperatur und Dauer

1 Zyklus bei 94°C fur 120 sec

10 Zyklen bei 95°C fur 50 sec, 60°C fur 50 sec und 68°C fur 18 min

15 Zyklen bei 95°C fur 50 sec, 60°C fur 50 sec und 68°C fur 18 min + 10 sec
1 Zyklus bei 68°C fur 7 min

dann 4°C

Die linearen PCR Produkte wurden im Anschluss tber das Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up
System gereinigt. Nun wurde das lineare PCR-Produkt mit der Restriktionsendonuklease verdaut,
deren singuléare Schnittstelle Gber die Primer neu in das Zielgen eingefuhrt wurde. Dies ermdglicht
es das lineare PCR-Produkt in einer nachfolgenden Reaktion mit T4 DNA-Ligase zu zirkularisiert.
Daraufhin kann E. coli mit diesem zirkularen Plasmid transformiert werden.

2.3.7 Radioaktives Markieren von Nukleinsauren

Fur die EMSA Versuche mit dem Fusionsprotein CAD-I-Scel wurde ein radioaktiv-markiertes DNA
PCR-Produkt hergestellit.

2.3.7.1 PCR mit [a-**P] dATP

Die PCR zum Erstellen des radioaktiv markierten DNA-Fragments entsprach in der Durchfiihrung
und in der Zusammensetzung einer Ublichen Standard-PCR (2.3.6.1). Neben den auch bei der
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Standard-PCR verwendeten dNTPs wurden bei der hier beschriebenen PCR jedoch 3 pl [a-32P]
Adenosine 5'-triphosphate (10mCi/mL) zum Reaktionsmix (50 ul Komplettvolumen) hinzugegeben.

2.3.7.2 Messung und Quantifizierung von Radioaktivitat

Die Strahlung des mit Hilfe des Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System gereinigten radioaktiv
markierten PCR-Produkts wurde nun in Form von counts in einem Scintillationszéhler quantifiziert.
AuR3erdem wurde die DNA-Menge mittels Absorptionsmessung (bei 260 nm) ermittelt. Fur die
jeweiligen EMSA Experimente wurden dann im Anschluss ungefahr 1000 counts (entsprach einer
Konzentration von 2.5 nM DNA) je Versuchsansatz (10 ul) eingesetzt. Die EMSA-Experimente
wurden anschlieBend Polyacrylamid-gelelektrophoretisch (6 %) analysiert und mittels des Instant-
Imagers ausgewertet. Als Puffersystem wurde bei diesen Versuchen TA-Puffer verwendet (33 mM
Tris-acetate, pH 7.5).

2.3.8 Expression rekombinanter Proteine aus E. coli

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden rekombinante Proteine mit Hilfe von bestimmten
Expressionssystemen in E. coli Uberexprimiert. Die verwendeten Expressionssysteme sowie die
Uberexprimierten Proteine sollen im Folgenden néaher beschrieben werden.

A: Expression von GST-CAD

Die Nuklease CAD wurde mit Hilfe des E. coli Stammes BL21 Gold (DE3) in Verbindung mit dem
Plasmid pGEX-2T-mCAD uberexprimiert. Da CAD in Verbindung mit seinem Inhibitor ICAD bzw.
DFF45 ko-exprimiert werden muss, wurde zu diesem Zweck ein Zwei-Plasmid System verwendet
% Dieses bestand aus dem Vektor PACET-DFF45 und dem Vektor pGEX-2T-mCAD. Dabei wurde
die Nuklease CAD als N-terminales Fusionsprotein mit Glutathion-S-Transferase (GST) exprimiert.
Die Induktion dieses Systems erfolgte tiber IPTG (Endkonzentration 1 mM).

B: Expression von His-ICAD (S/L)

His-ICAD wurde im Verlauf der vorliegenden Arbeit zum einen mit Hilfe des E. coli Stammes BL21
Gold (DE3) in Verbindung mit dem Plasmid pACET-His-ICAD-S/L und zum anderen mit Hilfe des
Stammes TGE-900 in Verbindung mit dem Plasmid pLK-HisFlag-ICAD-S/L Uberexprimiert. Der
Stamm TGE-900 enthalt die temperatursensitive Mutante clts857 des A-Repressors in seinem
Chromosom. Somit konnte die Induktion der A-P_-Promotor kontrollierten Genexpression uber eine
Temperaturerh6hung erfolgen. Die Zellen wurden dazu bei einer Temperatur von 28°C (bei dieser
Temperatur ist der Repressor stabil) bis zu einer OD®®"™ von 0.5 angezogen, anschlieRend
erfolgte, zwecks Induktion, einer Erhéhung der Temperatur auf 42°C. Bei dieser Temperatur wird
der Repressor inaktiviert und somit das das AP -System aktiviert.

C: Expression von DFF45

DFF45 wurde im Verlauf der vorliegenden Arbeit mit Hilfe des E. coli Stammes BL21 Gold (DE3) in
Verbindung mit dem Plasmid pACET-DFF45 Uberexprimiert. Die Induktion dieses Systems erfolgte
Uber IPTG (Endkonzentration 1 mM).
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D: Expression von His-DFF45
Das Protokoll zur Expression von His-DFF45 entsprach dem Protokoll fiir DFF45.
E: Expression von CAD-|-Scel

Das Fusionsprotein CAD-IScel wurde durch die Kombination des Stammes BL21 Gold (DE3) in
Verbindung mit dem Plasmid pASK-mCAD-I-Scel-Strep tUberexprimiert. Da in diesem Plasmid das
Uberexpressions-System unter der transkriptionellen Kontrolle des tetA Promotors/Operators und
Repressors steht, wurde die Uberexpression durch Zugabe von geringen Mengen (200 ng/ml) von
Anhydrotetracyclin (AHT) angeschaltet. Wie auch im Falle von GST-CAD, wurde das
Fusionsprotein CAD-I-Scel in Kombination mit DFF45 ko-exprimiert. Hier wurde, aufgrund des
zusatzlichen Hisg-tags, das Plasmid pACET-His-DFF45 gewéhlt. Das so erstellte Zwei-Plasmid
System bestand somit aus dem Vektor pACET-His-DFF45 und dem Vektor pASK-mCAD-I-Scel-
Strep. An dieser Stelle sei zu erwéhnen, dass das Fusionsprotein CAD-I-Scel Uber einen C-
terminalen Strep-tag verflgte. Zusammengefasst erfolgte die Induktion dieses Systems durch
Zugabe von IPTG, zwecks Uberexpression von His-DFF45, und durch Zugabe von AHT zur
Uberexpression des Fusionsproteins CAD-I-Scel.

Im Folgenden sind die im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendeten Expressionssysteme und
Uberexprimierten rekombinanten Proteine aufgelistet:

E. coli
Protein Verwendeter Vektor Expressionsstamm  Induktion Antibiotikumresistenz
CAD pGEX-2T-mCAD BL21 Gold (DE3) IPTG Ampicillin
ICAD-S pACET-His-ICAD-S BL21 Gold (DE3) IPTG Chloramphenicol
pLK-HisFlag-ICAD-S TGE 900 28°C — Kanamycin
42°C
ICAD-L pACET-His-ICAD-L BL21 Gold (DE3) IPTG Chloramphenicol
pLK-HisFlag-ICAD-L  TGE 900 28°C — Kanamycin
42°C
DFF45 pACET-DFF45 BL21 Gold (DE3) IPTG Chloramphenicol
pACET-His-DFF45 BL21 Gold (DE3) IPTG Chloramphenicol
CAD-IScel pASK-mCAD-I-Scel- BL21 Gold (DE3) Anhydro-  Ampicillin
Strep tetracyclin
GFP-CAD  pET-Duet-HisGFPuv- BL21 Gold (DE3) IPTG Ampicillin

CAD
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2.3.8.1 Expression von Proteinen im praparativen Mal3stab

Im Besonderen nach der Klonierung von neuen Genen bzw. neuen Expressionsvektoren wurde
zunéchst im kleinen MafRstab (3 ml Kultur) Gberpriuft, ob das gewilnschte Protein Uberexprimiert
wird. Dazu wurde ein Klon des zuvor transformierten Stammes in frisches, autoklaviertes
LB-Medium (mit dem entsprechenden Antibiotikum versetzt) tiberfihrt und bis zu einer OD*®™ von
0.5 angezogen. Vor der Induktion (VI) und nach der Induktion (NI) wurde jeweils ein Aliquot
(500 ul) abgenommen. Der Rest der Kultur wurde an dieser Stelle verworfen. Die Aliquots wurden
anschlieRend bei 12.000 rpm fiir eine Minute abzentrifugiert, der Uberstand verworfen und das
Zellpellet mit 50 yl LAP-Puffer (Lammli-Auftragspuffer) resuspendiert. Nach einer Inkubation von
funf Minuten bei 95°C wurden 10 pl der Suspension auf ein SDS-Gel aufgetragen, um die Probe
auf Uberexpression zu tiberpriifen.

Konnte anhand des SDS-Gels eine Uberexpression des gewiinschten Proteins festgestellt werden,
wurde mit demselben Klon eine 50 ml Vorkultur mit entsprechendem Antibiotikum angeimpft. Mit
10 ml dieser Vorkultur wurden am néchsten Tag Ublicherweise 2-4 x 500 ml Kulturen angeimpft.
Diese Kulturen wurden ebenfalls bei einer OD*®™™ von 0.5 induziert. Anzumerken sei, dass die
Inkubationszeit von ICAD Kulturen nach der Expression in der Regel 5-6 Stunden betrug, wahrend
DFF-Kulturen in der Regel bei 28°C Uber Nacht inkubiert wurden. Wie auch beim Test der
Expression im kleinen MaRRstab wurden bei den Kulturen im grofRen MalR3stab vor der Induktion (VI)
und vor dem Abernten der Kulturen (NI) jeweils 500 pl Aliquots abgenommen und, wie bereits
beschrieben, gelelektrophoretisch auf eine erfolgreiche Uberexpression getestet. Der Rest der
Kultur wurde nun, nicht wie bei den Testkulturen im kleinen Mafistab verworfen, sondern in
gekihlte Zentrifugengefale dberfihrt und bei 4000 rpm far 15 bis 20 Minuten (je nach
Totalvolumen der Kulturen) abzentrifugiert. Der Uberstand wurde nun verworfen und das Zellpellet
in 40 ml STE-Puffer (100 mM NacCl, 10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8.0) gewaschen. Nun wurde
die Zellsuspension in 50 ml Greiner Zentrifugenrohrchen tberfihrt und erneut bei 4000 rpm fir 10
Minuten abzentrifugiert, der Uberstand wurde anschlieRend verworfen.

2.3.8.2 Aufschluss von Zellen mittels Ultraschall

Im Folgenden wurden die Zellen aufgeschlossen. Fir den Zellaufschluss bieten sich theoretisch
mehrere Mdglichkeiten an. So zum Beispiel ein enzymatischer Aufschluss (z.B. mit Lysozym) oder
aber die Inkubation der Zellen mit einem Detergenz. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden
die Zellen jedoch hauptsachlich durch die Beschallung mit Ultraschall (Ultraschallaufschluss)
geoffnet. Hierfir wurde das Zellpellet in Aufschlusspuffer geldst und fir 10 Minuten in 15 sec
Intervallen (duty cycle 50 %, output level 5) dem Ultraschall exponiert. Da bei dieser Prozedur
relativ viel Warme entstehen kann, befanden sich die Zellen in zuvor gekihltem Aufschlusspuffer
und wurden zusatzlich durch ein Eisbad gekihlt. AuBerdem wurde fiir den Aufschluss ein
Becherglasbehélter aus Glas gewahlt (und kein Plastik), da Glas Warme relativ gut leitet.

Aufschlusspuffer fur DFF: 20 mM HEPES pH 7.4, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 5 mM
DTT, 10 % Glycerin, 0.01 % Triton
Aufschlusspuffer fir ICAD: 20 mM Tris pH 7.5, 100 mM NacCl, 1 mM EDTA, 5 mM DTT,

10 % Glycerin, 0.01 % Triton
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Nach dem Zellaufschluss wurde die Suspension fur eine Stunde bei 20.000 g und 4°C
abzentrifugiert. Dieser Schritt diente dem Separieren der Iéslichen Komponenten (anschlieend im
Uberstand zu finden) von den unléslichen Bestandteilen (anschlieRend im Pellet zu finden).

2.3.9 Reinigung rekombinanter Proteine

Bis auf das Protein DFF45 (in Verbindung mit dem Plasmid pACET-DFF45 exprimiert) wurden alle
verwendeten Proteine zusammen mit einem tag exprimiert. Dieser ermdglichte die Reinigung der
Proteine mittels Affinitditschromatographie.

2.3.9.1 Affinitatschromatographie

239.1.1 Glutathion-Sepharose Affinitatschromatographie

Das Fusionsprotein GST-CAD wurde Uber eine Glutathion-Sepharose Affinitatschromatographie im
batch-Verfahren gereinigt. Als Matrix dienten hierbei Glutathion-Sepharose beads (900 ul). Diese
wurden, nach einer 15 minltigen Equilibration mit Waschpuffer, zusammen mit dem léslichen
Uberstand der aufgeschlossenen Zellen (siehe 2.3.8.2) fiir drei Stunden bei 4°C unter leichtem
Schitteln in einem 50 ml Greiner R6hrchen inkubiert. AnschlieBend erfolgte ein Waschschritt mit
25 ml Waschpuffer, ein Waschschritt mit 25 ml Hochsalzwaschpuffer und darauf folgend ein dritter
Waschschritt mit 25 ml Waschpuffer. Die Inkubation mit Waschpuffer dauerte jeweils 15 Minuten
(bei 4°C auf dem Schuttler). Nach der Inkubation wurde der jeweilige Puffer nach einer
Zentrifugation des Puffer-beads Gemischs (800 rpm, 4°C, 5 Minuten) verworfen. Nun wurden die
pelletierten beads in ein 2 ml Eppendorfgefald tberfihrt und mit 1 ml Elutionspuffer versehen. In
der Regel wurde die Elution 3 x mit jeweils frischem Elutionspuffer wiederholt, wobei die
Inkubationszeit bei der ersten Elution 1 h, bei der zweiten 15 min und bei der dritten Elution 10 min
(jeweils bei 4°C unter leichtem Schitteln) betrug. Um im Anschluss das Glutathion (red.) zu
entfernen, wurden die Eluate Uiber Nacht gegen einen Liter Dialysepuffer dialysiert.

Dialysepuffer: 20 mM HEPES pH 7.4, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 5 mM DTT, 10 %
Glycerin, 0.01 % Chaps

Waschpuffer: 20 mM HEPES pH 7.4, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 5 mM DTT, 0.01 %
Triton

Hochsalzwaschpuffer: 20 mM HEPES pH 7.4, 1 M NaCl, 1 mM EDTA, 5mM DTT, 0.01 %
Triton

Elutionspuffer: 20 mM HEPES pH 7.4, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 5 mM DTT, 0.01 %

Triton, 20 mM Glutathion (red.)

2.39.1.2 Ni?* - NTA Affinitatschromatographie

Proteine, die im Rahmen dieser Arbeit als Hisg-Fusionsproteine exprimiert wurden (z.B.
ICAD/DFF45), konnten tber das IMAC-Verfahren (immobilized metal ion affinity chromatography)
im batch-Verfahren gereinigt werden. Die Matrix bestand in diesem Fall aus Ni**-NTA
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(Nitrilotriessigsaure — stickstofforganischer Komplexbildner) Agarose beads. Die Arbeitsschritte
entsprachen dabei denen der Glutathion-Sepharose beads Reinigung und sind 2.3.9.1.1 zu
entnehmen. Unterschiedlich waren jedoch verwendeten Puffer (im Folgenden aufgelistet):

Dialysepuffer: 20 mM HEPES pH 7.5, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 5 mM DTT, 10 %
Glycerin, 0.01 % Chaps
Waschpuffer: 20 mM Tris pH 7.5, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 5mM DTT, 0.01 %

Triton, 25 mM Imidazol
Hochsalzwaschpuffer: 20 mM Tris pH 7.5, 1 M NaCl, 1 mM EDTA, 5 mM DTT, 0.01 % Triton

Elutionspuffer: 20 mM Tris pH 7.5, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 5mM DTT, 0.01 %
Triton, 250 mM Imidazol

2.3.9.1.3 Strep-Tactin Sepharose Affinitatschromatographie

Das Fusionsprotein CAD-I-Scel wurde C-terminal mit einem Strep-tag exprimiert. Der Strep-tag (in
der vorliegenden Arbeit wurde der Strep-tag Il verwendet) ist ein kurzes Peptid (8 Aminosauren)
mit der Sequenz WSHPQFEK, das mit einer sehr hohen Selektivitdt an Strep-Tactin (ein
modifiziertes Streptavidin) bindet. Die Affinitdt des Strep-tag Il ist hierbei zu Strep-Tactin um fast
100-fach hoher als die zu Streptavidin.

Fur die Reinigung von Strep-tag fusionierten Proteinen wurde Strep-Tactin Sepharose, in
Verbindung mit der gravity flow Chromatographie verwendet. Dazu wurde die Strep-Tactin
Sepharose (ca. 1ml) in so genannte gravity flow Saulchen gegeben und diese mit 2
Saulenvolumen (CV) Waschpuffer (100 mM Tris-HCI, pH8, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA) aquilibriert.
AnschlieBend wurde die Saule mit dem Uberstand des abzentrifugierten Zelllysats versehen und
danach 3 x mit 20 ml Waschpuffer gewaschen. Im letzten Schritt erfolgte die Elution mittels 1 ml
Elutionspuffer (100 mM Tris-HCI, pH8, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 5 mM Desthiobiotin). Die
Eluate wurden nun Uber Nacht gegen den storage-Dialysepuffer (20 mM HEPES pH 7.5, 100 mM
NaCl, 1 mM EDTA, 5 mM DTT, 10 % Glycerin, 0.01 % Chaps) dialysiert.

2.3.9.2 lonenaustauschchromatographie

Neben der Reinigung durch die Technik der Affinitatschromatographie wurden die Proteine im
Rahmen der vorliegenden Arbeit zum Teil auch mittels lonenaustauschchromatographie gereinigt.
Hierbei unterscheidet man, je nach Beschaffenheit der gelosten Teilchen, in
Anionenaustauschchromatographie und Kationenaustauschchromatographie.

2.3.9.2.1 Anionenaustauschchromatographie (MonoQ-Saule)

Die Anionenaustauschchromatographie wurde hauptsachlich zur Reinigung des DFF-Komplexes
im Anschluss an die primar durchgefiihrte Affinitdtschromatographie verwendet. Durch diesen
zweiten Reinigungsschritt konnten noch vorhandene, kleinere Verunreinigungen durch andere
Proteine (aufgrund unspezifischer Bindung an die beads) oder durch DNA (komplexgebundene
E. coli-DNA) entfernt werden. Der verwendete Anionenaustauscher war in allen Fallen eine
MonoQ-HR 5/5-Saule, die jeweils vor und nach dem eigentlichen Lauf den Herstellerangaben
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entsprechend gereinigt wurde. Nach dem Reinigen der Sdule wurde zunéchst ein Leergradient
(200 mM NaCl — 400 mM NacCl in 15 Minuten) gefahren, zum einen, um zu schauen, ob die S&aule
erfolgreich gereinigt wurde, und zum anderen, um zu schauen, ob samtliche Parameter korrekt
eingegeben wurden und das HPLC-Gerédt wie vorgeschrieben arbeitet. Im Anschluss an den
Leergradienten wurden die Proben auf die S&ule geladen, um danach den Gradienten (siehe
Leergradient) zu starten. Die Flussrate lag bei 1 ml/min wahrend des Laufs und bei 0,3 ml/min
beim Beladen der Saule. Die Eluate wurden in jeweils 0,5 ml Fraktionen gesammelt und
anschlieBend auf einem SDS-PAGE Gel analysiert. Fraktionen mit einem hohen Proteinanteil
wurden Uber Nacht gegen Dialysepuffer dialysiert.

Niedrigsalzpuffer: 20 mM HEPES, 10 mM KCI, 1,5 mM MgCl,, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA,

100 mM NacCl

Hochsalzpuffer: 20 mM HEPES, 10 mM KCI, 1,5 mM MgCl,, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA,
400 mM NacCl

Dialysepuffer: 20 mM HEPES pH 7.5, 100 MM NaCl, 1 mM EDTA, 5mM DTT, 10 %

Glycerin, 0.01 % Chaps

2.3.9.2.2 Kationenaustauschchromatographie (Heparin-Saule)

Die Kationenaustauschchromatographie wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendet, um
bereits Caspase-3 aktivierte CAD von ICAD Spaltfragmenten zu reinigen. Es wurde eine HiTrap™
Heparin Saule der Firma GE Healthcare verwendet. Samtliche Laufe wurden bei 4°C im Kihlraum
durchgefihrt. Das Protokoll ist in Kapitel 2.3.10.4 naher beschrieben.

2.3.9.3 Hydrophobe Interaktionschromatographie

Im Anschluss an die Reinigung von ICAD mittels Affinitdétschromatographie wurde in der Regel ein
zweiter Reinigungsschritt, die Hydrophobe Interaktionschromatographie (HIC), angeschlossen. Die
HIC baut auf dem Prinzip der hydrophoben Wechselwirkung in Kombination mit dem Aussalzeffekt
von Proteinen auf. Als Matrix wurde in der vorliegenden Arbeit eine Phenyl-Sepharose Séaule
verwendet. Die Proteine wurden zunachst tber Nacht gegen HIC-Puffer (30 mM Tris-HCI pH 8.0,
20 mM 2-Mercaptoethanol, 700 mM NaCl) dialysiert. Danach erfolgte das Beladen der Saule und
im Anschluss die Elution. Zur Elution wurde ein Salzgradient (15 ml von 700-0 mM NaCl) appliziert.
Die Eluate wurden in jeweils 0,5 ml Fraktionen gesammelt und anschlieBend auf einem SDS-
PAGE Gel analysiert. Fraktionen mit einem hohen Proteinanteil wurden Uber Nacht gegen
Dialysepuffer (20 mM HEPES pH 7.5, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 5 mM DTT, 10 % Glycerin,
0.01 % Chaps) dialysiert.

2.3.9.4 Gelfiltration

Zur Reinigung der Proteinproben, die in den Kristallisationsstudien eingesetzt wurden, wurde die
Gelfiltration als préaparative Methode verwendet. Hauptziel war hier, von bereits gereinigten
Proteinproben, mdgliche Aggregate zu entfernen. Die verwendete S&ule war eine Superdex 200
10/300 GL von GE Healthcare. Die Laufe erfolgten bei einem Maximaldruck von 1.5 MPa in

46


http://de.wikipedia.org/wiki/Hydrophob
http://de.wikipedia.org/wiki/Aussalzen
http://de.wikipedia.org/wiki/Protein

Material und Methoden

Laufpuffer (20 mM Tris-HCI, pH 7.4, 100 mM NaCl, 5 mM EDTA, 2 mM MgCl,, 5 mM EDTA). Die
Flussrate betrug 1 ml/min.

2.3.10 Charakterisierung von Proteinen

Nach der Reinigung bzw. gegebenenfalls nach der Dialyse wurden die Proteine Uber folgende
Methoden charakterisiert:

2.3.10.1 Konzentrationsbestimmungen

Die Konzentration der gereinigten Proteine wurde zum einen mittels Absorptionsmessung bei
280 nm und zum anderen Uber den Bradford Protein Test bestimmt.

A: Konzentrationsbestimmung Uber die Messung der Absorption

Zur Messung der Proteinkonzentration wurde die Absorption bei 280 nm durch die Aufnahme
eines Spektrums im Bereich von 320 nm bis 220 nm bestimmt.

Dabei wurde folgender Algorithmus in Kombination mit den spezifischen Extinktionskoeffizienten
verwendet:

€ Protein = n x Trp x 5500 + n x Tyr x 1490 + n x Cys-S-S-Cys x 125 [M™ x cm™]
B: Konzentrationsbestimmung mittels Bradford Test

Bei der Konzentrationsbestimmung nach Bradford wurde die Proteinkonzentration indirekt durch
messen der Absorption bei 595 nm bestimmt. Grund daflr ist, dass der Farbstoff Coomassie-
Brillant Blau G-250 (Absorptionsmaximum von 470 nm) in saurer Lésung mit kationischen und
unpolaren Seitenketten von Proteinen Komplexe bildet. Durch diese Komplexbildung verschiebt
sich das Absorptionsspektrum auf 595 nm. Die Zunahme der Absorption bei 595 nm ist somit ein
indirektes Mal} fur die Proteinkonzentration. Die Durchfiihrung entsprach hierbei dem von Bradford

beschriebenen Protokoll 1%,

2.3.10.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Mit Hilfe der SDS-Polyacryamid-Gelelektrophorese wurde das Molekulargewicht von Proteinen
ermittelt bzw. anhand der verwendeten Marker abgeschatzt. Das Protokoll fur die SDS-
Polyacrylamid-Gelelekrophorese ist in 2.3.1.3 beschrieben.

2.3.10.3 CD-Spektroskopie von Proteinen

Die CD- (Circulardichroismus) Spektroskopie wurde in der vorliegenden Arbeit priméar zur Analyse
der Sekundarstrukturverhaltnisse von Proteinen verwendet. Ziel war es hier zu uberprufen, ob
eingefligte Mutationen einen Einfluss auf die korrekte Faltung des Proteins haben bzw. ob solche
Mutationen zu einem Strukturverlust des Proteins filhren. Die CD-Spektren wurden in einem
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Bereich von 260 nm bis 180 nm (far UV) mit einem J-710 Spektropolarimeter von Jasco
aufgenommen. Fir die Messungen wurde der fertige Ansatz (170 pl) in eine Hellma 121.000
Kivette (Schichtdicke 0.2 mm) Uberflhrt. Typischerweise lag die Proteinkonzentration bei 10 uM,
des Weiteren sei zu erwahnen, dass ein spezieller CD-Puffer verwendet wurde (10 mM Natrium-
Phosphat, pH 7.4). Die Proteinproben wurden am Vortag gegen den CD-Puffer dialysiert, um die
CD-Messungen stoérende Pufferbestandteile zu entfernen.

2.3.10.4 Aktivierung der Nuklease CAD

Wie bereits beschrieben (2.3.8) kann die Nuklease CAD nicht alleine exprimiert werden. Vielmehr
wird die Anwesenheit von ICAD/DFF45 bendétigt, um potentiell aktive Nuklease CAD zu
produzieren. Daher wurde im Rahmen dieser Arbeit die Nuklease zunachst mit ihrem Inhibitor ko-
exprimiert und im Komplex gereinigt. Zur Aktivierung wurde der Komplex nun dber Nacht mit
rekombinanter Caspase-3 A1-28 in geeigneter Konzentration inkubiert und so ICAD abgespalten.
Am Folgetag wurde der Ansatz erneut mit Glutathion-Sepharose inkubiert, um CAD Uber seinen
GST-tag zu binden. Nach dem Waschen erfolgte die Elution (siehe 2.3.9.1.1). Die Eluate mit
aktivierter Nuklease CAD wurden nun fir mindestens 3 h dialysiert (30 mM Tris-HCI pH 8.0, 20 mM
2-Mercaptoethanol) und anschlieRend auf eine Heparin-Saule geladen, um noch vorhandene ICAD
Fragmente vollstdndig zu entfernen. Die Elution erfolgte Uber einen ansteigenden Salzgradienten
(15 min, 0-1 M). Die Fraktionen, die aktivierte CAD enthielten, wurden danach gegen einen
storage-Puffer dialysiert (20 MM HEPES pH 7.5, 100 MM NaCl, 1 mM EDTA, 5 mM DTT, 10 %
Glycerin, 0.01 % Chaps), aliquotiert und bei -20°C gelagert. Die Aktivitat der nach diesem Protokoll
gereinigten Nuklease wurde in Nuklease-Aktivitatsassays (2.3.10.5) bestimmt.

2.3.10.5 Nuklease-Aktivitatsassay

Um die Aktivitat von gereinigter CAD (typischerweise 100 nM) zu ermitteln, wurde das Enzym bei
37°C mit Plasmid-DNA (pBluescriptSK+) als Substrat (typischerweise 2.5 nM) in Spaltpuffer
inkubiert. Nach 30 Minuten wurde die Reaktion mit Agaroseauftragspuffer gestoppt und die
Spaltung der DNA auf einem Agarosegel analysiert.

Der Spaltpuffer bestand dabei aus folgenden Komponenten: 20 mM HEPES-KOH pH 7.4, 100 mM
NaCl, 2 mM EDTA, 10% (v/v) Glycerol, 0.01% CHAPS und 7.5 mM MgCl,.

2.3.10.6 Nuklease Inhibitionssassays (ICAD)

Um die inhibitorische Aktivitdt von verschiedenen ICAD Varianten zu messen, wurden die
gereinigten ICAD Proteine in verschiedenen Konzentrationen mit bereits aktivierter CAD
(typischerweise 100 nM) uber Nacht bei 4°C inkubiert. Der so Uber Nacht wiederhergestellte
Komplex aus Nuklease und Inhibitor (DFF-Komplex) wurde nun mit Plasmid-DNA (pBluescriptSK+)
als Substrat (typischerweise 2.5 nM) in Spaltpuffer (siehe 2.3.10.5) fir 30 Minuten bei 37°C
inkubiert. Die DNA Spaltung wurde anschlieBend mittels Agarose-Gelelektrophorese analysiert.
Zum Auswerten der Daten wurden mit Hilfe eines BioDocAnalyze Gel-Analyse Systems (Biometra)
die Intensitaten der DNA-Banden gemessen. AnschlieBend wurde die Abnahme der supercoiled
Plasmid-DNA (sc Plasmid-DNA) quantifiziert, um so die Spaltaktivitdt des wiederhergestellten DFF-
Komplexes zu ermitteln.
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2.3.10.7 Untersuchungen zur Chaperon-ahnlichen Aktivitat von ICAD

Im Zuge der Untersuchung der Chaperon-ahnlichen Aktivitdt von ICAD, im Hinblick auf die
Caspase-3 Spaltstellen von ICAD, wurde dieser mit zusatzlichen Protease (TEV-Protease;
Sequenz: ENLYFQSG) Spaltstellen modifiziert. Diese wurden direkt am jeweiligen C-terminalen
Ende der Caspase-3 Schnittstellen (*“DEPD'’ und #*'DAVD®*) insertiert ***. Durch diese
Insertion konnte ICAD'™™’ nun auch bei mutierten Caspase-3 Spaltstellen durch TEV-Protease
gespalten und CAD aktiviert werden. Die Inkubation mit TEV-Protease erfolgte dabei nach
Herstellerangaben, im empfohlenen Puffer. In weiteren Schritten wurden nun die Aminoséurereste
der Caspase-3 Spaltstellen von ICAD'® sukzessive durch einen Alaninrest ersetzt. Fiir die
Analyse wurde die hochsensitive Methode FRET (Forster-Resonanzenergietransfer) gewahlt,
durch die mit Hilfe von fluoreszenzmarkierten DNA-Substraten (molecular beacons) die Aktivitat
der Nuklease ermittelt werden konnte. Dabei wurde davon ausgegangen, dass eine nicht korrekt
gefaltete Nuklease das DNA Substrat nicht oder mit einer geringeren Spaltaktivitdt schneidet. So
wurden die verschiedenen ICAD Varianten mit CAD ko-exprimiert, gereinigt und im Versuch
indirekt Uber die Aktivitat der Nuklease CAD, auf ihr Faltungsvermdégen hin getestet.

2.3.10.8 Fluoreszenzassays

Fir die Fluoreszenzassays wurde ein fluoreszenzmarkiertes DNA-Substrat (5'-terminaler 6-FAM,
3'-terminaler BHQ-1) verwendet. Dieses DNA-Substrat wurde mit Hilfe eines entsprechend
markierten Oligonukleotids erstellt. Dazu wurde das Oligonukleotid fur 20 min in einem Heizblock
bei 95°C inkubiert und dann samt Heizblock tber Nacht langsam auf RT abgekihlt. Durch dieses
langsame Abkihlen wurde gewahrleistet, dass das Oligonukleotid, aufgrund partiell
komplementéarer Regionen, die gewiinschte Struktur (Stamm-Schleife-Struktur) annahm. In diesem
Zustand ist die Fluoreszenz des Fluoreszenzfarbstoffs (Donor) durch eine auf dem Fdrster-
Resonanzenergietransfer basierende Energielibertragung auf den Quencher (Akzeptor)
unterdriickt. Wird der molecular beacon jedoch mit der Nuklease inkubiert und dadurch von dieser
gespalten, so kann nach Anregung eine Zunahme der Donorfluoreszenz beobachtet werden, da
nun aufgrund der raumlichen Distanz von Donor und Quencher eine Abnahme des
Energietransfers stattfindet. Die Zunahme der Donorfluoreszenz wurde in der vorliegenden Arbeit
bei 517 nm mit Hilfe eines Fluoromax-4 Gerats der Firma Horiba Jobin-Yvon gemessen.

2.3.11 Die SPOT peptide (array) synthesis Methode

Die SPOT peptide (array) synthesis Methode (SPOT-Methode) ist eine Technik zur ldentifikation
von Protein-Protein-Interaktionen **”*°. Mit ihr lassen sich groBe Peptid-libaries kosteneffektiv
generieren 174172 Dje Konzentration der Peptide ist dabei ausreichend hoch, um biochemische
Studien durchzufiihren *”. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die SPOT Methode priméar
angewendet, um die Wechselwirkungen der Nuklease CAD mit ihrem Inhibitor ICAD zu
analysieren. Hierfur wurde die jeweilige Aminosauresequenz von CAD und ICAD auf der Membran
in Form von 20mer Peptiden synthetisiert und mit dem jeweiligen Bindungspartner inkubiert. Die
Peptide wiesen dabei eine Uberlappung von 14 Aminosauren von spot zu spot auf.
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2.3.11.1 Synthese der SPOT-Membranen

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten SPOT-Membranen wurden in Kollaboration mit der
Jacobs Universitdt zu Bremen in der Arbeitsgruppe von Herrn Professor Albert Jeltsch
synthetisiert. Die Synthese der der Membranen fand dabei Uber eine konventionelle Festphasen-
Peptidsynthese nach Merrifield statt *"*. In einem ersten Schritt wurde der array, also die
Anordnung der spots auf der Membran (= Definition der spots), durch eine Kupplung von
aktivierten, Fmoc (Fluorenyl-methoxy-carbonyl) geschitzten, Aminosaurederivaten auf die
~-Amino“-Oberflache der Cellulose-Membran erstellt (Abbildung 13).

NH.,

OH OH
7 a,b,c
Aminoderivatisierung Erste Pipettierung
{Behandlung der einer Amino saure
gesamten Membran) {SPOT-Definition)

Abbildung 13: Schematische Darstellung der priméaren Schritte der SPOT-Membran Synthese

Die Abbildung skizziert schematisch die ersten Schritte der SPOT-Membran Synthese sowie die SPOT
Definition. Schritt 1 zeigt die Aminoderivatisierung der Zellulosemembran durch Veresterung, Schritt 2
die anschlielende SPOT-Definition durch Kupplung eines aktivierten Aminoséurederivats auf die
Amino-Oberflache der Cellulose-Membran. (Quelle: Darstellung und Screening von kombinatorischen
[1,3,5]-Triazin-Bibliotheken an planaren Oberflachen; Dissertation; Dirk Scharn; Humboldt-Universitat
zu Berlin)

Die Ubrigen Aminogruppen zwischen den spots wurden dabei durch Acetylierung geblockt. In
einem nachsten Schritt wurden nun die Fmoc geschitzten Aminosaurederivate durch Verwendung
von DIC (Diisopropylcarbodiimid) aktiviert, um so die Kupplungsreaktion zu ermdglichen. Um das
Entstehen hochreaktiver Acylharnstoff Produkte zu vermeiden (kénnen Racemisierung der
Aminosauren verursachen) wurde HOBt (1-Hydroxy-benzotriazol) verwendet. So entsteht aus den
Acylharnstoff Produkten eine weniger reaktive Esterverbindung. Die Fmoc-Schutzgruppe wurden
nun mittels Piperidin-Zugabe vom Aminoterminus der Aminosauren abgespalten und die Membran
anschlieBend mit DMF (N,N Dimethylformamid) und Ethanol gewaschen. Nun konnte die nachste
Syntheserunde beginnen. Im letzten Schritt der Kupplungsreaktion wurde TFA (Trifluoracetat)
verwendet, um die funktionellen Seitengruppen der Peptide wieder zu aktivieren.

2.3.11.2 Anwendung der SPOT-Methode zur Analyse der CAD-ICAD
Interaktionen

Die ICAD SPOT-Membran wurde zunéchst Gber Nacht mit 5 % Milchpulver in TTBS-Puffer (10 mM
Tris/HCI pH 8.3, 0.05% Tween-20 und 150 mM NaCl) geblockt. Am nachsten Tag wurde die
SPOT-Membran dann fur 10 Minuten mit TTBS-Puffer und anschlieRend fur weitere 10 Minuten mit
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Interaktions-Puffer (20 mM HEPES pH 7.5, 100 mM KCI, 10% (v/v) Glycerol, 1 mM EDTA, 0.1 mM
DTT) gewaschen. Die gewaschene ICAD-SPOT-Membran wurde nun fur 90 Minuten mit 50 nM
aktivierter GST-CAD in Interaktions-Puffer inkubiert. Nach der Inkubation wurde die Membran
wieder fur 10 Minuten mit Interaktions-Puffer und anschlieBend fir 10 Minuten mit TTBS-Puffer
gewaschen. Die Membran wurde nun mit einem anti-GST Antikdrper in Block-Puffer (5 %
Milchpulver in TTBS-Puffer) bei Raumtemperatur fir eine Stunde inkubiert. Nach einem weiteren
Waschschritt mit TTBS-Puffer wurde die Membran nun mit horseradish peroxidase conjugated anti-
goat Antikérper fir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Zuletzt wurde die SPOT-Membran
wieder mit TTBS gewaschen und anschlie3end via ECL (enhanced chemiluminescence) -Reaktion
analysiert und auf Interaktionen mit aktivierter CAD hin ausgewertet.

Das Protokoll fur die Versuche mit der CAD SPOT-Membran &hnelte dem der ICAD SPOT-
Membran. Hier wurde die CAD SPOT-Membran zunéchst auch tber Nacht mit 5 % Milchpulver in
TTBS-Puffer (10 mM Tris/HCI pH 8.3, 0.05% Tween-20 und 150 mM NaCl) geblockt. Am nachsten
Tag wurde die CAD SPOT-Membran dann fir 10 Minuten mit TTBS-Puffer und anschlieend ftr
weitere 10 Minuten mit Interaktions-Puffer (20 mM HEPES pH 7.5, 100 mM KCI, 10% (v/v)
Glycerol, 1 mM EDTA, 0.1 mM DTT) gewaschen. Die gewaschene CAD-SPOT-Membran wurde
nun far 90 Minuten mit 50 nM HisFlag-ICAD-L in Interaktions-Puffer inkubiert. Nach der Inkubation
wurde die Membran wieder fir 10 Minuten mit Interaktions-Puffer und anschlie3end fir 10 Minuten
mit TTBS-Puffer gewaschen. Die Membran wurde nun mit einem anti-Flag Antikérper (horseradish
peroxidase conjugated) in Block-Puffer (5 % Milchpulver in TTBS-Puffer) bei Raumtemperatur fir
eine Stunde inkubiert. Zuletzt wurde die SPOT-Membran wieder mit TTBS gewaschen und
anschlieend via ECL (enhanced chemiluminescence) -Reaktion analysiert und auf Interaktionen
mit ICAD hin ausgewertet.

Um unspezifische-elektrostatische Reaktionen zu vermindern wurden die Versuche mit den SPOT-
Membranen auch mit héheren Salzkonzentrationen (0.5 M) im Wasch-Puffer wiederholt. Insgesamt
wurden die Versuche mit beiden Membranen jeweils mindestens drei Mal durchgefuhrt.

2.3.11.3 Anwendung der SPOT-Methode zur Analyse der ICAD-ICAD
Interaktionen

Neben den Versuchen zur Interaktion von CAD und ICAD wurde in der vorliegenden Arbeit auch
ICAD-ICAD Interaktionen naher untersucht. Das Protokoll fur die Versuche zur Analyse der ICAD-
ICAD Interaktionen auf Basis der ICAD SPOT-Membran in Kombination mit HisFlag-ICAD-L
entsprach dem der CAD SPOT-Membran (2.3.11.2).

Im Folgenden sind die Aminosauresequenzen (20mer Peptide mit einer Uberlappung von 14

Aminosauren von spot zu spot) der einzelnen spots der ICAD sowie der CAD SPOT-Membran
tabellarisch dargestelit:
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Tabelle 1: Aminosauresequenzen der spots der ICAD und CAD SPOT-Membranen

ICAD SPOT-Membran:

Spot Nr. Masse (Da) Sequenz

1 Al 2151.6 M-E-L-S-R-G-A-S-A-P-D-P-D-D-V-R-P-L-K-P
2 A2 2233.7 A-S-A-P-D-P-D-D-V-R-P-L-K-P-C-L-L-R-R-N
3 A3 2455.8 D-D-V-R-P-L-K-P-C-L-L-R-R-N-H-S-R-D-Q-H
4 A4 2232.6 K-P-C-L-L-R-R-N-H-S-R-D-Q-H-G-V-A-A-S-S
5 A5 2249.5 R-N-H-S-R-D-Q-H-G-V-A-A-S-S-L-E-E-L-R-S
6 A6 2141.6 Q-H-G-V-A-A-S-S-L-E-E-L-R-S-K-A-C-E-L-L
7 A7 2205.9 S-S-L-E-E-L-R-S-K-A-C-E-L-L-A-1-D-K-S-L

8 A8 2171.9 R-S-K-A-C-E-L-L-A-I-D-K-S-L-T-P-I-T-L-V

9 A9 2083.8 L-L-A-I-D-K-S-L-T-P-I-T-L-V-L-A-E-D-G-T

10 Al10 2102.5 S-L-T-P-I-T-L-V-L-A-E-D-G-T-I-V-D-D-D-D

11 All 2226.7 L-V-L-A-E-D-G-T-I-V-D-D-D-D-Y-F-L-C-L-P
12 Al12 2262.7 G-T-I-V-D-D-D-D-Y-F-L-C-L-P-S-N-T-K-F-V
13 Al13 2263.7 D-D-Y-F-L-C-L-P-S-N-T-K-F-V-A-L-A-C-N-E
14 Al4 2314.7 L-P-S-N-T-K-F-V-A-L-A-C-N-E-K-W-T-Y-N-D
15 Al15 2162.5 F-V-A-L-A-C-N-E-K-W-T-Y-N-D-S-D-G-G-T-A
16 Al6 2274.4 N-E-K-W-T-Y-N-D-S-D-G-G-T-A-W-V-S-Q-E-S
17 Al17 2141.2 N-D-S-D-G-G-T-A-W-V-S-Q-E-S-F-E-A-D-E-P
18 Al18 2181.3 T-A-W-V-S-Q-E-S-F-E-A-D-E-P-D-S-R-A-G-V
19 Al19 2235.5 E-S-F-E-A-D-E-P-D-S-R-A-G-V-K-W-K-N-V-A
20 A20 2326.7 E-P-D-S-R-A-G-V-K-W-K-N-V-A-R-Q-L-K-E-D
21 A21 2298 G-V-K-W-K-N-V-A-R-Q-L-K-E-D-L-S-S-I-I-L
22 B1 2271.9 V-A-R-Q-L-K-E-D-L-S-S-I-I-L-L-S-E-E-D-L

23 B2 2229.9 E-D-L-S-S-I-I-L-L-S-E-E-D-L-Q-A-L-I-D-I

24 B3 2169.8 |-L-L-S-E-E-D-L-Q-A-L-I-D-I-P-C-A-E-L-A

25 B4 2173.6 D-L-Q-A-L-I-D-I-P-C-A-E-L-A-Q-E-L-C-Q-S
26 B5 2079.3 D-I-P-C-A-E-L-A-Q-E-L-C-Q-S-C-A-T-V-Q-G
27 B6 2121.4 L-A-Q-E-L-C-Q-S-C-A-T-V-Q-G-L-Q-S-T-L-Q
28 B7 2203.4 Q-S-C-A-T-V-Q-G-L-Q-S-T-L-Q-Q-V-L-D-Q-R
29 B8 2314.5 Q-G-L-Q-S-T-L-Q-Q-V-L-D-Q-R-E-E-A-R-Q-S
30 B9 2424.8 L-Q-Q-V-L-D-Q-R-E-E-A-R-Q-S-K-Q-L-L-E-L
31 B10 2445.9 Q-R-E-E-A-R-Q-S-K-Q-L-L-E-L-Y-L-Q-A-L-E
32 B1l 2331 Q-S-K-Q-L-L-E-L-Y-L-Q-A-L-E-K-E-G-N-I-L
33 B12 2306.8 E-L-Y-L-Q-A-L-E-K-E-G-N-I-L-S-N-Q-K-E-S
34 B13 2188.7 L-E-K-E-G-N-I-L-S-N-Q-K-E-S-K-A-A-L-S-E
35 B14 2160.6 I-L-S-N-Q-K-E-S-K-A-A-L-S-E-E-L-D-A-V-D
36 B15 2076.4 E-S-K-A-A-L-S-E-E-L-D-A-V-D-T-G-V-G-R-E
37 B16 2107.4 S-E-E-L-D-A-V-D-T-G-V-G-R-E-M-A-S-E-V-L
38 B17 2173.7 V-D-T-G-V-G-R-E-M-A-S-E-V-L-L-R-S-Q-I-L
39 B18 2346 R-E-M-A-S-E-V-L-L-R-S-Q-I-L-T-T-L-K-E-K

52



Material und Methoden

40 B19 2236.9 V-L-L-R-S-Q-I-L-T-T-L-K-E-K-P-A-P-E-L-S
41 B20 2183.8 |-L-T-T-L-K-E-K-P-A-P-E-L-S-L-S-S-Q-D-L
42 B21 2173.5 E-K-P-A-P-E-L-S-L-S-S-Q-D-L-E-S-V-S-K-E
43 Cc1 2117.6 L-S-L-S-S-Q-D-L-E-S-V-S-K-E-D-P-K-A-L-A
44 c2 2173.6 D-L-E-S-V-S-K-E-D-P-K-A-L-A-V-A-L-S-W-D
45 Cc3 2241.8 K-E-D-P-K-A-L-A-V-A-L-S-W-D-I-R-K-A-E-T
46 Cc4 2203.6 L-A-V-A-L-S-W-D-I-R-K-A-E-T-V-Q-Q-A-C-T
47 C5 2332.7 W-D-I-R-K-A-E-T-V-Q-Q-A-C-T-T-E-L-A-L-R
48 C6 2246.4 E-T-V-Q-Q-A-C-T-T-E-L-A-L-R-L-Q-Q-V-Q-S
49 c7 2310.7 C-T-T-E-L-A-L-R-L-Q-Q-V-Q-S-L-H-S-L-R-N
50 cs8 2362.9 L-R-L-Q-Q-V-Q-S-L-H-S-L-R-N-L-S-A-R-R-S
51 (OF°] 2215.7 Q-S-L-H-S-L-R-N-L-S-A-R-R-S-P-L-P-G-E-P
52 C10 2286.8 R-N-L-S-A-R-R-S-P-L-P-G-E-P-Q-R-P-K-R-A
53 Cl1 2318.8 R-R-S-P-L-P-G-E-P-Q-R-P-K-R-A-K-R-D-S-S
CAD SPOT-Membran:

Spot Nr. Masse (Da) Sequenz

1 E1l 2227.8 M-C-A-V-L-R-Q-P-K-C-V-K-L-R-A-L-H-S-A-C
2 E 2 2127.7 Q-P-K-C-V-K-L-R-A-L-H-S-A-C-K-F-G-V-A-A
3 E3 2160.7 L-R-A-L-H-S-A-C-K-F-G-V-A-A-R-S-C-Q-E-L
4 E4 2139.7 A-C-K-F-G-V-A-A-R-S-C-Q-E-L-L-R-K-G-C-V
5 ES5 2306.9 A-A-R-S-C-Q-E-L-L-R-K-G-C-V-R-F-Q-L-P-M
6 E6 2304 E-L-L-R-K-G-C-V-R-F-Q-L-P-M-P-G-S-R-L-C
7 E7 2285.8 C-V-R-F-Q-L-P-M-P-G-S-R-L-C-L-Y-E-D-G-T
8 E8 2201.5 P-M-P-G-S-R-L-C-L-Y-E-D-G-T-E-V-T-D-D-C
9 E9 2201.5 L-C-L-Y-E-D-G-T-E-V-T-D-D-C-F-P-G-L-P-N
10 E10 2119.5 G-T-E-V-T-D-D-C-F-P-G-L-P-N-D-A-E-L-L-L
11 E1l1 2089.6 D-C-F-P-G-L-P-N-D-A-E-L-L-L-L-T-A-G-E-T
12 E12 2186.6 P-N-D-A-E-L-L-L-L-T-A-G-E-T-W-H-G-Y-V-S
13 E13 2292.9 L-L-L-T-A-G-E-T-W-H-G-Y-V-S-D-I-T-R-F-L
14 El4 2397.7 E-T-W-H-G-Y-V-S-D-I-T-R-F-L-S-V-F-N-E-P
15 E15 2229.6 V-S-D-I-T-R-F-L-S-V-F-N-E-P-H-A-G-V-I-Q
16 E16 2210.7 F-L-S-V-F-N-E-P-H-A-G-V-1-Q-A-A-R-Q-L-L
17 E17 2130.4 E-P-H-A-G-V-1-Q-A-A-R-Q-L-L-S-D-E-Q-A-P
18 E18 2291.9 I-Q-A-A-R-Q-L-L-S-D-E-Q-A-P-L-R-Q-K-L-L
19 E19 2310.9 L-L-S-D-E-Q-A-P-L-R-Q-K-L-L-A-D-L-L-H-H
20 E20 2267.8 A-P-L-R-Q-K-L-L-A-D-L-L-H-H-V-S-Q-N-I-T
21 E21 2288.6 L-L-A-D-L-L-H-H-V-S-Q-N-I-T-A-E-T-R-E-Q
22 F1 2411.4 H-H-V-S-Q-N-I-T-A-E-T-R-E-Q-D-P-S-W-F-E
23 F2 2398.7 I-T-A-E-T-R-E-Q-D-P-S-W-F-E-G-L-E-S-R-F
24 F3 2432.8 E-Q-D-P-S-W-F-E-G-L-E-S-R-F-R-N-K-S-G-Y
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25 F4 2442 F-E-G-L-E-S-R-F-R-N-K-S-G-Y-L-R-Y-S-C-E
26 F5 2512.2 R-F-R-N-K-S-G-Y-L-R-Y-S-C-E-S-R-I-R-G-Y
27 F 6 2379 G-Y-L-R-Y-S5-C-E-S-R-I-R-G-Y-L-R-E-V-S-A
28 F7 2335.8 C-E-S-R-I-R-G-Y-L-R-E-V-S-A-Y-T-S-M-V-D
29 F8 2248.5 G-Y-L-R-E-V-S-A-Y-T-S-M-V-D-E-A-A-Q-E-E
30 F9 2232.6 S-A-Y-T-S-M-V-D-E-A-A-Q-E-E-Y-L-R-V-L-G
31 F10 2282.7 V-D-E-A-A-Q-E-E-Y-L-R-V-L-G-S-M-C-Q-K-L
32 F11 2388.9 E-E-Y-L-R-V-L-G-S5-M-C-Q-K-L-K-S-V-Q-Y-N
33 F12 2324.9 L-G-5-M-C-Q-K-L-K-5-V-Q-Y-N-G-S-Y-F-D-R
34 F13 2207.7 K-L-K-S-V-Q-Y-N-G-S-Y-F-D-R-G-A-E-A-S-S
35 F14 2223.6 Y-N-G-S-Y-F-D-R-G-A-E-A-S-S-R-L-C-T-P-E
36 F15 2200.5 D-R-G-A-E-A-S5-S-R-L-C-T-P-E-G-W-F-S-C-Q
37 F16 2259.6 S-S-R-L-C-T-P-E-G-W-F-S-C-Q-G-P-F-D-L-E
38 F17 2267.6 P-E-G-W-F-S-C-Q-G-P-F-D-L-E-S-C-L-S-K-H
39 F18 2195.6 C-Q-G-P-F-D-L-E-S-C-L-5-K-H-S-I-N-P-Y-G
40 F19 2303.8 L-E-S-C-L-S-K-H-S-I-N-P-Y-G-N-R-E-S-R-I
41 F20 2419.9 K-H-S-I-N-P-Y-G-N-R-E-S-R-|-L-F-S-T-W-N
42 F21 2464 Y-G-N-R-E-S-R-I-L-F-S-T-W-N-L-D-H-I-I-E
43 G1 2469.1 R-I-L-F-S-T-W-N-L-D-H-I-I-E-K-K-R-T-V-V
44 G2 2333.8 W-N-L-D-H-I-I-E-K-K-R-T-V-V-P-T-L-A-E-A
45 G3 2253.7 I-E-K-K-R-T-V-V-P-T-L-A-E-A-I-Q-D-G-R-E
46 G4 2336.6 V-V-P-T-L-A-E-A-1-Q-D-G-R-E-V-N-W-E-Y-F
a7 G5 2480.9 E-A-1-Q-D-G-R-E-V-N-W-E-Y-F-Y-S-L-L-F-T
48 G6 2536.1 R-E-V-N-W-E-Y-F-Y-S-L-L-F-T-A-E-N-L-K-L
49 G7 2383 Y-F-Y-S-L-L-F-T-A-E-N-L-K-L-V-H-I-A-C-H
50 G8 2319.8 F-T-A-E-N-L-K-L-V-H-I-A-C-H-K-K-T-T-H-K
51 G9 2347.8 K-L-V-H-I-A-C-H-K-K-T-T-H-K-L-E-C-D-R-S
52 G10 2499.9 C-H-K-K-T-T-H-K-L-E-C-D-R-S-R-I-Y-R-P-Q
53 Gl1 2487 H-K-L-E-C-D-R-S-R-I-Y-R-P-Q-T-G-S-R-R-K
54 G12 2470.1 R-S-R-1-Y-R-P-Q-T-G-S-R-R-K-Q-P-A-R-K-K
55 G13 2403 P-Q-T-G-S-R-R-K-Q-P-A-R-K-K-R-P-A-R-K-R

2.3.11.4 Anwendung der SPOT-Methode zur Analyse der CAD-
Topoisomerase Il a Interaktionen

Zwecks naherer Untersuchung der CAD-Topoisomerase Il a Interaktion wurde in der vorliegenden
Arbeit neben der CAD bzw. ICAD SPOT-Membran auch eine Topoisomerase Il a SPOT-Membran
synthetisiert. Das Protokoll fir die Versuche mit der Topoisomerase Il a SPOT-Membran in
Kombination mit GST-CAD entsprach dem der ICAD SPOT-Membran (2.3.11.2).

Im Folgenden sind die Aminosauresequenzen (15mer Peptide mit einer Uberlappung von 10

Aminosauren von spot zu spot) der einzelnen spots der Topoisomerase Il a SPOT-Membran
tabellarisch dargestellt:
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Tabelle 2: Aminosauresequenzen der spots der Topoisomerase Il a SPOT-Membran

Topoisomerase Il a SPOT-Membran:

SpotNo Masse (Da) Sequenz

1 J1 1714.8 M-E-V-S-P-L-Q-P-V-N-E-N-M-Q-V
2 J2 1783.1 L-Q-P-V-N-E-N-M-Q-V-N-K-I-K-K
3 J3 1789.1 E-N-M-Q-V-N-K-I-K-K-N-E-D-A-K
4 J4 1771.3 N-K-I-K-K-N-E-D-A-K-K-R-L-S-V
5 J5 1849.2 N-E-D-A-K-K-R-L-S-V-E-R-I-Y-Q
6 J6 1890.4 K-R-L-S-V-E-R-I-Y-Q-K-K-T-Q-L

7 J7 1912.4 E-R-I-Y-Q-K-K-T-Q-L-E-H-I-L-L

8 J8 1855.3 K-K-T-Q-L-E-H-I-L-L-R-P-D-T-Y

9 J9 1742.1 E-H-I-L-L-R-P-D-T-Y-I-G-S-V-E
10 J10 1705.9 R-P-D-T-Y-I-G-S-V-E-L-V-T-Q-Q
11 Ji1 1768 I-G-S-V-E-L-V-T-Q-Q-M-W-V-Y-D
12 J12 1796 L-V-T-Q-Q-M-W-V-Y-D-E-D-V-G-I
13 J13 1888.1 M-W-V-Y-D-E-D-V-G-I-N-Y-R-E-V
14 J14 1694.9 E-D-V-G-I-N-Y-R-E-V-T-F-V-P-G
15 Ji5 1846.3 N-Y-R-E-V-T-F-V-P-G-L-Y-K-I-F
16 J16 1754.3 T-F-V-P-G-L-Y-K-I-F-D-E-I-L-V

17 Ji7 1738.2 L-Y-K-I-F-D-E-I-L-V-N-A-A-D-N

18 J18 1697.9 D-E-I-L-V-N-A-A-D-N-K-Q-R-D-P
19 J19 1691 N-A-A-D-N-K-Q-R-D-P-K-M-S-C-I
20 J20 1790.2 K-Q-R-D-P-K-M-S-C-I-R-V-T-I-D
21 J21 1733.1 K-M-S-C-I-R-V-T-I-D-P-E-N-N-L
22 K1 1784.1 R-V-T-I-D-P-E-N-N-L-I-S-I-W-N

23 K2 1669.1 P-E-N-N-L-I-S-I-W-N-N-G-K-G-I
24 K3 1663 I-S-I-W-N-N-G-K-G-I-P-V-V-E-H
25 K4 1665 N-G-K-G-I-P-V-V-E-H-K-V-E-K-M
26 K5 1739 P-V-V-E-H-K-V-E-K-M-Y-V-P-A-L
27 K 6 1736.3 K-V-E-K-M-Y-V-P-A-L-I-F-G-Q-L
28 K7 1623.1 Y-V-P-A-L-I-F-G-Q-L-L-T-S-S-N
29 K8 1717 I-F-G-Q-L-L-T-S-S-N-Y-D-D-D-E
30 K9 1671.9 L-T-S-S-N-Y-D-D-D-E-K-K-V-T-G
31 K10 1717 Y-D-D-D-E-K-K-V-T-G-G-R-N-G-Y
32 K11l 1552.1 K-K-V-T-G-G-R-N-G-Y-G-A-K-L-C
33 K12  1601.1 G-R-N-G-Y-G-A-K-L-C-N-I-F-S-T
34 K13  1658.1 G-A-K-L-C-N-I-F-S-T-K-F-T-V-E
35 K14 1730 N-I-F-S-T-K-F-T-V-E-T-A-S-R-E
36 K15  1865.3 K-F-T-V-E-T-A-S-R-E-Y-K-K-M-F
37 K16  1935.4 T-A-S-R-E-Y-K-K-M-F-K-Q-T-W-M
38 K17  1964.5 Y-K-K-M-F-K-Q-T-W-M-D-N-M-G-R
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39 K18 1784.1 K-Q-T-W-M-D-N-M-G-R-A-G-E-M-E
40 K19  1709.1 D-N-M-G-R-A-G-E-M-E-L-K-P-F-N
41 K20 1701 A-G-E-M-E-L-K-P-F-N-G-E-D-Y-T
42 K21  1776.1 L-K-P-F-N-G-E-D-Y-T-C-I-T-F-Q
43 L1 1717 G-E-D-Y-T-C-I-T-F-Q-P-D-L-S-K
44 L2 17732 C-I-T-F-Q-P-D-L-S-K-F-K-M-Q-S
45 L3 17653 P-D-L-S-K-F-K-M-Q-S-L-D-K-D-|
46 L4 17383 F-K-M-Q-S-L-D-K-D-I-V-A-L-M-V
47 L5 17783 L-D-K-D-I-V-A-L-M-V-R-R-A-Y-D
48 L6  1623.1 V-A-L-M-V-R-R-A-Y-D-I-A-G-S-T
49 L7 16791 R-R-A-Y-D-I-A-G-S-T-K-D-V-K-V
50 L8 1563 I-A-G-S-T-K-D-V-K-V-F-L-N-G-N
51 L9  1699.2 K-D-V-K-V-F-L-N-G-N-K-L-P-V-K
52 L10 17403 F-L-N-G-N-K-L-P-V-K-G-F-R-S-Y
53 L11 1816.4 K-L-P-V-K-G-F-R-S-Y-V-D-M-Y-L
54 L12  1850.4 G-F-R-S-Y-V-D-M-Y-L-K-D-K-L-D
55 L13 17281 V-D-M-Y-L-K-D-K-L-D-E-T-G-N-S
56 L14  1697.1 K-D-K-L-D-E-T-G-N-S-L-K-V-I-H
57 L15 1704.8 E-T-G-N-S-L-K-V-I-H-E-Q-V-N-H
58 L16 1890 L-K-V-I-H-E-Q-V-N-H-R-W-E-V-C
59 L17  1860.9 E-Q-V-N-H-R-W-E-V-C-L-T-M-S-E
60 L18 18421 R-W-E-V-C-L-T-M-S-E-K-G-F-Q-Q
61 L19 17291 L-T-M-S-E-K-G-F-Q-Q-I-S-F-V-N
62 L20 1627 K-G-F-Q-Q-I-S-F-V-N-S-I-A-T-S
63 L21 1574 [-S-F-V-N-S-I-A-T-S-K-G-G-R-H
64 M1  1560.9 S--A-T-S-K-G-G-R-H-V-D-Y-V-A
65 M2  1657.9 K-G-G-R-H-V-D-Y-V-A-D-Q-I-V-T
66 M3  1676.9 V-D-Y-V-A-D-Q-I-V-T-K-L-V-D-V
67 M4 17271 D-Q-I-V-T-K-L-V-D-V-V-K-K-K-N
68 M5  1583.1 K-L-V-D-V-V-K-K-K-N-K-G-G-V-A
69 M6 1592 V-K-K-K-N-K-G-G-V-A-V-K-A-H-Q
70 M7  1603.9 K-G-G-V-A-V-K-A-H-Q-V-K-N-H-M
71 M8  1851.1 V-K-A-H-Q-V-K-N-H-M-W-I-F-V-N
72 M9 18282 V-K-N-H-M-W-I-F-V-N-A-L-I-E-N
73 M10 1766.1 W-I-F-V-N-A-L-I-E-N-P-T-F-D-S
74 M1l  1706.9 A-L--E-N-P-T-F-D-S-Q-T-K-E-N
75 M12  1736.9 P-T-F-D-S-Q-T-K-E-N-M-T-L-Q-P
76 M13 1696 Q-T-K-E-N-M-T-L-Q-P-K-S-F-G-S
77 M14 1628 M-T-L-Q-P-K-S-F-G-S-T-C-Q-L-S
78 M15  1703.2 K-S-F-G-S-T-C-Q-L-S-E-K-F-I-K
79 M16  1612.1 T-C-Q-L-S-E-K-F-I-K-A-A-I-G-C
80 M17  1565.1 E-K-F-I-K-A-A-I-G-C-G-I-V-E-S

81 M18 1545 A-A-1-G-C-G-I-V-E-S-I-L-N-W-V
82 M19  1732.2 G-I-V-E-S-I-L-N-W-V-K-F-K-A-Q
83 M20  1829.3 -L-N-W-V-K-F-K-A-Q-V-Q-L-N-K
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84 M21  1692.1 K-F-K-A-Q-V-Q-L-N-K-K-C-S-A-V
85 N1 17381 V-Q-L-N-K-K-C-S-A-V-K-H-N-R-|
86 N2  1679.2 K-C-S-A-V-K-H-N-R-I-K-G-I-P-K
87 N3 17192 K-H-N-R-I-K-G-I-P-K-L-D-D-A-N
88 N4 1527 K-G-I-P-K-L-D-D-A-N-D-A-G-G-R
89 N5  1537.7 L-D-D-A-N-D-A-G-G-R-N-S-T-E-C
90 N6  1550.9 D-A-G-G-R-N-S-T-E-C-T-L-I-L-T
91 N7  1553.8 N-S-T-E-C-T-L-I-L-T-E-G-D-S-A
92 N8 1532 T-L-I-L-T-E-G-D-S-A-K-T-L-A-V
93 N9  1403.8 E-G-D-S-A-K-T-L-A-V-S-G-L-G-V
94 N10 1500 K-T-L-A-V-S-G-L-G-V-V-G-R-D-K
95 N1l 1551 S-G-L-G-V-V-G-R-D-K-Y-G-V-F-P
96 N12  1705.3 V-G-R-D-K-Y-G-V-F-P-L-R-G-K-|
97 N13  1761.3 Y-G-V-F-P-L-R-G-K-I-L-N-V-R-E
98 N14  1749.2 L-R-G-K-I-L-N-V-R-E-A-S-H-K-Q
99 N15 1740 L-N-V-R-E-A-S-H-K-Q-I-M-E-N-A
100 N16 1712 A-S-H-K-Q-I-M-E-N-A-E-I-N-N-|
101 N17 1671.2 I-M-E-N-A-E-I-N-N-I-I-K-I-V-G
102 N18 1773.4 E-1-N-N-I-I-K-1-V-G-L-Q-Y-K-K
103 N19 1840.3 I-K-1-V-G-L-Q-Y-K-K-N-Y-E-D-E
104 N20 1874.2 L-Q-Y-K-K-N-Y-E-D-E-D-S-L-K-T
105 N21  1831.2 N-Y-E-D-E-D-S-L-K-T-L-R-Y-G-K
106 O1 17705 D-S-L-K-T-L-R-Y-G-K-I-M-I-M-T
107 02 18273 L-R-Y-G-K-I-M-I-M-T-D-Q-D-Q-D
108 03 17321 [-M-I-M-T-D-Q-D-Q-D-G-S-H-I-K
109 04 1653 D-Q-D-Q-D-G-S-H-I-K-G-L-L-I-N
110 05 1700.2 G-S-H-I-K-G-L-L-I-N-F-I-H-H-N
111 06 17743 G-L-L-I-N-F-I-H-H-N-W-P-S-L-L
112 07 19734 F-I-H-H-N-W-P-S-L-L-R-H-R-F-L
113 08 1944.4 W-P-S-L-L-R-H-R-F-L-E-E-F-I-T
114 09 18843 R-H-R-F-L-E-E-F-I-T-P-I-V-K-V
115 010 1760.1 E-E-F-I-T-P-1-V-K-V-S-K-N-K-Q
116 011 1782.2 P-1-V-K-V-S-K-N-K-Q-E-M-A-F-Y
117 012 1819.2 S-K-N-K-Q-E-M-A-F-Y-S-L-P-E-F
118 013 1893.2 E-M-A-F-Y-S-L-P-E-F-E-E-W-K-S
119 014 1787.9 S-L-P-E-F-E-E-W-K-S-S-T-P-N-H
120 015 1884.1 E-E-W-K-S-S-T-P-N-H-K-K-W-K-V
121 016 1864.3 S-T-P-N-H-K-K-W-K-V-K-Y-Y-K-G
122 017 1787.4 K-K-W-K-V-K-Y-Y-K-G-L-G-T-S-T
123 018 1661.2 K-Y-Y-K-G-L-G-T-S-T-S-K-E-A-K
124 019 1647 L-G-T-S-T-S-K-E-A-K-E-Y-F-A-D
125 020 1896.3 S-K-E-A-K-E-Y-F-A-D-M-K-R-H-R
126 021 20325 E-Y-F-A-D-M-K-R-H-R-I-Q-F-K-Y
127 P1 18923 M-K-R-H-R-I-Q-F-K-Y-S-G-P-E-D
128 P2 1641 I-Q-F-K-Y-S-G-P-E-D-D-A-A-I-S
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129 P3  1507.9 S-G-P-E-D-D-A-A-I-S-L-A-F-S-K
130 P4  1622.1 D-A-A-I-S-L-A-F-S-K-K-Q-I-D-D
131 P5 18774 L-A-F-S-K-K-Q-I-D-D-R-K-E-W-L
132 P6  1953.3 K-Q-1-D-D-R-K-E-W-L-T-N-F-M-E
133 P7 20654 R-K-E-W-L-T-N-F-M-E-D-R-R-Q-R
134 P8 18774 T-N-F-M-E-D-R-R-Q-R-K-L-L-G-L
135 P9 18724 D-R-R-Q-R-K-L-L-G-L-P-E-D-Y-L
136 P10 1711.2 K-L-L-G-L-P-E-D-Y-L-Y-G-Q-T-T
137 P11  1828.1 P-E-D-Y-L-Y-G-Q-T-T-T-Y-L-T-Y
138 P12 1814.1 Y-G-Q-T-T-T-Y-L-T-Y-N-D-F-I-N
139 P13 1860.4 T-Y-L-T-Y-N-D-F-I-N-K-E-L-I-L
140 P14  1769.2 N-D-F-I-N-K-E-L-I-L-F-S-N-S-D
141 P15 1765.2 K-E-L-I-L-F-S-N-S-D-N-E-R-S-|
142 P16  1697.9 F-S-N-S-D-N-E-R-S-I-P-S-M-V-D
143 P17 1600 N-E-R-S-I-P-S-M-V-D-G-L-K-P-G
144 P18 1625.1 P-S-M-V-D-G-L-K-P-G-Q-R-K-V-L
145 P19 17223 G-L-K-P-G-Q-R-K-V-L-F-T-C-F-K
146 P20  1939.4 Q-R-K-V-L-F-T-C-F-K-R-N-D-K-R
147 P21 18412 F-T-C-F-K-R-N-D-K-R-E-V-K-V-A
148 Q1 1671 R-N-D-K-R-E-V-K-V-A-Q-L-A-G-S
149 Q2 15188 E-V-K-V-A-Q-L-A-G-S-V-A-E-M-S
150 Q3 1573.8 Q-L-A-G-S-V-A-E-M-S-S-Y-H-H-G
151 Q4 1709 V-A-E-M-S-S-Y-H-H-G-E-M-S-L-M
152 Q5 1764.2 S-Y-H-H-G-E-M-S-L-M-M-T-I-I-N
153 Q6 1756.3 E-M-S-L-M-M-T-I-I-N-L-A-Q-N-F
154 Q7 1636 M-T-I-I-N-L-A-Q-N-F-V-G-S-N-N
155 Q8 1645 L-A-Q-N-F-V-G-S-N-N-L-N-L-L-Q
156 Q9 1614 V-G-S-N-N-L-N-L-L-Q-P-I-G-Q-F
157 Q10 1707.2 L-N-L-L-Q-P-I-G-Q-F-G-T-R-L-H
158 Q11 1570 P-1-G-Q-F-G-T-R-L-H-G-G-K-D-S
159 Q12 1602 G-T-R-L-H-G-G-K-D-S-A-S-P-R-Y
160 Q13 1643.2 G-G-K-D-S-A-S-P-R-Y-I-F-T-M-L
161 Q14 1713.3 A-S-P-R-Y-I-F-T-M-L-S-S-L-A-R
162 Q15 1706.4 I-F-T-M-L-S-S-L-A-R-L-L-F-P-P
163 Q16 1697.1 S-S-L-A-R-L-L-F-P-P-K-D-D-H-T
164 Q17 1847.4 L-L-F-P-P-K-D-D-H-T-L-K-F-L-Y
165 Q18 1908.2 K-D-D-H-T-L-K-F-L-Y-D-D-N-Q-R
166 Q19 1952.2 L-K-F-L-Y-D-D-N-Q-R-V-E-P-E-W
167 Q20 1887.1 D-D-N-Q-R-V-E-P-E-W-Y-I-P-I-|
168 Q21 1812.3 V-E-P-E-W-Y-I-P-I-I-P-M-V-L-|
169 R1  1600.2 Y-I-P-[-I-P-M-V-L-I-N-G-A-E-G
170 R2 1515 P-M-V-L-I-N-G-A-E-G-I-G-T-G-W
171 R3  1489.9 N-G-A-E-G-I-G-T-G-W-S-C-K-I-P
172 R4  1693.1 I-G-T-G-W-S-C-K-I-P-N-F-D-V-R
173 R5 1748 S-C-K-I-P-N-F-D-V-R-E-I-V-N-N
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174 R 6 1889.3 N-F-D-V-R-E-I-V-N-N-I-R-R-L-M
175 R7 1785.1 E-I-V-N-N-I-R-R-L-M-D-G-E-E-P
176 R8 1767.3 I-R-R-L-M-D-G-E-E-P-L-P-M-L-P
177 R9 1737.1 D-G-E-E-P-L-P-M-L-P-S-Y-K-N-F
178 R10 1738.3 L-P-M-L-P-S-Y-K-N-F-K-G-T-I-E
179 R11 17111 S-Y-K-N-F-K-G-T-I-E-E-L-A-P-N
180 R12 1662 K-G-T-I-E-E-L-A-P-N-Q-Y-V-I-S
181 R13  1602.9 E-L-A-P-N-Q-Y-V-I-S-G-E-V-A-|
182 R14  1594.9 Q-Y-V-I-S-G-E-V-A-I-L-N-S-T-T
183 R15 1575.9 G-E-V-A-I-L-N-S-T-T-I-E-I-S-E
184 R16 1673 L-N-S-T-T-I-E-I-S-E-L-P-V-R-T
185 R17  1836.1 I-E-I-S-E-L-P-V-R-T-W-T-Q-T-Y
186 R18  1862.1 L-P-V-R-T-W-T-Q-T-Y-K-E-Q-V-L
187 R19  1880.1 W-T-Q-T-Y-K-E-Q-V-L-E-P-M-L-N
188 R20 1717 K-E-Q-V-L-E-P-M-L-N-G-T-E-K-T
189 R21 1641 E-P-M-L-N-G-T-E-K-T-P-P-L-I-T
190 S1 1783.1 G-T-E-K-T-P-P-L-I-T-D-Y-R-E-Y
191 S2 1822 P-P-L-I-T-D-Y-R-E-Y-H-T-D-T-T
192 S3 1873 D-Y-R-E-Y-H-T-D-T-T-V-K-F-V-V
193 S4 1764.9 H-T-D-T-T-V-K-F-V-V-K-M-T-E-E
194 S5 1722.1 V-K-F-V-V-K-M-T-E-E-K-L-A-E-A
195 S6 1704.1 K-M-T-E-E-K-L-A-E-A-E-R-V-G-L
196 S7 1725.2 K-L-A-E-A-E-R-V-G-L-H-K-V-F-K
197 S8 1755.2 E-R-V-G-L-H-K-V-F-K-L-Q-T-S-L
198 S9 1737.1 H-K-V-F-K-L-Q-T-S-L-T-C-N-S-M
199 S10 1709 L-Q-T-S-L-T-C-N-S-M-V-L-F-D-H
200 S11 1667 T-C-N-S-M-V-L-F-D-H-V-G-C-L-K
201 S12 1737.1 V-L-F-D-H-V-G-C-L-K-K-Y-D-T-V
202 S13 1736.3 V-G-C-L-K-K-Y-D-T-V-L-D-I-L-R
203 S14  1887.4 K-Y-D-T-V-L-D-I-L-R-D-F-F-E-L
204 S15  2004.7 L-D-I-L-R-D-F-F-E-L-R-L-K-Y-Y
205 S16 1977.6 D-F-F-E-L-R-L-K-Y-Y-G-L-R-K-E
206 S17 1926.7 R-L-K-Y-Y-G-L-R-K-E-W-L-L-G-M
207 S18 1660.3 G-L-R-K-E-W-L-L-G-M-L-G-A-E-S
208 S19 1617.2 W-L-L-G-M-L-G-A-E-S-A-K-L-N-N
209 S20 1632.1 L-G-A-E-S-A-K-L-N-N-Q-A-R-F-I
210 S21 1773.3 A-K-L-N-N-Q-A-R-F-I-L-E-K-I-D
211 T1 1757.5 Q-A-R-F-I-L-E-K-I-D-G-K-I-I-I

212 T2 1738.4 L-E-K-I-D-G-K-I-I-I-E-N-K-P-K
213 T3 1751.5 G-K-I-I-I-E-N-K-P-K-K-E-L-I-K
214 T4 1836.4 E-N-K-P-K-K-E-L-I-K-V-L-I-Q-R
215 T5 1777.3 K-E-L-I-K-V-L-I-Q-R-G-Y-D-S-D
216 T6 1747.1 V-L-I-Q-R-G-Y-D-S-D-P-V-K-A-W
217 T7 1721.9 G-Y-D-S-D-P-V-K-A-W-K-E-A-Q-Q
218 T8 1752.9 P-V-K-A-W-K-E-A-Q-Q-K-V-P-D-E
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219 T9 1801.7 K-E-A-Q-Q-K-V-P-D-E-E-E-N-E-E
220 T10 1790.7 K-V-P-D-E-E-E-N-E-E-S-D-N-E-K
221 T11 1796.7 E-E-N-E-E-S-D-N-E-K-E-T-E-K-S
222 T12 1683.7 S-D-N-E-K-E-T-E-K-S-D-S-V-T-D
223 T13 1599.7 E-T-E-K-S-D-S-V-T-D-S-G-P-T-F
224 T14 1643.9 D-S-V-T-D-S-G-P-T-F-N-Y-L-L-D
225 T15 1817.3 S-G-P-T-F-N-Y-L-L-D-M-P-L-W-Y
226 T16 1927.5 N-Y-L-L-D-M-P-L-W-Y-L-T-K-E-K
227 T17 1897.4 M-P-L-W-Y-L-T-K-E-K-K-D-E-L-C
228 T18 1875.3 L-T-K-E-K-K-D-E-L-C-R-L-R-N-E
229 T19 1903.2 K-D-E-L-C-R-L-R-N-E-K-E-Q-E-L
230 T20 1928.3 R-L-R-N-E-K-E-Q-E-L-D-T-L-K-R
231 T21 17741 K-E-Q-E-L-D-T-L-K-R-K-S-P-S-D
232 uil 1818.2 D-T-L-K-R-K-S-P-S-D-L-W-K-E-D
233 u?2 1750.2 K-S-P-S-D-L-W-K-E-D-L-A-T-F-I
234 us3 1807.2 L-W-K-E-D-L-A-T-F-I-E-E-L-E-A
235 u4 1692 L-A-T-F-I-E-E-L-E-A-V-E-A-K-E
236 us 1774.8 E-E-L-E-A-V-E-A-K-E-K-Q-D-E-Q
237 (UN6) 1626.8 V-E-A-K-E-K-Q-D-E-Q-V-G-L-P-G
238 uvs 1511.9 K-Q-D-E-Q-V-G-L-P-G-K-G-G-K-A
239 us 1426.1 V-G-L-P-G-K-G-G-K-A-K-G-K-K-T
240 uo 1561.1 K-G-G-K-A-K-G-K-K-T-Q-M-A-E-V
241 Uio 1670.1 K-G-K-K-T-Q-M-A-E-V-L-P-S-P-R
242 Uil 1681 Q-M-A-E-V-L-P-S-P-R-G-Q-R-V-I|
243 Uiz  1703.2 L-P-S-P-R-G-Q-R-V-I-P-R-I-T-I
244 Ul3 1741.2 G-Q-R-V-I-P-R-I-T-I-E-M-K-A-E
245 Ul4  1758.2 P-R-I-T-I-E-M-K-A-E-A-E-K-K-N
246 Uils 1803.4 E-M-K-A-E-A-E-K-K-N-K-K-K-I-K
247 Uule  1802.2 A-E-K-K-N-K-K-K-I-K-N-E-N-T-E
248 ui7z 1730 K-K-K-I-K-N-E-N-T-E-G-S-P-Q-E
249 U8 1617.6 N-E-N-T-E-G-S-P-Q-E-D-G-V-E-L
250 Ul9  1585.8 G-S-P-Q-E-D-G-V-E-L-E-G-L-K-Q
251 Uu20 1742.2 D-G-V-E-L-E-G-L-K-Q-R-L-E-K-K
252 u21  1867.3 E-G-L-K-Q-R-L-E-K-K-Q-K-R-E-P
253 Vi 1827.3 R-L-E-K-K-Q-K-R-E-P-G-T-K-T-K
254 V2 17441 Q-K-R-E-P-G-T-K-T-K-K-Q-T-T-L
255 V3 1662.2 G-T-K-T-K-K-Q-T-T-L-A-F-K-P-I
256 V4 1716.4 K-Q-T-T-L-A-F-K-P-I-K-K-G-K-K
257 V5 1785.4 A-F-K-P-I-K-K-G-K-K-R-N-P-W-S
258 V 6 1762.1 K-K-G-K-K-R-N-P-W-S-D-S-E-S-D
259 V7 1766.8 R-N-P-W-S-D-S-E-S-D-R-S-S-D-E
260 V8 1688.7 D-S-E-S-D-R-S-S-D-E-S-N-F-D-V
261 V9 1735.8 R-S-S-D-E-S-N-F-D-V-P-P-R-E-T
262 V10 1770.9 S-N-F-D-V-P-P-R-E-T-E-P-R-R-A
263 V11 1738 P-P-R-E-T-E-P-R-R-A-A-T-K-T-K
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264 V12 1765.2 E-P-R-R-A-A-T-K-T-K-F-T-M-D-L
265 V13 1717 A-T-K-T-K-F-T-M-D-L-D-S-D-E-D
266 V14 1799 F-T-M-D-L-D-S-D-E-D-F-S-D-F-D
267 V15 1779.8 D-S-D-E-D-F-S-D-F-D-E-K-T-D-D
268 V16 1805.9 F-S-D-F-D-E-K-T-D-D-E-D-F-V-P
269 V17 1651.7 E-K-T-D-D-E-D-F-V-P-S-D-A-S-P
270 V18 1618.8 E-D-F-V-P-S-D-A-S-P-P-K-T-K-T
271 V19 1543.9 S-D-A-S-P-P-K-T-K-T-S-P-K-L-S
272 V20 1699.2 P-K-T-K-T-S-P-K-L-S-N-K-E-L-K
273 V21 1683.1 S-P-K-L-S-N-K-E-L-K-P-Q-K-S-V
274 W1l 1714 N-K-E-L-K-P-Q-K-S-V-V-S-D-L-E
275 W2 1629.8 P-Q-K-S-V-V-S-D-L-E-A-D-D-V-K
276 W3  1543.8 V-S-D-L-E-A-D-D-V-K-G-S-V-P-L
277 W4 14557 A-D-D-V-K-G-S-V-P-L-S-S-S-P-P
278 W5  1480.7 G-S-V-P-L-S-5-S-P-P-A-T-H-F-P
279 W6 1614.7 S-S-S-P-P-A-T-H-F-P-D-E-T-E-I
280 W7  1667.7 A-T-H-F-P-D-E-T-E-I-T-N-P-V-P
281 W8  1684.8 D-E-T-E-I-T-N-P-V-P-K-K-N-V-T
282 W9  1624.9 T-N-P-V-P-K-K-N-V-T-V-K-K-T-A
283 W10 1618 K-K-N-V-T-V-K-K-T-A-A-K-S-Q-S
284 W11 1524.8 V-K-K-T-A-A-K-S-Q-S-S-T-S-T-T
285 W12 1537.9 A-K-S-Q-S-S-T-S-T-T-G-A-K-K-R
286 W13 1460.9 S-T-S-T-T-G-A-K-K-R-A-A-P-K-G
287 W14  1581.1 G-A-K-K-R-A-A-P-K-G-T-K-R-D-P
288 W15 1482.9 A-A-P-K-G-T-K-R-D-P-A-L-N-S-G
289 W16 1597.9 T-K-R-D-P-A-L-N-S-G-V-S-Q-K-P
290 W17 1512.8 A-L-N-S-G-V-S-Q-K-P-D-P-A-K-T
201 W18 1753.1 V-S-Q-K-P-D-P-A-K-T-K-N-R-R-K
292 W19 1783.2 D-P-A-K-T-K-N-R-R-K-R-K-P-S-T
293 w20 1790.1 K-N-R-R-K-R-K-P-S-T-S-D-D-S-D
294 w21 1712.9 R-K-P-S-T-S-D-D-S-D-S-N-F-E-K
295 X1 1641.9 S-D-D-S-D-S-N-F-E-K-I-V-S-K-A
296 X2 1666.1 S-N-F-E-K-1-V-S-K-A-V-T-S-K-K
297 X3 1549 I-V-S-K-A-V-T-S-K-K-S-K-G-E-S
298 X4 1696 V-T-S-K-K-S-K-G-E-S-D-D-F-H-M
299 X5 1687.9 S-K-G-E-S-D-D-F-H-M-D-F-D-S-A
300 X6 1693.9 D-D-F-H-M-D-F-D-S-A-V-A-P-R-A
301 X7 1589.9 D-F-D-S-A-V-A-P-R-A-K-S-V-R-A
302 X8 1649.2 V-A-P-R-A-K-S-V-R-A-K-K-P-I-K
303 X9 1776.3 K-S-V-R-A-K-K-P-I-K-Y-L-E-E-S
304 X10  1822.2 K-K-P-I-K-Y-L-E-E-S-D-E-D-D-L
305 X11 1841.2 K-P-I-K-Y-L-E-E-S-D-E-D-D-L-F
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2.3.12 Charakterisierung von Peptiden

Die Peptide, die in den CAD SPOT-Membran Versuchen ein starkes Interaktionssignal zeigten,
wurden re-synthetisiert und in weiteren Experimenten genauer analysiert und charakterisiert.

2.3.12.1 CAD Inhibitionsassays (Peptide)

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersuchten synthetischen Peptide wurden entweder von
der Firma GenScript Corporation (www.genscript.com) oder von der Firma Eurogentec
Deutschland GmbH (www.eurogentec.com) bezogen. Peptid A10 bestand aus den ICAD
Aminosaureresten 55-74 (Sequenz;: SLTPITLVLAEDGT IV DD D D; Mr: 2102.29). Peptid
A18 aus den ICAD Aminosaureresten 103-122 (Sequenzz. TAWVSQESFEADEPDSRA
G V; Mr: 2181.24). Peptid B1 aus den ICAD Aminosaureresten 127-146 (Sequenz: VAR QLKE
DLSSIILLSEEDL,; Mr: 2271.57). Peptid B2 aus den ICAD Aminosaureresten 133 — 152
(Sequenzz. EDLSSIILLSEEDLQALIDI Mr: 2229.53). Peptid B10 aus den ICAD
Aminosaureresten 181-200 (Sequenz. QREEARQSKQLLELYLQALE; Mr: 2445.74).
Die scrambled Version von Peptid B1 hatte die folgende Sequenz; LELADIQLDEVIRSSS
L L E K, Mr: 2271.57 und die scrambled Version von Peptid B2 hatte die folgende Sequenz; L S Q
LSDIELIEELDSLDA; Mr:2229.53. Alle Peptide wurden in 50 % (v/v) DMSO gel6st.

Kinetiken:

Fur die Kinetikversuche wurden die Peptide zusammen mit aktivierter Nuklease (typischerweise
100 nM) Uber Nacht bei 4°C in Spaltpuffer (siehe 2.3.10.5) inkubiert. Das Ansatzvolumen betrug
Ublicherweise 100 pl. Die Spaltreaktion wurde durch Zugabe von Plasmid-DNA (pBluescript SK+)
als Substrat (typischerweise 2.5 nM) gestartet. Im Folgenden wurden Aliquots nach 1 min, 5 min,
10 min, 15 min und 30 min bei 37°C abgenommen. Die Spaltreaktion wurde hierbei durch Zugabe
von jeweils 4 yl 5x AAP direkt gestoppt. Anschlielend wurde die Spaltreaktion mittels Agarose-
Gelelektrophorese analysiert.

Titrationen:

Zur Bestimmung der Konzentrationsabhangigkeiten wurde aktivierte Nuklease (typischerweise
100 nM) mit verschiedenen Peptidkonzentrationen titriert und Uber Nacht bei 4°C in Spaltpuffer
(siehe 2.3.10.5) inkubiert. Das Ansatzvolumen betrug hier 20 pl. Die Spaltreaktion wurde durch
Zugabe von Plasmid-DNA (pBluescript SK+) als Substrat (typischerweise 2.5 nM) gestartet und
nach 10 Minuten bei 37°C durch Zugabe von jeweils 4 ul 5x AAP gestoppt. Anschlie3end wurde
die Spaltreaktion mittels Agarose-Gelelektrophorese analysiert. Zum Auswerten der Daten wurden
mit Hilfe eines BioDocAnalyze Gel-Analyse Systems (Biometra) die Intensitaéten der DNA-Banden
gemessen. AnschlieRend wurde die Abnahme der supercoiled Plasmid-DNA (sc Plasmid-DNA)
quantifiziert, um so die noch vorhandene Spaltaktivitat zu ermitteln.
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2.3.12.2 NucA Inhibitionsassays

Fur die NucA Inhibitionsassays wurde 1 nM NucA Uber Nacht mit einem 100-1000 fachen
Uberschuss an Peptid B1 bzw. B2 in Puffer (10 mM Tris-HCL pH 7.0, 50 mM NacCl, 5 mM MnCl,,
0.1 % Triton) inkubiert. Die Spaltreaktion wurde durch Zugabe von Plasmid-DNA (pBluescript SK+)
als Substrat (typischerweise 2.5 nM) gestartet. Im Folgenden wurden Aliquots nach 10 sec, 30 sec,
1 min, 3 min, 5 min und 10 min bei 37°C abgenommen. Die Spaltreaktion wurde hierbei durch
Zugabe von jeweils 4 pl 5x AAP direkt gestoppt. AnschlieBend wurde die Spaltreaktion mittels
Agarose-Gelelektrophorese analysiert.

2.3.12.3 Ultrafiltration

Fir einige Anwendungen z.B. die Kristallisationsstudien oder die CD-Spektroskopie mussten die
jeweiligen Proteine teilweise konzentriert werden. Hierfir wurden Amicon Ultra-4 Centrifugal Filter
Devices der Firma Millipore mit einer Ausschlu3groRe von 30 kDa verwendet. Die Anwendung
entsprach dabei den Herstellerangaben.

2.3.12.4 CD-Spektroskopie von Peptiden

Die CD-Spektroskopie wurde im Hinblick auf die Peptide zur Analyse deren Sekundarstruktur
verwendet. Die CD-Spektren wurden in einem Bereich von 280 nm bis 180 nm (far UV) mit einem
J-710 Spektropolarimeter von Jasco aufgenommen. Fir die Messungen wurde der fertige Ansatz
(170 pl) in eine Hellma 121.000 Kuvette (Schichtdicke 0.2 mm) Uberfihrt. Als problematisch erwies
sich in diesen Versuchen der Anteil an DMSO im Puffer der Peptide, da DMSO in diesem Bereich
absorbiert (270 nm = 0.40 A). Da DMSO jedoch fur die Léslichkeit der Peptide unerlasslich war,
fihrte der Versuch einer Dialyse gegen den bereits beschriebenen CD-Puffer zu einer starken
Verringerung des Anteils an geldsten Peptiden. Dies hatte einen besonders starken Effekt auf die
CD-spektroskopischen Untersuchungen von Peptid B2, welches bereits vor der Dialyse eine
geringere Konzentration als Peptid B1 aufwies. Hier konnte kein auswertbares Signal erlangt
werden.

2.3.13 Generation einer hochspezifischen CAD

Ein kleineres Teilprojekt, das im Laufe der vorliegenden Arbeit bearbeitet wurde, war das Erstellen
einer hochspezifischen CAD. Dazu wurde CAD, die normalerweise eine unspezifische Nuklease
ist, mit I-Scel fusioniert. I-Scel ist eine Homingendonuklease, die eine 18 bp asymmetrische DNA-
Sequenz erkennt *>*"". Da I-Scel in der vorliegenden Arbeit nur als DNA-Bindemodul eingesetzt
werden sollte, wurde eine katalytische inaktive Variante dieses Enzyms gewahlt (I-Scel D44S). Das
Fusionsprotein CAD-I-Scel wurde hierbei jeweils auch, wie CAD Ublicherweise, mit ICAD bzw.
DFF45 ko-exprimiert.
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2.3.13.1 EMSA Versuche

Um zu Uberprifen, ob das Fusionsprotein CAD-I-Scel in der Lage ist DNA spezifisch zu binden,
wurden EMSA Versuche durchgefiihrt. Dazu wurden typischerweise 2.5 nM radioaktiv markierte
DNA (siehe 2.3.7.1) mit unterschiedlichen Konzentrationen von CAD-I-Scel fur mindestens 1 h in
EMSA-Puffer (10 mM Tris-HCI, pH 8.8, 1mM DTT, 100 ug/ml BSA) und Poly [d(I-C)]
(Endkonzentration 0,01 mg/ml) inkubiert. Dabei wurde zum einen DNA (160 bp) verwendet, die die
spezifische 1-Scel Erkennungssequenz (spezifisches Substrat) beinhaltet, und DNA, die keine
solche Erkennungssequenz beinhaltet (unspezifisches Substrat). Nach der Inkubation wurden die
Proben Polyacrylamid-gelelektophoretisch analysiert (siehe 2.3.7.2).

2.3.13.2 Spaltassays

Zur Analyse des spezifischen DNA Verdaus von CAD-I-Scel wurde ein ca. 800 bp langes DNA
Fragment, welches Uber zwei I-Scel Erkennungssequenzen in raumlicher Nahe (17-23 bp Abstand)
verflgte, mittels inverser-PCR erstellt. AnschlieRend wurde dieses PCR-Produkt (typischerweise
10-50 nM) mit aquimolaren Konzentrationen des Fusionsproteins tUber Nacht in Spaltpuffer (siehe
2.3.10.5) inkubiert. AuBerdem wurden zur Aktivierung der Nuklease katalytische Caspase-3 A1-28
Mengen zu dem Ansatz hinzugefligt. Am Folgetag wurde die Spaltreaktion durch die Zugabe von
7,5 mM MgCl, (Endkonzentration) gestartet. Im Folgenden wurden in der Regel Aliquots nach
1 min, 5 min, 10 min und 15 min bei 37°C abgenommen. Die Spaltreaktion wurde hierbei durch
Zugabe von jeweils 4 ul 5x AAP direkt gestoppt. AnschlieBend wurde die Spaltreaktion mittels
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (8 % PAA) auf eine spezifische Spaltung hin analysiert. Als
Kontrolle wurden die Versuche jeweils auch mit einem DNA Substrat ohne [-Scel
Erkennungssequenzen durchgefuhrt.

2.3.14 Kiristallisationsstudien

Die Kristallisationsstudien mit ICAD-S und dem Komplex aus DFF40 und DFF45 wurden in
Kooperation mit dem Netherlands Cancer Institute (NKI) durchgefuhrt. Dazu wurden die
entsprechenden Proteine zunéchst in den fir die Kristallisationsstudien notwendigen
Konzentrationen (5-10 mg/ml) prapariert und anschlie3end nach dem vapour diffusion (sitting drop)
Prinzip der Nanokristallisation im 96-well Format unter verschiedenen Bedingungen inkubiert. Die
sitting drops bestehen dabei aus 100 nl Proteinldsung, die mit 100 nl Kristallisationsreagenz
vermischt wurden. Somit braucht man nur ca. 30 ul der konzentrierten Proteinlésung fiir jeden 96
well screen.

2.3.14.1 Kiristallisationsreagenzien

Zum screen der Protein Kristallisationsbedingungen wurden Kits der Firma Qiagen (JCSG Suite,
PACT Suite, Classics Suite) im 96-well Format verwendet (www.giagen.com). Somit wurden 3 x 96
unterschiedliche Kristallisationsbedingungen untersucht.
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2.3.14.2 Inkubationsbedingungen

Die fertig praparierten 96-wells wurden im Anschluss in der so genannten Crystal Farm, einem
Platten Lagerungs- und automatischem Abbildungssystem, entweder bei Raumtemperatur oder bei
4°C inkubiert.

2.3.15 Interaktions-modelling

Die Ergebnisse der CAD SPOT-Membran wurden unter Verwendung des Programms Pymol auf
bereits verfigbare Strukturinformationen der Nuklease CAD Ubertragen, um so ein
Interaktionsmodell von ICAD und CAD anhand der SPOT Primé&rdaten zu erstellen.

2.4 Verwendung von Online-Datenbanken

Im Zuge der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene Online-Datenbanken zum Ermitteln von
Proteinsequenzen, zur Vorhersage von Protein und Peptidsekundarstrukturen sowie zur in-silico
Charakterisierung von Proteinen verwendet.

2.4.1 Proteinsequenzen

Proteinsequenzen wurden in der Regel im World Wide Web Uber die Online- Protein
Knowledgebase UniProt (www.uniprot.org) ermittelt. Basieren auf den Informationen dieser
Datenbank wurden auch Sequenzalignments (zum Beispiel zwischen ICAD-L und DFF45)
durchgefuhrt.

2.4.2 Sekundarstrukturvorhersagen von Proteinen und Peptiden

Sekundarstrukturvorhersagen fur Bereiche von ICAD bzw. DFF35/45 wurden zumeist mit Hilfe des
Servers PSI-PRED getatigt, wahrend mogliche Sekundarstrukturen von einzelnen Peptiden mittels
des Servers PEP-Fold vorausberechnet wurden.

2.4.3 In-Silico Charakterisierung von Proteinen

Vorhersagen zur Hydrophobizitat und Zugéanglichkeit bestimmter Aminosaurereste Regionen von
ICAD bzw. DFF35/45 wurden mit Hilfe des Servers Prot-scale durchgefuhrt.
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3.Ergebnisse

3.1 SPOT-Membran Versuche

3.1.1 CAD - ICAD Interaktionsstudien

Da es nach bisherigem Stand nur partiell strukturelle Informationen Uber den DFF-Komplex gibt,
wurde in der vorliegenden Arbeit die SPOT (peptide array) Methode verwendet, um
Protein-Protein-Wechselwirkungen zwischen CAD und ICAD zu identifizieren.

3.1.1.1 CAD SPOT-Membran

Die CAD SPOT-Membran bestand aus 55 spots, die tUiber drei Reihen (E, F und G) verteilt waren
(siehe Abbildung 14). Der erste spot (E1) spiegelte dabei das erste N-terminale CAD-Peptid
(AS 1-20) wider und der letzte spot (G13) das letzte C-terminale Peptid (AS 325-344).
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Abbildung 14: Komplettdarstellung der CAD SPOT-Membran

Gezeigt ist die CAD SPOT-Membran nach Inkubation mit 50 nM HisFlag-ICAD-L. Die Interaktion von
ICAD-L mit CAD Peptiden wurde via ECL (enhanced chemiluminescence) - Reaktion mittels eines
Anti-FLAG® (horseradish peroxidase conjugated) Antikdrpers analysiert.

Nach der Inkubation mit ICAD-L zeigte die CAD SPOT-Membran Interaktionssignale, die tber alle
drei Domanen von CAD verteilt waren. Dabei gliederten sich die Interaktionssignale im
Wesentlichen in sieben Interaktionsgruppen (spots: E1-E6, E16-E20, F3-F6, F11-F13, F17-F20,
G1 und G3 sowie G7-G13). Das starkste Interaktionssignal war dabei bei spot E18 zu detektieren,
andere starke Interaktionssignale wurden bei spots E3, E6, E16, E20, F5, F12, F19 und G10
beobachtet.

3.1.1.2 Interaktion mit der CAD Cl1-Domaéane

Die Peptide E1 bis E6 stellen Aminosdurereste der N-terminalen Doméane (C1) von CAD dar, die
zum einen die B-Strange B1, B2 und B3, sowie zum anderen die N-terminale a-Helix bilden. Zu
bemerken ist, dass, auch wenn die spots E3 und E6 etwas intensiver erscheinen, alle spots in
dieser Region ein relativ ahnlich starkes Interaktionssignal aufwiesen.
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CAD Reihe E:

2 Peptide 1-6

1

CAD AS-Sequenz (AS 1-50) : MCAVLRQPKCVKLRALHSACKFGYAARSCQELLRKGCVRFQLPMPGSRLC

Abbildung 15: Spots E1 bis E6 der CAD SPOT-Membran

Teil A der Abbildung zeigt die spots E1 bis E6 der CAD SPOT-Membran. Im unteren Bereich des
Teils B ist die, die spots E1-E6 abdeckende, CAD AS-Sequenz (AS 1-50) angegeben. Um den
Uiberlappenden Charakter der jeweiligen Peptide der spots exemplarisch darzustellen, wurden diese
in Form von Strichen passgenau lber die entsprechende AS-Sequenz von CAD eingezeichnet.

31121 Interaktion mit der CAD Dimerisierungsdomane

Neben einer Interaktion von ICAD mit CAD-Peptiden der N-terminalen Domé&ne, wurden auch

Interaktionen mit der C2-Doméane von CAD, der so genannten CAD Dimerisierungsdomane,
beobachtet.

CAD Reihe E: 12 13 14 156 16 17 18 19 20 21

Peplid E16

CAD C2 Domane

Abbildung 16: Spots E12 bis E21 der CAD SPOT-Membran

Die Abbildung zeigt die spots E12 bis E21 der CAD SPOT-Membran. Im unteren Bereich der

Abbildung sind die drei a-Helices (ai3), die die C2-Doméne von CAD formen, schematisch
dargestellt.

Diese relativ starken Interaktionssignale bezogen sich dabei auf die spots E16, E18 und E20,
deren Peptide im nativen CAD Protein die a-Helices a;, a, und as der C2-Démane formen (siehe
Abbildung 16). Das Peptid mit dem starksten Interaktionssignal der CAD SPOT-Membran, Peptid
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E18, umfasst dabei fast die komplette a,-Helix, sowie einen relativ groRen Teil der az-Helix der
C2-Domane. Auffallend bei dieser Gruppe von Interaktionssignalen ist auch, dass trotz des
Uberlappenden Charakters der Peptide der SPOT-Membran, nur ein schwaches Interaktionssignal
bei spot E19 und kein Interaktionssignal bei spot E17 erkennbar ist. Schaut man sich die AS-
Sequenz von Peptid E17 an, so ist besonders interessant, dass dieses Peptid im nativen CAD
Protein verglichen mit z.B. Peptid B18 prozentual aus wesentlich mehr AS besteht, die zu

unstrukturierten linker-Regionen gehdrenlze.

3.1.1.2.2 Interaktion im Bereich der Zn?*-Bindestelle von CAD

Ein weiteres relativ starkes Interaktionssignal wurde fir Peptid F19 beobachtet. Dieses Peptid
bildet in der nativen Nuklease den N-terminalen B,-Strang der C3-Doméne und beinhaltet die
Aminosaurereste Cys238 und His242, die bei der Bindung des fir die Struktur von CAD wichtigen
Zn**-lons beteiligt sind. Der Verlust dieses Zn*"-lons fihrt zum strukturellen Zusammenbruch von

CAD und damit verbunden zum Verlust der Nukleaseaktivitat*2°.

3.1.1.2.3 Interaktion mit dem katalytischen Zentrum

Ein schwaches, aber dennoch positives Signal auf der CAD SPOT-Membran konnte nach der
Inkubation mit ICAD bei spot G1 detektiert werden. Peptid G1 spiegelt Teile des aktiven Zentrums
von CAD wider. Dieses befindet sich in enger Nahe zur Zn** Bindestelle (Cys229, Cys238, His242,
und Cys307) und beinhaltet die Aminosaurereste Asp262 und His263. Asp262 ist hierbei der
wichtigste Mg®*-Ligand und His263 stellt die alljemeine Base dar, die fiir den katalytischen
Mechanismus der Spaltung von Phosphodiesterbindungen durch CAD essentiell ist®” 1.

3.1.1.24 Interaktion mit der NLS-Region

Teile der langen C-terminalen Gruppe von positiven Interaktionssignalen umfassen die NLS-

Sequenz von CAD, die das Binden an Importin o vermittelt'’®,

3.1.1.25 Weitere Interaktionen

Weitere Interaktionssignale von ICAD mit CAD Peptiden, die in den SPOT-Membran Versuchen
beobachtet werden konnten, waren die positiven Interaktionssignale von Peptid F5 und F12. Peptid
F5 besteht dabei aus den Aminoséaureresten, die im nativen CAD Protein den N-terminalen Teil der
a4-Helix bilden. Diese Helix ist vermutlich an der DNA-Bindung von CAD beteiligtm. Die
Aminosaurereste, die Peptid F12 beinhaltet, formen im nativen Protein die as-Helix, die sich

parallel zur a,-Helix befindet™®.
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3.1.1.3

Tabelle 3: Zusammenfassung der CAD SPOT-Membran Daten

Tabellarische Zusammenfassung der gewonnenen CAD

SPOT-Membran Daten

Die spots der CAD SPOT-Membran, bei denen ein positives Signal beobachtet werden konnte, sind in
dieser Tabelle samt entsprechender AS-Sequenz zusammengefasst. Die Signalstarke der spots wurde

hierbei in drei Klassen unterteilt: niedrig (+), mittel (++) und stark (+++).

spot Nr. Sequenz Signalstéarke
E1l O'M-C-A-V-L-R-Q-P-K-C-V-K-L-R-A-L-H-S-A-C*° +
E2 97Q-P-K-C-V-K-L-R-A-L-H-S-A-C-K-F-G-V-A-A%®

E3 13 \R-A-L-H-S-A-C-K-F-G-V-A-A-R-S-C-Q-E-L* ++
E4 A-C-K-F-G-V-A-A-R-S-C-Q-E-L-L-R-K-G-C-V*®

E5 A-A-R-S-C-Q-E-L-L-R-K-G-C-V-R-F-Q-L-P-M** +
E6 $'E.| - -R-K-G-C-V-R-F-Q-L-P-M-P-G-S-R-L-C*° ++
E16 OE | -S-V-F-N-E-P-H-A-G-V-I-Q-A-A-R-Q-L-L™*° ++
E18 193)_Q-A-A-R-Q-L-L-S-D-E-Q-A-P-L-R-Q-K-L-L*? +4+
E19 199 | -S-D-E-Q-A-P-L-R-Q-K-L-L-A-D-L-L-H-H'?® +
E20 M3A p_| -R-Q-K-L-L-A-D-L-L-H-H-V-S-Q-N-1-T*** ++
F3 19E_Q-D-P-S-W-F-E-G-L-E-S-R-F-R-N-K-S-G-Y**®

F4 15F E-G-L-E-S-R-F-R-N-K-S-G-Y-L-R-Y-S-C-E***

F5 IR F-R-N-K-S-G-Y-L-R-Y-S-C-E-S-R-I-R-G-Y*"° ++
F6 %7G-Y-L-R-Y-S-C-E-S-R-I-R-G-Y-L-R-E-V-S-A"® +
F11 7 E_E-Y-L-R-V-L-G-S-M-C-Q-K-L-K-S-V-Q-Y-N** +
F12 93| .G-S-M-C-Q-K-L-K-S-V-Q-Y-N-G-S-Y-F-D-R**? ++
F13 199 | -K-S-V-Q-Y-N-G-S-Y-F-D-R-G-A-E-A-S-5**® +
F17 *2p_E_G-W-F-S-C-Q-G-P-F-D-L-E-S-C-L-S-K-H** +
F18 9¢.Q-G-P-F-D-L-E-S-C-L-S-K-H-S-I-N-P-Y-G**®

F19 23| .E-S-C-L-S-K-H-S-I-N-P-Y-G-N-R-E-S-R-1*** ++
F20 K -H-S-I-N-P-Y-G-N-R-E-S-R-I-L-F-S-T-W-N°%® +
G1 23R - L-F-S-T-W-N-L-D-H-I-I-E-K-K-R-T-V-V*"?

G3 25| E-K-K-R-T-V-V-P-T-L-A-E-A-I-Q-D-G-R-E?®*

G7 289y Y-S L-L-F-T-A-E-N-L-K-L-V-H-I-A-C-H*%® +
G8 295 T-A-E-N-L-K-L-V-H-I-A-C-H-K-K-T-T-H-K3*

G9 O | -V-H-I-A-C-H-K-K-T-T-H-K-L-E-C-D-R-§*%° +
G10 397 C_H-K-K-T-T-H-K-L-E-C-D-R-S-R-I-Y-R-P-Q**° ++
G11 #131_K-L-E-C-D-R-S-R-I-Y-R-P-Q-T-G-S-R-R-K**? ++
G12 $19R-S-R-I-Y-R-P-Q-T-G-S-R-R-K-Q-P-A-R-K-K**®

G13 $°p_Q-T-G-S-R-R-K-Q-P-A-R-K-K-R-P-A-R-K-R**
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3.1.1.4 ICAD SPOT-Membran

Die ICAD SPOT-Membran bestand aus 53 spots die tber drei Reihen (A, B und C) verteilt waren
(siehe Abbildung 17). Der erste spot (Al) spiegelte dabei das erste N-terminale ICAD-Peptid
(AS 1-20) wider, der letzte spot (C11) das letzte C-terminale Peptid (AS 312-331).

1 23 4 5 6 7 8 9 10 11 1213 14 15 16 17 18 19 20 2
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Abbildung 17: Komplettdarstellung der ICAD SPOT-Membran nach Inkubation mit CAD

Dargestellt ist die ICAD SPOT-Membran nach Inkubation mit 50 nM GST-CAD. Die Interaktion von
GST-CAD mit ICAD Peptiden wurde via ECL (enhanced chemiluminescence) - Reaktion Uber einen
Anti-GST bzw. Anti-goat (horseradish peroxidase conjugated) Antikdrper analysiert.

Nach der Inkubation mit CAD zeigte die ICAD SPOT-Membran, in Ubereinstimmung mit den
Ergebnissen der CAD SPOT-Membran, Interaktionssignale, die Uber alle drei Domé&nen von ICAD
verteilt waren. Die positiven Interaktionssignale konnten hierbei in sechs Interaktionsgruppen
unterteilt werden (spots: A8-A10, A17-Al18, B1-B2, B8-B11, B14-B16 und C7-C11). Die starksten
Interaktionssignale wurden bei spots A10, A18, B1, B2 und B10 beobachtet.

3.1.14.1 Interaktion mit der ICAD D1-Domaéane

Die Region, die von den Peptiden der spots A9 und A10 reprasentiert wird, befindet sich in der
D1-Doméne von ICAD, fir die es bereits strukturelle Informationen gibt. Dabei formen die
Aminosaurereste, aus denen diese Peptide bestehen, im nativen ICAD Protein die beiden
B-Strange, B3 und B4 sowie eine loop-Struktur in der D1-Domé&ne. Vergleicht man die SPOT
Ergebnisse fur die N-terminalen Domé&nen von ICAD und CAD, so fallt direkt auf, dass im
Gegensatz zur CAD SPOT-Membran, auf der ein recht breites und gleichmafiiges Interaktionsfeld
detektiert wurde (siehe spots E1-E6; 3.1.1.2), das Interaktionssignal der ICAD SPOT-Membran in
diesem Bereich fast nur auf einen spot (A10), der jedoch ein sehr starkes Signal ausstrahlt,
reduziert ist.

3.1.1.4.2 Interaktion mit den Caspase-3 Spaltstellen

Weitere positive Interaktionssignale wurden fir die Peptide A17/A18 und B14-B16 beobachtet.
Interessanterweise beinhalten diese beiden Interaktionsgruppen die zwei Caspase-3 Spaltstellen
von ICAD (*“'DEPD™ und #*’DAVD®*). Diese sind fiir die regulatorische Wirkung von ICAD
essentiell und ermdéglichen das Aktivieren der Nuklease CAD.
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3.1.1.4.3 Interaktion mit der inhibitorischen Doméane (D2)

Die D2-Doméne von ICAD steht im Verdacht eine entscheidende Rolle bei der CAD Inhibition
durch ICAD zu spielen und wird daher in der Literatur auch inhibitorische Doméane genannt. Da der
genaue Mechanismus der inhibitorischen Wirkung von ICAD bisher noch nicht bekannt ist, war es
aulerst interessant zu identifizieren, dass besonders zwei Regionen in der D2-Doméane ein sehr
starkes Interaktionssignal aufweisen. Diese beiden Regionen, denen bisher noch keine Funktion
zugesprochen wird, werden von den Peptiden B1/B2 und B10 gebildet.

3.1.144 Interaktion mit der C-terminalen D3-Domaéne

Die spots C7 bis C11 reprasentieren das C-terminale Ende von ICAD. Wie die fir diese Region
vorhandene strukturelle Information (NMR) zeigt, befinden sich die Aminoséaurereste, die diese
Peptide beinhalten, auf der as,-Helix der D3-Domane von ICAD'®. Die C-terminale D3-Doméne
spielt eine Rolle bei der Chaperon-dhnlichen Aktivitit von ICAD™ * 7 AuBerdem ist
anzumerken, dass die C-terminalen Peptide dieser Interaktionsgruppe die NLS-Sequenz von ICAD
formen. Diese Sequenz vermittelt das Binden an Importin a*’®.

71



Ergebnisse

3.1.1.5 Tabellarische Zusammenfassung der gewonnenen ICAD
SPOT-Membran Daten

Tabelle 4: Zusammenfassung der ICAD SPOT-Membran Daten

Die spots der ICAD SPOT-Membran, bei denen ein positives Signal beobachtet werden konnte, sind in
dieser Tabelle samt entsprechender AS-Sequenz zusammengefasst. Die Signalstarke der spots wurde
hierbei in drei Klassen unterteilt: niedrig (+), mittel (++) und stark (+++).

spot Nr. Sequenz Signalstéarke
43 62
A8 R-S-K-A-C-E-L-L-A-I-D-K-S-L-T-P-I-T-L-V +
A9 L-L-A-1-D-K-S-L-T-P-I-T-L-V-L-A-E-D-G-T*® ++
A10 %S| -T-P-|-T-L-V-L-A-E-D-G-T-I-V-D-D-D-D"* ++ 4+
97 116
Al7 N-D-S-D-G-G-T-A-W-V-S-Q-E-S-F-E-A-D-E-P ++
A18 1037 A-W-V-S-Q-E-S-F-E-A-D-E-P-D-S-R-A-G-V*? +++
B1 121\ A-R-Q-L-K-E-D-L-S-S-I-I-L-L-S-E-E-D-L**° ++ 4+
B2 133E.D-L-S-S-I-I-L-L-S-E-E-D-L-Q-A-L-I-D-1"*? +++
B8 1%94.G-L-Q-S-T-L-Q-Q-V-L-D-Q-R-E-E-A-R-Q-S'*® +
B9 5L-Q-Q-V-L-D-Q-R-E-E-A-R-Q-S-K-Q-L-L-E-L*** ++
B10 ¥13-R-E-E-A-R-Q-S-K-Q-L-L-E-L-Y-L-Q-A-L-E*® +++
B11 1870-8-K-Q-L-L-E-L-Y-L-Q-A-L-E-K-E-G-N-I-L*% ++
B14 293 | .S-N-Q-K-E-S-K-A-A-L-S-E-E-L-D-A-V-D*** ++
B15 #ME.SK-A-A-L-S-E-E-L-D-A-V-D-T-G-V-G-R-E*® ++
B16 2175 E-E-L-D-A-V-D-T-G-V-G-R-E-M-A-S-E-V-L** +
c7 289 T-T-E-L-A-L-R-L-Q-Q-V-Q-S-L-H-S-L-R-N>*®
cs 9| R-L-Q-Q-V-Q-S-L-H-S-L-R-N-L-S-A-R-R-S**?
co 301351 -H-S-L-R-N-L-S-A-R-R-S-P-L-P-G-E-P**® ++
c10 307 R-N-L-S-A-R-R-S-P-L-P-G-E-P-Q-R-P-K-R-A%?* ++
ci1i $3R R-S-P-L-P-G-E-P-Q-R-P-K-R-A-K-R-D-S-5°%° +

3.1.2 Interaktionsmodell

Die Daten der CAD und ICAD SPOT-Membran-Versuche wurden im Folgenden auf bereits
vorhandene strukturelle CAD und ICAD Informationen Ubertragen, um so ein virtuelles, SPOT
basiertes, Modell der CAD-ICAD Interaktion zu erstellen.
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Abbildung 18: Interaktionsmodell basierend auf den Daten der SPOT Versuche

A: Das Homodimer von CAD (pdb code 1v0d) nach Woo et al. (2004), bestehend aus der C2 und C3
Domane, ist dargestellt. Die strukturellen Elemente, die in der SPOT-Methode mit ICAD interagieren,
wurden dabei nur in einer Untereinheit angedeutet. Der orangene Kreis zeigt das fir die Struktur
wichtige Zn*"-lon (Zn2+) und der graue Kreis stellt das fur die Katalyse wichtige Mg2+ dar, das sich im
aktiven Zentrum von CAD befindet. B: Der Komplex der N-terminalen Doméne von CAD
(C1-Doméne, grau) und ICAD (D1-Domane, blau) ist gezeigt (pdb code 1f2r und 1c9f). C: Die
Struktur der C-terminalen Doméane von humanem ICAD (D3-Domaéne) wird bildlich dargestellt (pdb
code 1liyr). Die Aminosaurereste, die bei beiden Spleivarianten vorkommen, sind blau gefarbt. Der
grune Pfeil markiert dabei die Position des letzten gemeinsamen Aminoséaurerests von ICAD-S und
ICAD-L (Glu261). Abbildungubergreifend sind Regionen mit einem starken Interaktionssignal
dunkelrot und Regionen mit einem mittleren Interaktionssignal orange hervorgehoben.
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Anhand des Interaktionsmodells kann man feststellen, dass sich das ICAD-CAD Interface
scheinbar Uber jeweils alle drei Domé&nen der Proteine erstreckt. Des Weiteren ist ersichtlich, dass
das starkste Interaktionssignal (dunkelrot markiert) in den Versuchen mit der CAD SPOT-Membran
von Peptiden ausging, die im nativen Protein in der CAD C2-Doméne, speziell der a,-Helix der
C2-Domane, wiederzufinden sind. Diese Doméane vermittelt die Homodimerisierung von CAD nach
der Caspase-induzierten Abspaltung von ICAD™°. Schaut man sich das Interaktionsmodell
genauer an, so kann man auch ableiten, dass ICAD gréf3tenteils mit der gegeniberliegenden Seite
der CAD DNA-Bindestelle interagiert und zudem den, in rAumlicher Nahe befindlichen, C-Terminus
kontaktiert.

3.1.3 ICAD - ICAD Interaktionsstudien

Neben den Studien zur Interaktion von CAD und ICAD, wurde die ICAD SPOT-Membran auch
verwendet, um die Interaktion zweier ICAD Molekile naher zu untersuchen. In der Literatur findet
man unterschiedliche Angaben zur Stéchiometrie von ICAD, zum Teil wurden ICAD Dimere
beschrieben, aber auch Monomere bzw. Oligomere wurden beobachtet ** *"* . Fir die ICAD-
ICAD Interaktionsstudien wurde die ICAD SPOT-Membran, wie fur die CAD SPOT-Membran
beschrieben, mit HisFlag-ICAD (50 nM) inkubiert.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
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Abbildung 19: Komplettdarstellung der ICAD SPOT-Membran nach Inkubation mit ICAD

Gezeigt ist die ICAD SPOT-Membran nach Inkubation mit 50 nM HisFlag-ICAD-L. Die Interaktion von
HisFlag-ICAD-L mit ICAD Peptiden wurde via ECL (enhanced chemiluminescence) - Reaktion uber
einen Anti-FLAG (horseradish peroxidase conjugated) Antikdrper analysiert.

ErwartungsgemaR, sieht die Verteilung der Interaktionssignale auf der ICAD SPOT-Membran nach
Inkubation mit ICAD, im Vergleich zur Inkubation mit CAD, unterschiedlich aus. Allgemein
betrachtet ist eine geringere Anzahl an Interaktionssignalen erkennbar. Die positiven Signale
erstrecken sich hierbei hauptsachlich tGiber die D1- und D3-Doménen von ICAD. Interessanterweise
nicht wie im Falle der ICAD SPOT-Membran, die mit CAD inkubiert wurde, tber die inhibitorische
D2 Doméne von ICAD. Man kann drei Interaktionsgruppen unterscheiden (E2-E4, E18/E19 und
E7-E9). Diese Interaktionsgruppen tberschneiden sich nicht mit den Interaktionsgruppen, die nach
der Inkubation mit CAD sichtbar waren. Die Ausnahme hierbei sind spots C8 und C9 der
C-terminalen Doméne. Hier wurde auch ein leichtes Interaktionssignal nach der Inkubation mit
CAD beobachtet. In diesem Fall stieg die Intensitdt des Signals in diesem Bereich allerdings
Richtung C-Terminus an, im Falle der Inkubation mit ICAD wird es wieder schwéacher.
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3.1.4 Topoisomerase Il alpha - CAD Interaktionsstudien

Im Zuge der Studien zum Interaktionsverhalten der Nuklease CAD, wurde auch die in der Literatur

bereits beobachtete Interaktion dieser Nuklease mit Topoisomerase Il a im Kontext der SPOT

Methode naher untersucht***.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

Abbildung 20: Komplettdarstellung der Topoisomerase Il a SPOT-Membran nach Inkubation mit CAD

Dargestellt ist die Topoisomerase Il a SPOT-Membran nach Inkubation mit 50 nM GST-CAD. Die
Interaktion von GST-CAD mit Topoisomerase |1l a Peptiden wurde via ECL (enhanced
chemiluminescence) -Reaktion Uber einen Anti-GST bzw. Anti-goat (horseradish peroxidase
conjugated) Antikdrper analysiert.

Die Intensitéten der einzelnen spots wurden nun densitometrisch ausgewertet und die Mittelwerte
berechnet (die Versuche wurden dafir drei Mal wiederholt). Im Rahmen dieser Berechnungen
wurde der spot mit der starksten Interaktion als 100% Interaktion gewertet.
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CAD Interaktion mit Topoisomerase Il o Peptiden
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Abbildung 21: Auswertung der Topoisomerase Il a SPOT-Membran Ergebnisse

Die Ergebnisse der Topoisomerase || a SPOT-Membran sind graphisch dargestellt. Fir die
Auswertung wurden die Intensitaten der einzelnen spots densitometrisch ermittelt. Die Ergebnisse von
drei Topoisomerase Il a SPOT-Membran Versuchen wurden so quantifiziert und anschlieRend
Mittelwerte berechnet. Hierbei wurde jeweils der spot mit der starksten Intensitat auf als 100%
Interaktionssignal gewertet und die anderen spot Signale entsprechend angepasst. Spots, deren
Interaktionssignal kleiner als 20% war wurden in dieser Grafik nicht beriicksichtigt.

Wie die Abbildung zeigt, wurden relative viele verschieden starke Interaktionssignale detektiert.
Dabei waren die meisten Interaktionen im Bereich der C-terminalen Doméne der
Topoisomerase Il a zu finden (s. Abbildung 21). Die starkste Interaktion wurde mit Peptiden V18
und V19 beobachtet. Frau B.sc. Pia Steigler ist derzeit gerade damit beschéftigt diese im Rahmen
ihrer Masterarbeit ndher zu untersuchen.

3.2 CAD Inhibition durch ICAD-abgeleitete Peptide

Die SPOT-Analyse von CAD und ICAD lieferte eine groRe Menge an Daten, die frihere
Hypothesen zur Interaktion dieser beiden Proteine bestéatigen bzw. vertiefen konnten. Das
Hauptziel dieser Arbeit war es, den Mechanismus der CAD Inhibition durch ICAD naher zu
erforschen. Daher wurden im Anschluss an die ICAD SPOT-Membran Versuche solche
ICAD-Peptide, die ein starkes Interaktionssignal aufwiesen, re-synthetisiert und in Lésung auf eine
mdogliche Inhibition von CAD untersucht. Die Peptide, die fir diese Versuche gewahlt wurden,
waren das Peptid A10 sowie die Peptide A18, B1 und B10 der inhibitorischen D2-Domaéne.
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3.2.1 Inhibitionsassays mit ICAD-abgeleiteten Peptiden

Zur Identifizierung potentiell inhibitorisch wirksamer ICAD Regionen wurden die in 3.2
beschriebenen Peptide, in ersten Versuchen, zusammen mit aktivierter Nuklease und Substrat
Plasmid-DNA inkubiert. Anschlielend wurde das Inhibitionsvermdgen indirekt, auf Basis der Rest-
Nukleaseaktivitdt und den dadurch erfolgten DNA Verdau, zu verschiedenen Zeitpunkten
analysiert.

0,1 uM CAD

- 100 pM A10 100 pM A18 100 pM B1 100 uM B10

Peptid A0 Peptid A18  Peptid B1  Peplid B10

AS 1 % 23 K<)

N~ CAD-Domane »{ Inhibitorische-Domane C-term.-Domane |C

Abbildung 22: CAD Inhibition durch synthetische, ICAD-abgeleitete Peptide

A: Gezeigt sind Kinetiken (t = 1, 5, 10, 15, 30 min) der supercoiled (sc) Plasmid-DNA Spaltung durch
CAD (0,1 uM) in Abwesenheit und Anwesenheit der Peptide A10, A18, B1 bzw. B10 (100 uM). Die
Anwesenheit von Peptid B1 fiihrte zu einer fast kompletten Inhibition von CAD. B: Die ICAD-L
Domanenstruktur ist schematisch dargestellt. Dabei ist die jeweilige Position und angepasste Grol3e

der verschiedenen Peptide in der ICAD lllustration angegeben. M, Grolienmarker; P, Plasmid DNA
Substrat.

Wie in Abbildung 22 dargestellt, zeigte sich in diesen Versuchen, dass sobald CAD mit Peptid B1
inkubiert wurde eine sehr starke Verringerung der Nukleaseaktivitat detektierbar war. Hier ist selbst
nach einer Inkubationszeit von 30 min noch supercoiled Plasmid-DNA erkennbar. An dieser Stelle
ist zu erwéhnen, dass fur die Umwandlung von supercoiled Plasmid DNA zu open circular Plasmid
DNA nur ein Schnitt der Nuklease notwendig ist. Daher steht die Abnahme der supercoiled Plasmid
DNA im direkten Verhdltnis zur Aktivitat der Nuklease. Zuséatzlich wurde gezeigt, dass eine
Inkubation von aktivierter Nuklease CAD mit Substrat Plasmid DNA bereits nach weniger als 5 min
zu einem kompletten Verdau der DNA fiihrte. Ahnliches galt auch fiir mit Peptiden A10, A18 und
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B10 préa-inkubierte, aktivierte Nuklease. In diesen Fallen war die supercoiled Plasmid DNA nach
ungefahr 5 min fast vollkommen verdaut.

3.2.2 Inhibitionsassays mit ,scrambled” B1 Peptid

Um zu uberprifen, ob die inhibitorische Wirkung von Peptid B1 spezifisch ist und nicht etwa auf der
reinen Nettoladung des Peptids basiert, wurde eine ,scrambled® (engl.: zerwirfelt) Version dieses
Peptids synthetisiert und ebenfalls in Inhibitionsassays analysiert. Dabei wies die ,scrambled”
Version des Peptids B1 die gleiche Aminosaurezusammensetzung, jedoch eine unterschiedliche
Aminosauresequenz auf.

0,5 uM CAD

- B1 B1 scrambled

el el e

—SC

Abbildung 23: Inhibitionsassay mit B1 ,,scrambled” Peptid

Abgebildet sind Kinetiken (t = 1, 5, 10, 15, 30 min) der supercoiled (sc) Plasmid-DNA Spaltung durch
CAD (0,5 uM) in Abwesenheit und Anwesenheit von Peptid B1 und B1 ,scrambled” (100 uM). Die
Anwesenheit von Peptid B1 fihrte, wie bereits detektiert, zu einer fast kompletten Inhibition von CAD.
Die ,scrambled“ Version dieses Peptids zeigt hingegen keine nennenswerte Inhibition von CAD. M,
GroRenmarker; P, Plasmid DNA Substrat.

Bei genauerer Betrachtung kann man, wie auch in 3.2.1, dokumentieren, dass die Inkubation von
aktivierter CAD mit sc-Plasmid DNA bereits nach wenigen Minuten zum Verdau der DNA fihrte.
AuRerdem ist ebenso zu beobachten, dass Peptid Bl die Aktivitdt der Nuklease hemmt. Selbst
nach 30 Minuten Inkubation ist immer noch ein sehr groRer Anteil an sc-Plasmid DNA detektierbar.
Auch kann man anhand der Versuche beobachten, dass sich eine Inkubation der Nuklease CAD
mit der ,zerwurfelten“ Version von Peptid B1 kaum auf die Aktivitdt der Nuklease auswirkt. Bereits
nach weniger als 5 min ist die sc-Plasmid DNA komplett abgebaut.
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3.2.3 Inhibitionsassays mit Peptid B2

Wie Abbildung 17 signalisiert, zeigte der zu spot B1 benachbarte spot, spot B2, ebenfalls ein
auBerst starkes Interaktionssignal. An dieser Stelle sei darauf hingewiesen, dass Peptid B2,
aufgrund des Uberlappenden Charakters der SPOT-Membran (14 AS Uberlappung), aus einer
teilweise ahnlichen AS-Sequenz wie Peptid B1 besteht. Zur Kontrolle der Experimente wurde
daher im Folgenden auch Peptid B2 re-synthetisiert und in Lésung auf eine mdgliche Inhibition von
CAD untersucht.

0,1 uM CAD

| |
- B2 B2 _scrambled*

Abbildung 24: Inhibitionsassay mit Peptid B2 und Peptid B2 ,,scrambled*

Gezeigt sind Kinetiken (t = 1, 5, 10, 15, 30, 45, 60 min) der supercoiled (sc) Plasmid-DNA Spaltung
durch CAD (0,1 uM) in Abwesenheit und Anwesenheit von Peptid B2 und B2 ,scrambled” (50 um).
Die Anwesenheit von Peptid B2 fiihrte zu einer fast kompletten Inhibition von CAD. Die ,scrambled®
Version dieses Peptids zeigt hingegen keine nennenswerte Inhibition von CAD. M, GréRenmarker;
linear, linearisierte Plasmid DNA; sc, supercoiled Plasmid DNA.

Wie in Abbildung 24 gezeigt, spaltet die aktivierte CAD Nuklease, ebenso wie in den vorherigen
Versuchen, die sc-Plasmid DNA bereits nach einer Inkubation von wenigen Minuten vollstandig.
Wurde die aktivierte Nuklease nun mit Peptid B2 pré-inkubiert, so zeigten die Ergebnisse eine fast
komplette Inhibition der Nukleaseaktivitéat. So ist bei genauer Betrachtung des Gels (Abbildung 24)
lediglich eine minimale Spaltaktivitit zu beobachten (Entstehung einer schwachen linearen
Plasmid DNA Produktbande). In diesen Versuchen wurden 50 puM des jeweiligen Peptids
eingesetzt. Setzte man 100 uM des Peptids in den Versuchen ein, konnte im gegebenen Zeitraum
keinerlei Spaltaktivitat dokumentiert werden.
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3.2.4 Titrationsversuche mit den Peptiden B1 und B2

Um nun das Inhibitionsvermdgen der Peptide B1 und B2 genauer zu untersuchen, aber auch, um
die Eigenschaften dieser beiden Peptide besser vergleichen zu kénnen, wurden Titrationsversuche
unter konstanten Bedingungen durchgefiihrt. Hierbei wurde jeweils der Konzentrationsbereich
gewahlt, in dem das jeweilige Peptid seine minimale bis maximale Wirkung zeigte.

A B

0.1 uM CAD + Peptid B1

3000bp —

2000bp —

Abbildung 25: Titrationsexperimente mit Peptid B1

A: Hier ist exemplarisch das sc-Plasmid DNA Substrat, das in den Versuchen eingesetzt wurde,
dargestellt. B: Titrationsversuche mit Peptid B1l. Hierfir wurden verschiedene Konzentrationen
Peptid B1 (0, 10, 50, 75, 100, 150 und 200 uM) mit aktivierter Nuklease CAD (0,1 uM) und
sc-Plasmid DNA Substrat zunéchst iiber Nacht pra-inkubiert. Die Spaltreaktion wurde mit Mg®* am
Folgetag gestartet und nach 10 min durch Zugabe von AAP gestoppt. Die Abbildung demonstriert,
dass Peptid B1 seine Wirkung in einem Bereich von 10-200 puM entfaltet. M, GréRenmarker; P,
Plasmid DNA Substrat; sc, supercoiled Plasmid DNA.

Wie anhand der Abbildung demonstriert, zeigte das Peptid Bl in diesen Versuchen seine
inhibitorische Wirkung ab einer Konzentration von ca. 10 uM. Ab einem Bereich von ca. 150 pM
stellte sich eine Art maximale Inhibition ein. Zum Auswerten der Daten wurden nun mit Hilfe eines
BioDocAnalyze Gel-Analyse Systems (Biometra) die Intensitaten der DNA-Banden gemessen und
der Anteil an supercoiled Plasmid-DNA (sc-Plasmid-DNA) bestimmt. Die Inkubationszeit (10 min)
fur die Versuche wurde daher so gewdhlt, dass auch bei einer Inkubation der Nuklease ohne
Peptid B1 noch ein kleiner Anteil an sc-Plasmid DNA zu identifizieren war.

Anschlie3end wurden die Daten graphisch dargestellit.
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Abbildung 26: Graphische Darstellung der Peptid B1 Titrationsexperimente

Die Abbildung zeigt die CAD Inhibition (%) in Abhangigkeit zur Peptid B1 Konzentration (blau). Fur
die Auswertung wurden mehrere Titrationsexperimente durchgefiihrt und anschlieBend ausgewertet.
Nun wurden die Mittelwerte kalkuliert und die jeweilige Standardabweichung abgeleitet. Danach
wurden die erhobenen Daten mit Hilfe des Excel Solvers einem fit unterzogen (gestrichelte Linie).
Mit Hilfe dieses fits konnte ein ICso-Wert (halbmaximale CAD Inhibition) fir das Peptid B1 von ca

64 + 7,3 uM ermittelt werden.

Um den Wert fur die mittlere inhibitorische Konzentration (ICso-Wert; gibt den Wert an, bei dem
eine halbmaximale Inhibition beobachtet wird) des Peptids B1 zu ermitteln, wurden die erhobenen
Daten (Abbildung 26) mit Hilfe des Excel Solvers einem fit unterzogen und mit Hilfe dieses fits der

ICso-Wert bestimmt. In diesen Berechnungen wurde ein ICso-Wert von 64 + 7,3 uM fir Peptid B1

ermittelt. In einem n&achsten Schritt wurden Titrationsexperimente mit Peptid B2 durchgefuhrt.

0,1 M CAD + Peptid B2

M
-
———

Abbildung 27: Titrationsexperimente mit Peptid B2

Gezeigt wird exemplarisch ein Titrationsversuch mit Peptid B2. Hierfir wurden verschiedene
Konzentrationen Peptid B2 (0, 0.1, 0.5, 0.75, 1, 5, 10 uM) mit aktivierter Nuklease CAD (0,1 uM) und
sc-Plasmid DNA Substrat zundchst tber Nacht pra-inkubiert. Die Spaltreaktion wurde am Folgetag
mit Mg2+ gestartet und nach 10 min durch Zugabe von AAP gestoppt. Es wird deutlich, dass Peptid

B2 seine Wirkung in einem Bereich von ca. 1-10 uM entfaltet. M, GréRenmarker.
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Die Abbildung zeigt, dass Peptid B2 in den Versuchen bereits ab einer Konzentration von ca. 1 uM
eine inhibitorische Wirkung entfaltete. Die Titrationsversuche mit Peptid B2 wurden ebenfalls
mehrere Male wiederholt und, wie im Falle von Peptid B1, ausgewertet (siehe oben) sowie
Mittelwerte berechnet. AnschlieRend erfolgte wiederum eine graphische Auswertung der
erhobenen Daten.
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Abbildung 28: Graphische Darstellung der Peptid B2 Titrationsexperimente

Die Abbildung zeigt die CAD Inhibition (%) in Abh&ngigkeit zur Peptid B2 Konzentration (blau). Fur
die Auswertung wurden mehrere Titrationsexperimente durchgefiihrt und anschlieBend ausgewertet.
Nun wurden die Mittelwerte kalkuliert und die jeweilige Standardabweichung abgeleitet. Danach
wurden die erhobenen Daten mit Hilfe des Excel Solvers einem fit unterzogen (gestrichelte Linie).
Mit Hilfe dieses fits konnte ein ICso-Wert (halbmaximale CAD Inhibition) fir das Peptid B2 von
2,6 £ 0,22 uM ermittelt werden.

Danach wurde, wie auch bereits fir Peptid B1, der ICso-Wert flir Peptid B2 bestimmt. Auch hier
wurden die Daten fur Peptid B2 mit Hilfe des Excel Solvers einem fit unterzogen und tber diesen fit
der ICso-Wert bestimmt. In diesen Berechnungen wurde ein ICsp-Wert von 2,6 £ 0,22 pM fiir Peptid
B2 ermittelt.

3.2.5 NucA Inhibitionsassays

Nachdem die inhibitorische Wirkung der Peptide B1 und B2 auf die Nuklease CAD erfolgreich
untersucht wurde (s.0.), stellte sich die Frage, ob diese Peptide eine generelle inhibitorische
Wirkung auf Bpa-Me (Metall)-Finger Nukleasen haben. Um dies zu ermitteln, wurden Versuche mit
NucA, einer unspezifischen BpRa-Me-Finger Endonuklease aus Anabaena sp, als Zielnuklease
durchgefiihrt. Fiir diese Experimente wurden die Peptide in dem Uberschuss eingesetzt, der in den
Versuchen mit der Nuklease CAD bereits zu einer anndhernd kompletten Inhibition der
Nukleaseaktivitat fiihrte (B1 = 1000-facher Uberschuss; B2 = 100-facher Uberschuss; siehe 3.2.4).
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1 nM NucA

- Peptid B1
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Abbildung 29: NucA Inhibitionsassays

A: Gezeigt sind Kinetiken (t = 10 sec, 30 sec, 60 sec, 3 min, 5 min, 10 min) der sc-Plasmid-DNA
Spaltung durch NucA (1 nM) in Abwesenheit und Anwesenheit von Peptid B1 (1 uM). Peptid B1
weist keinen inhibitorischen Effekt gegenuber NucA auf. B: Gezeigt sind Kinetiken (t = 10 sec,
30 sec, 60sec, 3 min, 5min, 10 min) der sc-Plasmid-DNA Spaltung durch NucA (1 nM) in
Abwesenheit und Anwesenheit von Peptid B2 sowie Peptid B2 ,scrambled” (100 nM). Wahrend ein
100-facher Peptid B2 Uberschuss CAD fast vollkommen inhibiert, ist die Aktivitat von NucA kaum
reduziert. Peptid B2 ,scrambled” verhalt sich in den Versuchen wie Peptid B2. M, GréRenmarker;
linear, linearisierte Plasmid DNA,; sc, supercoiled Plasmid DNA.

Wie die Abbildung zeigt, wird die Substrat Plasmid-DNA nach einer Inkubation von 30 - 60 sec mit
NucA bereits fast vollkommen abgebaut (Abschnitt A und B). Ebenso verhélt sich NucA nach einer
vorherigen Inkubation mit Peptid B1, auch hier ist bereits nach 30 - 60 sec die Substrat
Plasmid-DNA nahezu vollstandig verdaut (Abschnitt A). Die in den Versuchen verwendete
Konzentration von Peptid B1 stellte hierbei einen 1000-fachen Uberschuss iiber NucA dar, ein
Uberschuss, der CAD fast vollkommen inhibierte (3.2.4). In weiteren Experimenten wurde NucA mit
dem Uberschuss an Peptid B2 und Peptid B2 ,scrambled® inkubiert, in dem CAD durch Peptid B2
bereits nahezu vollkommen inhibiert wurde (100-facher Uberschuss; siehe 3.2.4). Im Gegensatz
zur Inkubation von Peptid B1 mit NucA, scheint die Inkubation mit Peptid B2 einen minimalen
Effekt auf NucA zu haben (Abschnitt B). Dieser minimale Effekt konnte jedoch auch nach einer
Inkubation von NucA mit Peptid B2 ,scrambled” beobachtet werden (Abschnitt B).
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3.2.6 Strukturvorhersage fir die Peptide B1 und B2

Mit Hilfe von Online Datenbanken und Servern wurde nun eine mdgliche Sekundérstruktur der
Peptide sowohl im Kontext der gesamten ICAD AS-Sequenz, als auch in Form der isolierten
Peptide prognostiziert:

conf: JilNaEoonsnnnsnEREREEE-nRNNRNERRN D mnEnt

Pred: fa y

A f
Fred: CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHAHHEHHE

AR GETAWVEQESFEADEPDSRAGVEWENVARQLEEDLSSTIIL
1 1 1 1
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Legend:

A = helix Conf: LJIIIE = confidence of prediction
- +
= strand Pred: predicted secondary structure

= coil AR: target seguence

Abbildung 30: Sekundérstrukturvorhersage fur ICAD AS-Bereiche 101-240

Gezeigt ist die Sekundarstrukturvorhersage fiir den ICAD AS-Bereich 101 bis 240 (nach dem
Psipred Server). Der Bereich, der die Peptide B1 und B2 umfasst (V-A-R-Q-L-K-E-D-L-S-S-I-I-L-L-S-
E-E-D-L-Q-A-L-I-D-I) umspannt hierbei zwei a-Helices. Legende: a-Helices, rosa;
Aussagewahrscheinlichkeit, blaue Balken (grof3er Balken: sehr wahrscheinlich, kleiner Balken:
geringfligig wahrscheinlich); coil, schwarze Linie; Aminosauren, AA.

Wie die Abbildung darstellt, wird laut des Servers Psipred fiir den Bereich der Peptide B1 und B2
eine a-helikale Sekundarstruktur vorhergesagt.
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Abbildung 31: Sekundarstrukturvorhersage fiir die beiden Peptide B1 und B2

A: Gezeigt ist die Sekundarstrukturprognose fir das isolierte Peptid B1 laut PEP-Fold. Peptid B1
formt eine lange a-Helix B: Gezeigt ist die Sekundarstrukturprognose fiir das isolierte Peptid B2 laut
PEP-Fold. Peptid B2 besteht aus zwei a-Helices, die Uber einen kurzen Linker verkniipft sind.

Der Sever PEP-Fold berechnet fiir Peptid B1 eine langere a-helikale Struktur. Laut Prognose soll
Peptid B2 ebenso eine a-helikale Struktur formen. Hier sind jedoch zwei kurze a-Helices zu
erkennen, die Uber eine Linker-Region verknupft sind.

3.2.7 CD-Spektrum von Peptid B1

Zur Analyse der Sekundarstruktur der Peptide wurden diese CD-spektroskopisch untersucht.
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Abbildung 32: CD-Spektrum von Peptid B1

Gezeigt ist das CD-Spektrum von Peptid B1 (rot) im Vergleich zu ICAD-S (blau), einem Protein mit
hohem Anteil an a-Helices. Beide Spektra zeigen zwei negative Peaks bei ca. 225 nm bzw. 205 nm,
sowie einen positiven Peak bei ca. 190 nm.
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Wie die Abbildung zeigt, ergaben die CD-spektroskopischen Untersuchungen fir Peptid B1 ein
relativ schwaches Signal. Problematisch war bei den Messungen der Anteil an DMSO, in dem die
Peptide geldst waren. Da DMSO auch in einem Wellenlangenbereich von 190 bis 250 nm
absorbiert und daher die Messungen entscheidend stort, wurden die Peptide gegen einen
speziellen CD-Puffer dialysiert. Dies fuhrte besonders bei Peptid B2 zu einer starken Verringerung
seiner Loslichkeit. Fur dieses Peptid konnte daher kein Spektrum aufgezeichnet werden. Das CD-
Spektrum von Peptid B1 zeigt, trotz des schwachen Signals, Ahnlichkeiten zum CD-Spektrum von
ICAD-S. ICAD-S ist ein Protein mit einem grof3en Anteil an a-Helices. Beide Spektren weisen zwei
negative Peaks bei ca. 205 nm und 225 nm, sowie einen positiven Peak bei ca. 190 nm auf.

3.3 Untersuchungen zur CAD Inhibition durch ICAD

Im Zuge der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene ICAD Varianten erstellt und im Anschluss
auf ein noch vorhandenes Inhibitionsvermdgen getestet. Die Regionen, in denen durch gezielte
Mutagenese Aminosaurereste verandert wurden, stellten im Wesentlichen die Bereiche dar, die in
der SPOT-Methode von den spots B1/B2, sowie spot B10 abgedeckt wurden. Diese Bereiche
befinden sich in der D2-Domane (auch inhibitorische Doméane genannt) von ICAD.

3.3.1 ICAD-S Y195 Varianten mit stark reduzierter Inhibition

Bereits vor den Versuchen mit der SPOT-Methode fiel auf, dass der Bereich, der im nativen ICAD
Protein von Peptid B10 widergespiegelt wird, sehr sensitiv auf Triple-Alanin Mutationen reagiert
(siehe Diplomarbeit Daniel Kutscher). Diese Mutanten hatten teilweise ein sehr stark reduziertes
Inhibitionsvermdgen von ICAD-S in den Versuchen beobachten lassen. Daher wurden nun in
diesem Bereich sukzessive Punktmutationen eingefuhrt, in denen der native Aminosaurerest
gegen einen Alaninrest ausgetauscht wurde (Q190A, L191A, L192A, E193A, L194A, Y195A). In
diesen Versuchen zeigte vor allem Variante Y195A ein reduziertes CAD Inhibitionsvermégen
(siehe Abbildung 33). Wurde an dieser Position nun ein Prolin eingefligt, so fiihrte dies zu einer
drastisch reduzierten inhibitorischen Wirkung dieser ICAD Variante (siehe Abbildung 33). Fur die
Inhibitionsversuche mit ICAD wurden die Versuchsparameter, wie auch bei den
Inhibitionsversuchen mit den Peptiden (3.2.4), so gewahlt, dass, zwecks Auswertung, der Anteil an
sc-Plasmid-DNA quantifiziert werden konnte.
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Abbildung 33: Inhibitionsassays mit ICAD-S Varianten Y195

A: Beispielhaft wird ein Inhibitionsassay mit den ICAD-S Varianten Y195 (Y195A und Y195P)
gezeigt. Die Varianten wurden in verschiedenen Konzentrationen (10, 5, 1, 0.5 yM) zu bereits
aktivierter Nuklease CAD (0.5 uM) titriert und das Gemisch Uber Nacht inkubiert. Die noch
verbleibende Spaltaktivitat des wiedergebildeten Komplexes wurde mittels Inkubation mit Plasmid-
DNA Substrat analysiert. Die ICAD-S Varianten Y195 zeigten im Vergleich zum Wildtyp (WT) ein
schlechteres Inhibitionsverhalten. Zur Kontrolle wurden die verschiedenen ICAD-S Varianten ohne
Nuklease mit dem Plasmid-DNA Substrat inkubiert (Kontrolle). Hier war keine Spaltaktivitat zu
beobachten. N, Plasmid-DNA Substrat nur mit CAD (0.5 uM) inkubiert; P, Plasmid-DNA Substrat. B:
Graphische Darstellung der Abhangigkeit der CAD Inhibition von der Konzentration der ICAD-S
Varianten Y195. Zwecks Datenerhebung wurden mehrere Titrationsexperimente (in verschiedenen
Konzentrationsbereichen) durchgefiihrt und anschlieend ausgewertet. Nun wurden die Mittelwerte
kalkuliert und die jeweilige Standardabweichung abgeleitet. WT ICAD-S ist in griin dargestellt, die
ICAD-S Variante Y195A in blau und Y195P in rot (jeweils die gestrichelte Linie). Die ICAD-S
Varianten Y195P und A inhibieren die Nuklease CAD deutlich schlechter als WT ICAD-S.

Wie die Kontrollen zeigen (Abbildung 33A) wird das Plasmid-DNA Substrat nach einer Inkubation
mit ICAD-S WT, Y195A und Y195P nicht gespalten. Die Inkubation mit aktivierter Nuklease CAD
hingegen fuhrte zu einem vollstdndigen Verdau des Substrats (N). Weiter wird ersichtlich, dass
eine vorherige Inkubation aktivierter Nuklease CAD mit ICAD-S WT im Konzentrationsbereich
zwischen 10-0,5 uM zu einer starken Inhibition der Spaltaktivitét fuhrte. In diesen Anséatzen war das
sc-Plasmid-DNA Substrat noch fast vollkommen unverdaut. Im Gegensatz dazu zeigt die
Abbildung, dass nach einer vorherigen Inkubation der Nuklease CAD mit der ICAD-S Variante
Y195A der Anteil an sc-Plasmid-DNA bereits bei relativ hohen Inhibitorkonzentrationen abnimmt.
So liegt der sc-Anteil bei einer Konzentration von 10 yM ICAD-S Y195A noch etwa bei 100 %,
nimmt dann aber bereits bei einer Konzentration von 5 uM leicht ab und ist bei einer Konzentration
von 0,5 uM nur noch schwach erkennbar. Im Falle der Versuche mit ICAD-S Variante Y195P war
der Effekt noch drastischer. Wie die Abbildung zeigt, waren in diesen Versuchen auf3erst hohe
Inhibitorkonzentrationen notwendig, um Uberhaupt noch sc-Plasmid-DNA beobachten und
quantifizieren zu kénnen. Abbildung 33B zeigt die graphische Auswertung der erhobenen Daten.
Hierzu wurden mehrere Titrationsexperimente (in verschiedenen Konzentrationsbereichen)
durchgefuhrt und anschlieRend ausgewertet (wiederum mit Hilfe eines BioDocAnalyze Gel-Analyse
Systems [Biometra], basierend auf dem Anteil an supercoiled Plasmid-DNA; siehe 3.2.4). Darauf
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folgend wurden die Mittelwerte kalkuliert und die jeweilige Standardabweichung berechnet. Um
anhand der Daten ICsp-Werte zu berechnen, wurden die Daten mit Hilfe des Excel Solver einem fit
unterzogen. Basierend auf diesem fit ergab sich fur die hier durchgefuhrten Experimente ein
ICso-Wert von 0,13 £ 0,01 uM fiir ICAD-S WT, sowie ein ICso-Wert von 0,78 £ 0,03 uM flir Y195A
und ein ICso-Wert von 143 £ 2,7 uM fur Y195P. In weiteren Versuchen wurde nun die lange Isoform
von ICAD (ICAD-L) einer Mutagenese unterzogen.
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P N M 10 5 25 1 07505025 10 5 25 1 07505025 Konz.: (M)
- =
- SC
: =3 o=
e
[y
E="2
G==d
e
B
Abhéngigkeit der CAD Inhibition von der ICAD-L
Konzentration
110
— 90 s ; =%
= T'i -
= T .
E 70 T —
= | 3
:E 20 1 I ©— ICADLWT
é 30 11 *-J_ — &— ICADLY195P
[&] 10 -+
105 1 2 3 4 c E
Konzentration [puh]

Abbildung 34: Inhibitionsassay mit ICAD-L Variante Y195P

A: Beispielhaft wird ein Inhibitionsassay mit WT ICAD-L und der Variante Y195P gezeigt. Die
Varianten wurden in verschiedenen Konzentrationen (10, 5, 2.5, 1, 0.75 0.5 und 0.25 uM) zu bereits
aktivierter Nuklease CAD (0.5 pM) titriert und Uber Nacht inkubiert. Die noch verbleibende
Spaltaktivitat wurde mittels Inkubation mit Plasmid-DNA Substrat analysiert. ICAD-L Y195P zeigt im
Vergleich zum Wildtyp (WT) ein schlechteres Inhibitionsverhalten. N, Plasmid-DNA Substrat nur mit
CAD (0.5 yM) inkubiert; P, Plasmid-DNA Substrat. B: Graphische Darstellung der Abh&ngigkeit der
CAD Inhibition von der Konzentration der ICAD-L Variante Y195P. Zwecks Datenerhebung wurden
mehrere Titrationsexperimente (in unterschiedlichen Konzentrationsbereichen) durchgefuhrt und
darauf folgend ausgewertet. AnschlieBend wurden die Mittelwerte kalkuliert und die jeweilige
Standardabweichung berechnet. WT ICAD-L ist in grin dargestellt, Variante Y195P in rot
(gestrichelte Linie). ICAD-L Y195P inhibiert die Nuklease CAD schlechter als WT ICAD-L.
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Die Versuche mit ICAD-L Y195A zeigten im Gegensatz zu den Versuchen mit ICAD-S keine
groReren Unterschiede zum Wildtyp. Bei der Variante ICAD-L Y195P waren hingegen weiterhin
Unterschiede im Inhibitionsverhalten zu detektieren. Wahrend in den Versuchen mit Wildtyp
ICAD-L bis zu einer Konzentration von 0,25 yM noch sc-Plasmid-DNA zu beobachten war, wurde
diese in den Versuchen mit Y195P ICAD-L bereits bei einer Konzentration von 0,5 yM fast
vollstandig abgebaut. In Abschnitt B sind die erhobenen Daten dieser Versuche mit ICAD-L Y195P
graphisch dargestellt. Hierzu wurden mehrere Titrationsexperimente (in verschiedenen
Konzentrationsbereichen) durchgefuhrt und anschliefend, wie bereits zuvor beschrieben,
ausgewertet. Gezeigt sind jeweils die Mittelwerte dieser Daten, sowie die jeweiligen Fehlerwerte.
Wie die Abbildung zeigt, inhibiert die ICAD-L Variante Y195P die Nuklease CAD weniger effizient
als der Wildtyp. Basierend auf diesen Daten wurden, wie bereits beschrieben, ICs-Werte
berechnet. Die ICso-Werte betrugen in diesen Experimenten fur ICAD-L WT 0,34 + 0,05 yM und fur
ICAD-L Y195P 1,04 £ 0,15 pM.

3.3.2 ICAD E143R Varianten mit reduzierter CAD Inhibition

Basierend auf den SPOT-Membran Versuchen wurde im Folgenden, der von Peptid B2
reprasentierte AS-Bereich, in ICAD (volle Lange) einer Mutagenese unterzogen und auf diese
Weise in Inhibitionsassays analysiert. Dazu wurden zum einen Tripel-Alanin Mutationen, sowie
Punktmutationen eingefihrt (‘**NVA™? zu **AAAE 29RQL™! zu *2AAA T, B2KED ™ zu %
AAA_134, 135-LSS-137 7U lSS-AAA-137’ 138—“L—l40 ZU 138—AAA—14O, 143-EED-145 ZU 143-AAA-145’ 146—LQA—148 7U
H“SAAAT® E143R, E143P, E144R, D145R). In diesen Versuchen konnte festgestellt werden, dass
die ICAD Varianten “*AAA™*° E143P sowie E143R ein leicht verandertes Inhibitionsverhalten
zeigen. Daraufhin wurden genauere Versuche mit der ICAD Variante E143R durchgefiihrt, diese
sind im Folgenden dargestellt:

A
0,5 uM CAD

Kontrolle M ICAD-S WT ICAD-S E143R

P N WT E143R 10 5 1 05 01 13 10 5 1 05 Konz:(uM)
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Abbildung 35: Inhibitionsassay mit ICAD-S Variante E143R

A: Beispielhaft wird ein Inhibitionsassay mit der ICAD-S Variante E143R, sowie WT ICAD-S gezeigt.
Die Varianten wurden in verschiedenen Konzentrationen (WT: 10, 5, 1, 0.5, 0.1 uM; E143R: 13,10,
5, 1, 0.5 yM) zu bereits aktivierter Nuklease CAD (0.5 pM) titriert und das Gemisch Uber Nacht
inkubiert. Die noch verbleibende Spaltaktivitdt des wiedergebildeten Komplexes wurde mittels
Inkubation mit Plasmid-DNA Substrat analysiert. Die ICAD-S Variante E143R zeigte im Vergleich
zum Wildtyp (WT) ein schlechteres Inhibitionsverhalten. Zur Kontrolle wurden die ICAD-S Varianten
auch ohne Nuklease mit dem Plasmid-DNA Substrat inkubiert (Kontrolle).N, Plasmid-DNA Substrat
nur mit CAD (0.5 uM) inkubiert; P, Plasmid-DNA Substrat. B: Graphische Darstellung der
Abhéngigkeit der CAD Inhibition von der Konzentration der ICAD-S Variante E143R. Zwecks
Datenerhebung wurden mehrere Titrationsexperimente durchgefiihrt und darauf folgend
ausgewertet. AnschlieBend wurden die Mittelwerte kalkuliert und die jeweilige Standardabweichung
berechnet. WT ICAD-S ist in griin dargestellt, die ICAD-S Variante E143R in orange (gestrichelte
Linie). Die ICAD-S Variante E143R inhibiert die Nuklease CAD schlechter als WT ICAD-S.

Wie die Kontrollen zeigen (Abbildung 35A) wird das Plasmid-DNA Substrat nach einer Inkubation
mit ICAD-S WT und ICAD-S E143R nicht gespalten. Die Inkubation mit aktivierter Nuklease CAD
hingegen fiihrte zu einem vollstandigen Verdau des Substrats (N). Au3erdem wird ersichtlich, dass
eine vorherige Inkubation aktivierter Nuklease CAD mit ICAD-S WT in einem
Konzentrationsbereich zwischen 10-0,5 yM zu einer starken Inhibition der Nuklease fihrte. In
diesen Ansatzen war das sc-Plasmid-DNA Substrat noch fast vollkommen unverdaut. Erst bei einer
ICAD-S WT Konzentration von 0,1 yM wird das sc-Plasmid DNA Substrat zu einem grof3en Anteil
verdaut. Im Gegensatz dazu demonstriert die Abbildung, dass in den Versuchen mit der ICAD-S
Variante E143R hodhere Konzentrationen an Inhibitor notwendig waren, um die Spaltung der
sc-Plasmid-DNA zu unterdriicken. Hier konnte bereits bei einer Konzentration von 1 yM eine starke
Abnahme der sc-Plasmid-DNA beobachtet werden. In Abbildung B sind die erhobenen Daten der
Versuche mit ICAD-S E143R graphisch dargestellt. Hierzu wurden mehrere Titrationsexperimente
(in verschiedenen Konzentrationsbereichen) durchgefuhrt und anschlieRend, wie bereits zuvor
beschrieben, ausgewertet. Gezeigt sind jeweils die Mittelwerte dieser Daten, sowie die jeweiligen
Fehlerwerte. ICAD-S Variante E143R inhibiert die Nuklease CAD weniger effizient als der Wildtyp.
Basierend auf diesen Daten wurden, wie bereits beschrieben, ICso-Werte berechnet. Die
ICso-Werte betrugen in diesen Experimenten fir ICAD-S WT 0,14 +£ 0,01 uM und fiir ICAD-S
E143R 1,21 £ 0,11 M.

Die Versuche mit ICAD-S E143R wurden im Folgenden auch mit der langen Isoform ICAD-L
durchgefuhrt.
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Abbildung 36: Inhibitionsassays mit ICAD-L Variante E143R

A: Beispielhaft wird ein Inhibitionsassay mit der ICAD-L Variante E143R, sowie ICAD-L WT gezeigt.
Die Varianten wurden in verschiedenen Konzentrationen (10, 5, 2.5, 1, 0.75 0.5 und 0.25 pyM) zu
bereits aktivierter Nuklease CAD (0.5 yM) titriert und das Gemisch Uber Nacht inkubiert. Die noch
verbleibende Spaltaktivitdt wurde mittels Inkubation mit Plasmid-DNA Substrat analysiert. ICAD-L
E143R zeigte im Vergleich zum Wildtyp (WT) ein schlechteres Inhibitionsverhalten. Zur Kontrolle
wurden die verschiedenen ICAD-L Varianten ohne Nuklease mit dem Plasmid-DNA Substrat
inkubiert (Kontrolle). N, Plasmid-DNA Substrat nur mit CAD (0.5 uM) inkubiert; P, Plasmid-DNA
Substrat. B: Graphische Darstellung der Abhangigkeit der CAD Inhibition von der Konzentration der
ICAD-L Variante E143R. Zwecks Datenerhebung wurden mehrere Titrationsexperimente
durchgefihrt und darauf folgend ausgewertet. Anschlie3end wurden die Mittelwerte kalkuliert und
die jeweilige Standardabweichung berechnet. WT ICAD-L ist in griin dargestellt, Variante E143R in
orange (gestrichelte Linie). ICAD-L E143R inhibiert die Nuklease CAD schlechter als WT ICAD-L.

Wie die Kontrollen zeigen (Abbildung 36A) wird das Plasmid-DNA Substrat nach einer Inkubation
mit ICAD-L WT und ICAD-L E143R nicht gespalten. Die Inkubation mit aktivierter Nuklease CAD
hingegen fiihrte zu einem vollstandigen Verdau des Substrats (N). Darliber hinaus wird ersichtlich,
dass eine vorherige Inkubation aktivierter Nuklease CAD mit ICAD-L WT in einem
Konzentrationbereich zwischen 10-0,5 uM zu einer starken Inhibition der Spaltaktivitat fihrte. In
diesen Anséatzen war das sc-Plasmid-DNA Substrat noch fast vollkommen unverdaut. Erst bei einer
ICAD-L WT Konzentration von 0,25 uM wird das sc-Plasmid-DNA Substrat zu einem grofRen Teil
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verdaut. Im Gegensatz dazu veranschaulicht die Abbildung, dass in den Versuchen mit ICAD-L
Variante E143R hodhere Konzentrationen an Inhibitor notwendig waren, um die Spaltung der
sc-Plasmid-DNA zu unterdriicken. Hier konnte bereits bei einer Konzentration von 0,5 uM eine
starke Abnahme der sc-Plasmid-DNA beobachtet werden. In Abschnitt B sind die erhobenen Daten
der Versuche mit ICAD-L E143R graphisch dargestellt. Hierzu wurden mehrere
Titrationsexperimente (in verschiedenen Konzentrationsbereichen) durchgefiihrt und anschliel3end,
wie bereits zuvor beschrieben, ausgewertet. Gezeigt sind jeweils die Mittelwerte dieser Daten,
sowie die jeweiligen Fehlerwerte. Die Abbildung demonstriert, dass die ICAD-L Variante E143R die
Nuklease CAD weniger effizient inhibiert als der Wildtyp. Basierend auf diesen Daten wurden, wie
bereits beschrieben I1Cso-Werte berechnet. Die ICso-Werte betrugen in diesen Experimenten fir
ICAD-L WT 0,45 + 0,06 uM und fir ICAD-L E143R 0,94 £+ 0,13 uM.

3.3.3 Graphische Darstellung der ICAD Inhibitionsassays

Relative inhibitorische Wirkung der ICAD Varianten

100 100

Relative inhibitorische Wirkung [%]

0,09 11,7

WT Y1954 ¥195P E143R WT Y195A ¥195P E143R

ICAD-5 ICAD-L

Abbildung 37: Graphische Darstellung der Inhibitionsversuche mit ICAD

Gezeigt ist die graphische Darstellung der Ergebnisse der Inhibitionsversuche mit ICAD-S und
ICAD-L. Im Vergleich zu WT ICAD-S (gruin) verfligt die Variante Y195A (blau) nur noch tber 17,1%
der relativen inhibitorischen Wirkung, Y195P (rot) nur noch uber 0,094 % und E143R (orange) Uber
11,7 %. In den Versuchen mit ICAD-L zeigte sich, dass WT ICAD-L (griin) im Vergleich zu der
Variante Y195A (blau) ebenso tber 100% der inhibitorischen Wirkung, Y195P (rot) jedoch nur noch
Uiber 33,2 % und E143R (orange) lber 47,39 % verfiigt. Die inhibitorische Wirkung von ICAD-S und
ICAD-L WT auf die Nuklease CAD wurde hierbei auf 100 % gesetzt.

Zur graphischen Darstellung der Inhibitionsversuche wurde die relative inhibitorische Wirkung der
verschiedenen ICAD Varianten berechnet. Dazu wurde in einem ersten Schritt die inhibitorische
Wirkung des jeweiligen Wildtyp auf 100 % gesetzt und anschlielend, basierend auf den
berechneten ICso-Werten, die relative inhibitorische Wirkung der ICAD Varianten ermittelt. Wie die
Abbildung zeigt, verfligt die ICAD-S Variante Y195A nur noch Uber 17,1 % der relativen
inhibitorischen Wirkung des Wildtyps, Y195P nur noch tber 0,09 % und E143R uber 11,7 %. Im
Falle von ICAD-L zeigte die Variante Y195A eine nahezu identische relative inhibitorische Wirkung
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wie der Wildtyp. Variante Y195P zeigte im Vergleich zum Wildtyp 33,2 % relative inhibitorische
Wirkung und Variante E143R 47,39 % relative inhibitorische Wirkung.

3.3.4 CD-Spektroskopie

Im Zuge der Inhibitionsversuche mit ICAD, im Besonderen mit ICAD-S, zeigte die Variante Y195P
ein stark reduziertes Inhibitionsvermdgen. Um zu Uberprifen, ob die an dieser Position (Y195)
eingefugten Mutationen Auswirkungen auf die Struktur von ICAD haben, wurden CD-Spektren der
verschiedenen ICAD Varianten aufgenommen.
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Abbildung 38: CD-Spektren der ICAD Varianten Y195
A: Gezeigt sind die CD-Spektren von ICAD-S WT (griin), sowie der ICAD-S Varianten Y195A (blau)

und Y195P (rot). B: Dargestellt sind die CD-Spektren von ICAD-L WT (griin) und Y195P (rot). Die
CD-Spektren weisen keine grof3eren Unterschiede auf.
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Wie Abbildung 38 offenbart, weisen die CD-Spektren der verschiedenen ICAD Varianten im
Vergleich zum Wildtyp Protein keine gréReren Unterschiede auf und lassen somit vermutlich auf
identische  Sekundarstruktur-Zusammensetzungen schlieBen. Hierdurch kénnen groéRere
strukturelle Verénderungen durch die eingefligten Aminosaureaustausche ausgeschlossen
werden.

3.3.5 Sekundarstrukturvorhersage fir die Region um Position Y195

Die Sekundarstrukturvorhersage fir den Bereich der D2-Doméne von ICAD wurde bereits in
Abbildung 30 illustriert. Wie die Abbildung darlegt, befindet sich die Position Y195, laut
Strukturprognose, in einer a-Helix.
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3.4 Untersuchungen zur Chaperon-ahnlichen Aktivitat von
ICAD

Neben der Erforschung der Wechselwirkungen zwischen CAD und ICAD, die an der Inhibition der
Nuklease beteiligt sind, wurden im Zuge der vorliegenden Arbeit auRerdem Untersuchungen zur
Chaperon-ahnlichen Aktivitat von ICAD durchgefiihrt. Diese Faltungshelfer Aktivitat wurde bisher
alleinig dem C-Terminus von ICAD zugeschrieben. Neue Studien lassen jedoch vermuten, dass
gerade auch die Region der beiden Caspase Spaltstellen von ICAD mit CAD interagiert und dabei
fur die korrekte Faltung von CAD wichtige Kontakte etabliert'*’. Interessanterweise wurde eine
solche Interaktion durch die SPOT Experimente, die im Rahmen der vorliegenden Arbeit
durchgefuhrt wurden, bestétigt. Um daher eine mogliche Einflussnahme der Caspase-3
Spaltstellen auf die Chaperon-ahnliche Aktivitdt von ICAD-L untersuchen zu kdnnen, wurden
jeweils TEV-Protease Spaltstellen direkt nach den Caspase-3 Spaltstellen (***DEPD'*’ und
2ZIDAVD?®") insertiert'. Dadurch konnte ICAD-L™® (ICAD'™®), trotz mutierter Caspase-3
Spaltstellen, nach Inkubation mit TEV-Protease in drei Fragmente, dhnlich dem Caspase-3 Verdau,
gespalten werden.

3.4.1 Aktivitatsassay mit ICAD™=Y

ICAD™ wurde nun in ersten Versuchen mit der Nuklease CAD ko-exprimiert. Im Anschluss wurde
der Komplex aus Nuklease und ICAD™®" mit TEV-Protease inkubiert und die Aktivitat der Nuklease
Uberprft.

CAD + WT-ICADL CAD + TEV-ICADL

+Casp-2 +Casp3

500rM  SOnM 500 nM SOrM S00rM S00nM S50eM S500nM S0nM 500 riM

Abbildung 39: Aktivitatsvergleich von mit ICAD"" und ICAD™® ko-exprimierter CAD

Abgebildet ist ein Aktivitdtsassay mit CAD, die zum einen mit ICAD"" ko-exprimiert wurde und mit
CAD, die zum anderen mit ICAD'®" ko-exprimiert wurde. Zur Aktivierung der Nuklease (50 bzw.
500 nM) wurde der DFF-Komplex entweder mit katalytischen Mengen Caspase-3 (rot) oder TEV-
Protease (blau) inkubiert. Als Kontrolle wurde nur DFF-Komplex (500 nM) mit dem Plasmid-DNA
Substrat inkubiert. ICAD™® ko-exprimierte Nuklease CAD zeigt eine schwachere Aktivitat.
P, Plasmid-DNA Substrat.
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Abbildung 39 zeigt einen Aktivitdtsassay mit CAD, die entweder mit ICADY" (DFFWT) oder ICAD™®
(DFF™) ko-exprimiert wurde. DFF"" lasst nach Inkubation mit Caspase-3 bereits bei einer
Konzentration von 50 nM Spaltaktivitat erkennen, bei einer Konzentration von 500 nM wird das
Plasmid-DNA Substrat komplett verdaut. Eine Inkubation von DFF"T mit TEV-Protease fiihrte zu
keiner Komplex Aktivierung. Im Gegensatz dazu fuhrte eine Inkubation des DFFTEV-KompIexes mit
Caspase-3 zu einer leichten Aktivierung der Nuklease, denn bei 500 nM ist ein sehr schwacher
Plasmid-DNA Verdau zu beobachten. Wurde der DFF'='-Komplex mit TEV-Protease inkubiert, so
konnte zwar bei einer Konzentration von 50 nM fast keine Aktivitdt vernommen werden. Bei einer
Konzentration von 500 nM wurde hingegen der sc-Anteil der Plasmid DNA vollkommen verdaut.
Die Aktivitit von DFF'"’ ist folglich im Vergleich zur Aktivitit von DFF"'T um ca. eine
GroRenordnung schwécher.

3.4.2 Mutation der Caspase-3 Spaltstellen in ICAD™Y

Basierend auf den Beobachtungen der SPOT-Membran Ergebnisse, die eine Interaktion der
Caspase-3 Spaltstellen von ICAD mit CAD erkennen lieBen, und der Hypothese vorheriger
Studien, die vermuten, dass die Caspase-3 Spaltstellen von ICAD eine Rolle bei dessen
Chaperon-ahnlicher Aktivitat spielen, wurden nun die Aminosaurereste der Caspase-3 Spaltstellen
in ICAD™ (s.3.4) sukzessive gegen einen Alaninrest ersetzt. AnschlieRend sollte tiberpriift
werden, ob eine solche Mutation Auswirkungen auf die Faltungshelfer Aktivitéat von ICAD hat.

Caspase-3 Spalistellen
e,

AA 1 117 224 N

ICADL Wildtyp SFEA SRAG SEEL DTEY

TEV ICADL SFEA SRAG SEEL DTGV
A A
TEV ICADL CS Varianten A A A
A .&
erste C5 Tweite T3

Abbildung 40: Schematische Darstellung der ICAD'®-Varianten

Die Abbildung skizziert anhand einer schematischen Darstellung der Domanen von ICAD die in
diesem Versuchsteil generierten ICAD Mutanten der Caspase-3 Spaltstellen. Es wird gezeigt, dass
die TEV-Protease Spaltstellen (ICAD'®) jeweils direkt am C-terminalen Ende der Caspase-3
Spaltstellen (*“*“DEPD™’ und **DAVD?*) insertiert wurden. Die TEV-Spaltstellen (griin) setzen sich
aus folgender AS-Sequenz zusammen: ENLYFQS. Die Caspase-3 Spaltstellen sind orange

dargestellt, die jeweilige Alanin-Punktmutation in rot. CS, Caspase-3 Spaltstelle
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Die Abbildung illustriert die generierten ICAD'™™ Varianten mit Anderungen in den Caspase-3

Spaltstellen. In einem ersten Schritt wurden TEV-Protease Spaltstellen (griin) direkt am
C-terminalen Ende der Caspase-3 Spaltstellen (orange) insertiert. In einem néchsten Schritt

wurden dann die verschiedenen Aminosaurereste der Caspase-3 Spaltstellen (**DEPD'" und

221DAVDZZ“) sukzessive durch einen Alaninrest ersetzt.

3.4.3 Fluoreszenzversuche mit ICAD ™Y Variante !DAVAZ#*

Um zu Uberprifen, ob einzelne Aminoséaurereste der Caspase-3 Spaltstellen eine Wirkung auf die
Faltungshelfer Aktivitat von ICAD haben, wurde die Nuklease CAD mit den verschiedenen ICAD™Y
Mutanten der Caspase-3 Spaltstellen zunéchst ko-exprimiert. Nach der Reinigung des
Proteinkomplexes wurde dieser Uber Nacht mit TEV-Protease inkubiert und am néchsten Tag mit
DNA inkubiert, um die Aktivitat der Nuklease zu analysieren. Dabei wurde davon ausgegangen,
dass eine, aufgrund der Mutation in der Caspase-3 Spaltstelle, nicht korrekt gefaltete Nuklease das
DNA Substrat nicht oder mit einer geringeren Spaltaktivitét als ICAD'™® schneidet. Da die generelle
Aktivitat der mit ICAD™™" ko-exprimierten Nuklease bereits relativ schwach war (siehe 3.4.1), wurde
fur die Analyse ein hochsensitiver FRET (Forster-Resonanzenergietransfer)-basierter assay
gewahlt, bei dem mit Hilfe von fluoreszenzmarkierten DNA-Substraten (molecular beacons) die
Aktivitdt der Nuklease ermittelt werden konnte. In diesen Versuchen konnte vor allem fiir die mit
der ICAD™® Variante “’DAVA®* ko-exprimierten Nuklease CAD ein Unterschied im Vergleich zu
mit ICAD "= ko-exprimierter Nuklease CAD beobachtet werden.
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Abbildung 41: Graphische Darstellung der Messung der CAD Aktivitat

Gezeigt sind die Versuche von mit ICAD™® **DAVA?* (rot) ko-exprimierter Nuklease CAD im
Vergleich zu mit ICAD™®Y (blau) ko-exprimierter Nuklease CAD. Fur die Darstellung wurde,
basierend auf den Experimenten mit fluoreszenzmarkierter DNA, die relative Fluoreszenzzunahme
(bei 517 nm = Donorfluoreszenz) pro Zeiteinheit berechnet. Diese nimmt zu, sobald das Substrat
von der Nuklease Zrgespalten wird und ist somit ein direktes MaR fir die Nukleaseaktivitat. Mit
ICAD™® ?2DAVA®* ko-exprimierte Nuklease CAD spaltet das fluoreszenzmarkierte DNA-Substrat
schlechter als CAD Nuklease, die mit ICAD'™=Y ko-exprimiert wurde. Gezeigt sind auch die
Ergebnisse fur ICAD™® und ICAD™®Y #'DAVA?** ohne vorherige Inkubation mit TEV-Protease. In
diesen Versuchen wurde keine Fluoreszenzzunahme und somit keine Aktivitat detektiert.
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Wie es die Abbildung aufzeigt, nimmt die bei 517 nm gemessene Donorfluoreszenz nach der
Inkubation des DNA Substrats (1000 sec) mit ICAD'®" ko-exprimierter Nuklease CAD um ca. 60 %
zu. Eine Inkubation des DNA Substrats mit ICAD™™ #*DAVA®* ko-exprimierter Nuklease CAD
fuhrte jedoch nur zu einer Zunahme von ca. 25 % in dem gemessenen Zeitraum. Wurden die
Varianten nicht mit TEV-Protease inkubiert, so konnte kein Anstieg der Donorfluoreszenz detektiert
werden. Da die Donorfluoreszenz steigt, sobald das DNA-Substrat gespalten wird (und sich der
Quencher somit in raumlicher Distanz zum Fluorophor befindet) ist die Zunahme der
Donorfluoreszenz ein direktes MaR fur die Aktivitat der Nuklease. Anhand der Ergebnisse wurden
nun, basierend auf der relativen Donorfluoreszenz-Zunahme, Werte fiir die relative Aktivitat der
Varianten ermittelt. Dabei wurde der Wert fur ICAD'®’ ko-exprimierte Nuklease CAD auf 100 %
gesetzt.
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Abbildung 42: CAD Aktivitat nach Ko-Expression mit verschiedenen ICAD ~" Varianten

Die Abbildung zeigt die relative Aktivitat der mit entweder ICAD™® oder ICAD™Y #'pAvA?*

ko-exprimierten Nuklease CAD. Eine Ko-Expression von CAD mit der ICAD'®Y *DAVA?* Variante
(rot) statt ICAD™ (blau), reduziert die Aktivitat der Nuklease auf ca. 43 %.

Die Grafik zeigt, dass die relative Aktivitat der Nuklease CAD auf ca. 43 % absinkt, sobald diese
mit ICAD™®" #'DAVA?** ko-exprimiert wurde und nicht mit ICAD™=".
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3.5 ICAD Kristallisationsstudien

Eine Grundvoraussetzung zur Herstellung von Proteinkristallen sind ausreichende Mengen
(ca. 5-30 mg/ml) an hochreinem Protein. Um dies auch fir ICAD-S zu gewahrleisten wurde im
Rahmen der vorliegenden Arbeit ein geeignetes Expressionssystem zur Uberexpression von
ICAD-S sowie eine geeignete Methode fir dessen Reinigung etabliert (fir den DFF-Komplex
bestand bereits ein solches System).

3.5.1 Etablierung einer geeigneten Expressions- und Reinigungs-
Methode fur ICAD-S

Im Rahmen der Kristallisationsstudien wurde zunéchst ein neues ICAD-S Uberexpressionssystem
generiert und eigens ein geeignetes Reinigungsprotokoll etabliert. Hierfiir wurde die ICAD-S cDNA
aus dem Vektor pLK-HisFlag-ICAD-S in Kombination mit den Primern 5 1CAD(Ncol) und
3 ICAD-S(Notl) amplifiziert und anschlieBend mit Hilfe der Restriktionsendonukleasen Ncol und
Notl in den Vektor pETM-30 eingefiigt. ICAD-S wird in diesem Vektor (pETM-30-ICAD-S) als
Fusionsprotein mit einem Hisg-GST-tag exprimiert (Gro3e: ca. 60 kDa). Da sich am C-terminalen
Ende dieses tags eine Erkennungssequenz fir die TEV-Protease befindet, kann dieser durch eine
Inkubation mit TEV-Protease von ICAD-S abgespalten werden. Das Hisg-GST-ICAD-S
Fusionsprotein wurde zunachst Uber eine Glutathion-Sepharose Affinitatschromatographie im
batch Verfahren gereinigt. AnschlieRend erfolgte die Abspaltung des Hise-GST-tag, durch eine
Inkubation mit TEV-Protease tUber Nacht. Nach dem Abspalten des Hisg-GST-tag von ICAD-S
wurde der tag und die TEV-Protease (verfligte ebenfalls Uber einen Hisg-tag) entfernt, indem die
Lésung auf eine Protino® Ni-TED (tris-carboxymethyl ethylene diamine) Saule gegeben wurde. Da
der jeweilige Hise-tag an die Matrix dieser Saule bindet, befand sich im Durchfluss ausschlie3lich
reines ICAD-S. Um in einem letzten Schritt etwaige ICAD-S Aggregate zu entfernen, wurde das
reine ICAD-S mittels einer Gelfiltration weiter gereinigt.

M ICAD Abbildung 43: Reinigung von ICAD-S

— Die Abbildung zeigt hochreines ICAD-S (Grol3e: ca.
—_— 35 kDa). Dieses wurde zunéachst als Fusionsprotein
mit einem Hise-GST-tag exprimiert. Im Zuge des

S0 kDa. S eigens etablierten Reinigungsprotokolls wurde das
Fusionsprotein zunachst (ber eine Glutathion-

40kDa = Sepharose Affinitdts- Chromatographie gereinigt.
AnschlieBend wurde der Hise-GST-tag durch eine

- CAD-S Inkubation mit TEV-Protease abgespalten. Zwecks

30kDa - . I ) Entfernung der TEV-Protease (verfugt ebenfalls

Uber einen Hise-tag) und des abgespaltenen
Hise-GST-tags wurde das Gemisch auf eine

— Protino® Ni-TED-Saule aufgetragen. Im Durchfluss
befand sich nun das hochreine ICAD-S. Um
mogliche Aggregate zu entfernen wurde das
hochreine ICAD-S in einem letzten Schritt mittels
einer Gelfiltration weiter gereinigt.
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In den bisherigen Kristallisationsstudien konnten in Kooperation mit dem Netherlands Cancer
Institute (Amsterdam) Kiristalle fur ICAD-S im Kristallisationsreagenz Nr. 78 der JCSG Suite
(0.24 M Sodium Malonat pH 7.0, 20 % (w/v) PEG 3350) erfolgreich geziichtet werden (siehe

Abbildung 44).

3.5.2 Kristallisation

Abbildung 44: Darstellung der Kristalle

Gezeigt sind die bisher gezichteten Kristalle fir ICAD-S. Die Kristalle wurden in 0.24 M Sodium
Malonat pH 7.0 und 20 % (w/v) PEG 3350 inkubiert. Die Struktur der Kristalle scheint einem
Rhomboeder &hnlich.

Laut Kooperationspartner handelte es sich um Proteinkristalle. Jedoch ergaben Untersuchungen
im Synchrotron (Teilchenbeschleuniger), in denen zwei Kristalle Rontgenstrahlen exponiert
wurden, bisher keine Diffraktion. In nun folgenden Untersuchungen wird, auf Basis der bisherigen
Versuche, mit neuen Kristallisationsreagenzien nochmals versucht, Kristalle zu ztichten.
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3.6 Erstellen einer hochspezifischen CAD-Nuklease durch
Fusion mit [-Scel

Ein untergeordnetes Teilprojekt der vorliegenden Arbeit bestand darin, die unspezifische DNase
CAD an die hochspezifische, monomere homing-Endonuklease [-Scel zu fusionieren, um so eine
hochspezifische CAD-Nuklease zu generieren.

3.6.1 Etablierung einer geeigneten Expressions- und Reinigungs-
Methode

Zum Erstellen und Uberexprimieren des Fusionsproteins wurden verschiedene Vektorsysteme in
Kombination mit verschiedenen Klonierungsansatze (C- und N-terminale Fusion von I|-Scel an
CAD) ausprobiert. Letztlich erwies sich einzig das Expressionssystem pASK-CAD-I-Scel als
geeignetes System zur Uberexpression des rekombinanten Fusionsproteins. Dieses wurde erstellt,
indem die codierende DNA-Sequenz fiir CAD aus pGex-2T-mCAD und die die codierende DNA-
Sequenz fir I-Scel aus dem Vektor pET-Duet_D44S durch mehrere Klonierungsschritte aus den
Ursprungsvektoren in pASK (IBA BioTAGnology) eingefugt wurden. In diesem Konstrukt verfligt
das Fusionsprotein Gber einen C-terminalen Strep-tag. Um eine potentiell aktive Nuklease CAD zu
erlangen, wurde das Fusionsprotein weiter mit ICAD-L/DFF45, dem Chaperon von CAD,
ko-exprimiert. In dem eigens etablierten Reinigungsprotokoll wurde der Komplex aus
Fusionsprotein und His-DFF45 so mittels einer zweifachen Affinitdtschromatographie (Strep-Tactin
Sepharose und Ni®* - NTA Affinitatschromatographie) gereinigt. Die einzelnen Schritte der
Reinigungs mittels Strep-Tactin Sepharose und Ni®* - NTA Affinitatschromatographie sind im
Kapitel ,Material und Methoden“ naher beschrieben.

Abbildung 45: Reinigung von CAD-I-Scel
M Eluat Um eine potentiell aktive Nuklease CAD zu
generieren, wurde das Fusionsprotein mit
His-DFF45, dem Chaperon von CAD,
ko-exprimiert. Der Komplex aus His-DFF45
und Fusionsprotein wurde anschlie3end
Uber eine Strep-Tactin Sepharose und eine
NiZ* - NTA Affinitdtschromatographie
gereinigt. His-DFF45 lauft im Gel mit einem

111

80 kDa

70kDa - B <«——  CAD-I-Scel-strep

60kDa apparenten Molekulargewicht von ca.
45 kDa, das Fusionsprotein aus CAD und
I-Scel mit einem apparenten
S0kDa S Molekulargewicht von ca. 70 kDa (siehe
; Pfeile). Das Gel zeigt, dass der Protein-
’ <¢—— His-DFF45 Komplex nach der Reinigung sehr sauber

40kDa

vorliegt.
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Zur Fusion mit I-Scel wurde primér die CAD Variante R250A verwendet. Diese Variante bindet
DNA mit einer geringeren Affinitdt als CAD Wildtypm. Da I-Scel zusétzlich nur als DNA-
Bindemodul fungieren sollte, wurde eine inaktive Variante dieses Proteins (D44S) verwendet.
Nachdem das CAD (R250A)-I-Scel Fusionskonstrukt erfolgreich kloniert, stabil exprimiert und
gereinigt werden konnte, wurde das rekombinante Protein auf die Fahigkeit hin analysiert, DNA
spezifisch (und nicht unspezifisch, wie es fir CAD normalerweise ublich ist) zu binden. Dazu
wurden in ersten Versuchen EMSA-(electrophoretic mobility shift assay) Experimente mit radioaktiv
markierter DNA durchgefuhrt.

3.6.2 EMSA Versuche

unspezifisches I-Scel spezifisches
DNA Substrat DNA Substrat

e — e CFD (R250A)1-Scel Konz

-+—— DNAxProtein-Komplex

1

e d
"y o= L.

-k 35 _-_. .I:.-t'l:l =l 8

-«+—— freie DNA

Abbildung 46: EMSA Versuch mit CAD (R250A)- I-Scel

Gezeigt ist exemplarisch ein EMSA Versuch von CAD (R250A)-1-Scel (0, 150, 300, 400, 500,
700 nm) in Anwesenheit eines DNA Substrats ohne |-Scel Erkennungssequenzen (unspezifisches
DNA Substrat) und in Anwesenheit eines DNA Substrats mit |-Scel Erkennungssequenzen
(spezifisches DNA Substrat). Die Inkubation von CAD (R250A)-I-Scel mit spezifischem DNA Substrat
fuhrte zu einer Retardation der DNA. Fur die EMSA Versuche wurden jeweils 2.5 nM radioaktiv
markierte DNA verwendet. Die Analyse erfolgte Polyacrylamid-gelelektrophoretisch (6 %) mit Hilfe
des Instant-Imagers.

Wie die Abbildung untermauert, fihrte die Inkubation des Fusionsproteins (Konzentrationsbereich
von 0-700 nM) mit unspezifischer DNA (2.5 nM) zu keiner Retardation der DNA. Betrachtet man
nun die Ergebnisse der Versuche, in denen das Fusionsprotein mit |-Scel spezifischer DNA
inkubiert wurde, so kann man ab einer Proteinkonzentration von ca. 150 nM einen leichte
Veranderung der elektrophoretischen Mobilitdét der DNA beobachten, die auf eine ProteinxDNA-
Komplexbildung hinweist. Mit zunehmender Proteinmenge wird immer mehr DNA retardiert. Die
Ergebnisse der EMSA Versuche wurden im Folgenden ausgewertet und graphisch dargestellt.
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Retardierte DNA im Verhaltnis zur CAD{R250A)-1-5cel
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Abbildung 47: Graphische Darstellung der EMSA Versuche

Gezeigt ist die graphische Auswertung der EMSA Versuche. Es wurde der Anteil an retardierter
DNA in Abhangigkeit zur CAD (R250A)-I-Scel Konzentration dargestellt. Hierfir wurden die EMSA
Versuche mit Hilfe der instant imager Software ausgewertet und Mittelwerte sowie Fehlerwerte
berechnet. Inkubation des Fusionsproteins mit |-Scel-spezifischer DNA (rot) flhrte ab einer
Proteinkonzentration von ca. 150 nM zu einer Retardierung der DNA, I-Scel unspezifische DNA wird
hingegen nicht retardiert.

Wie die Abbildung dokumentiert, fuhrte die Inkubation von CAD (R250A)-1-Scel (mindestens
150 nM) mit I-Scel-spezifischer DNA zu einer ProteinxDNA-Komplexbildung. Die Inkubation von
CAD (R250A)-1-Scel mit I-Scel-unspezifischer DNA fihrte hingegen, in dem fir die Versuche
verwendeten Konzentrationsbereich, zu keiner Komplexbildung der DNA mit Protein.

3.6.3 Spaltassays

In den bisherigen Spaltversuchen konnte keine, dem DNA-Substrat entsprechende, spezifische
Spaltung des CAD (R250A)-I-Scel Fusionsproteins detektiert werden. Die verwendeten DNA
Substrate verfugten hierbei Uber zwei I-Scel Erkennungssequenzen, die von 17 bzw. 23
Basenpaaren abgegrenzt waren.
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4.Diskussion

Der DNA Fragmentierungsfaktor DFF ist ein apoptotischer Protein-Komplex, der aus den beiden
Untereinheiten CAD und ICAD besteht. Obwohl DFF bereits 1997 aus HelLa-Zellen isoliert und
beschrieben werden konnte, ist immer noch wenig Uber die Interaktionen von CAD und ICAD
bekannt. Lediglich fur den Komplex der beiden N-terminalen Domé&nen von CAD und ICAD sind,
aufgrund einer verfugbaren NMR-Struktur, genaue Wechselwirkungen identifiziert. Uber genaue
Interaktionen zwischen ICAD und CAD, die z.B. fur die Faltungshelferaktivitit von ICAD
verantwortlich sind oder aber dessen inhibitorische Wirkung vermitteln, ist jedoch nur sehr wenig
beschrieben.

4.1 SPOT-Membran Versuche

4.1.1 CAD - ICAD Interaktionsstudien

Um mogliche Protein-Protein-Wechselwirkungen zwischen den beiden Untereinheiten des
DFF-Komplexes CAD und ICAD zu identifizieren, wurden Versuche mit der so genannten SPOT
Methode, einer Technik um Protein-Protein-Wechselwirkungen zu detektieren, durchgefiihrt. Die
beiden synthetisierten Membranen bestanden dabei aus Uberlappenden 20-mer Peptiden, die der
AS-Sequenz der Nuklease CAD bzw. AS-Sequenz des Inhibitors ICAD entsprachen. Die
Membranen wurden nach der Synthese mit dem jeweiligen Interaktionspartner inkubiert und
anschlieBend analysiert. Dabei zeigten beide Membranen schwéachere und starkere
Interaktionssignale, die als mdogliche Regionen interpretiert wurden, die im DFF-Komplex
miteinander interagieren. Dabei fiel direkt auf, dass die Interaktionen, Ubereinstimmend auf beiden
Membranen, Uber alle drei Doméanen der Proteine verteilt waren. Diese Ergebnisse demonstrieren
zum ersten Mal experimentell, dass die beiden Proteine Uber ein relativ gro3es Interface
miteinander interagieren und erklaren somit die hohe Affinitdt von CAD und ICAD™.

Neben den zahlreichen neuen Erkenntnissen, die durch die SPOT Versuche gewonnen werden
konnten (in den folgenden Kapiteln diskutiert), stimmen die Ergebnisse der SPOT Versuche sehr
gut mit bereits verdffentlichten Studien Uberein. So zeigen die NMR-Daten zur N-terminalen
Struktur des DFF-Komplexes, dass Lys12, Lys21 und Lys35 von CAD mit den Aminosaureresten
Asp66 und Asp71-74 von ICAD interagierenlzz. Hinzukommend gibt es Kontakte zwischen Phe22
von CAD mit Thr68 und lle69 von ICAD, die eine weitere wichtige N-terminale Interaktion
darstellen'?. Die Daten der SPOT Versuche zeigen ebenfalls, dass die Aminosaurereste von
ICAD, die an der Ausbildung des N-terminalen Interface mitwirken, in der Tat alle in einer
zusammenhangenden Region (Aminosaurereste 55-75) zu finden sind. Im Gegensatz dazu zeigen
die SPOT Versuche auch, dass die Aminosaurereste, die auf Seiten von CAD an der N-terminalen
Interface Ausbildung beteiligt sind, eher gleichméRig ber die N-terminale Sequenz verteilt sind.

104



Diskussion
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Abbildung 48: SPOT Interaktionen des N-terminalen CAD-ICAD Interface

Gezeigt ist das N-terminale CAD-ICAD Interface. Die N-terminale CAD-Domaéne ist dabei hellbau,
die N-terminale ICAD-Domaéane hellrot darstellt. Die durch die SPOT Ergebnisse ermittelten CAD
Regionen, die eine Interaktion mit ICAD erkennen lie3en, sind dunkelblau skizziert. ICAD Regionen
die in den SPOT Versuchen eine Interaktion mit CAD zeigten, sind dunkelrot skizziert. Die durch die
SPOT Versuche identifizierten Interaktionsregionen stimmen gut mit den Daten der NMR-Struktur
der N-terminalen Doméne uberein. Abbildung nach*?

41.1.1 CAD SPOT-Membran

Die starksten Interaktionen der CAD SPOT-Membran mit ICAD waren interessanterweise in einem
Bereich zu detektieren, der Teil der C2-Doméane von CAD ist. Diese Doméane vermittelt die
Oligomerisierung von CAD nach der Caspase-3/7 induzierten Spaltung von ICAD und ist fur die
Ausbildung der katalytisch aktiven Form von CAD essentiell*?. Eine Interaktion von ICAD mit der
C2-Domane konnte folglich bedeuten, dass im DFF-Komplex die Ausbildung der aktiven Form von
CAD unterdrickt wird, indem ICAD mit der C2-Doméane von CAD interagiert und diese so vor
weiteren Kontakten abschirmt. Es wurde zwar bereits vermutet, dass ICAD die Oligomerisierung
von CAD unterdriickt, jedoch konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit erstmals experimentell
gezeigt werden, dass ICAD dabei direkt mit der C2-Doméane von CAD interagiert'?®. In den SPOT
Versuchen zeigte vor allem Peptid E18 das starkste Interaktionssignal. Da dieses Peptid Bereiche
in der nativen DNase reprasentiert, die die a,-Helix und Teile der as-Helix formen, kontaktiert ICAD
sehr wahrscheinlich genau diese Bereiche der C2-Domaéane. Weiterhin konnte beobachtet werden,
dass in dieser Region von Interaktionssignalen (spots E16-E20) kein konstanter Anstieg bzw.
Abfall des Interaktionssignals zu detektieren war. Ein solcher Anstieg bzw. Abfall des
Interaktionssignals wirde normalerweise auf einen singularen Interaktions-,hot-spot® schlieen
lassen. Vielmehr zeigten die Peptide E16, E18 und E20 jedoch ein relativ starkes Signal, die
benachbarten spots E17 und E19 hingegen lieRen kein bzw. kaum Signale erkennen. Dies erklart
sich  dadurch, dass die C2-Doméane nicht aus einem zusammenhdngenden
Sekundarstrukturelement, sondern vielmehr aus drei a-Helices besteht, die durch unstrukturierte
linker-Regionen verbunden sind"®. Bei der genauen Analyse der Sequenzen von Peptid E16, E18
und E20 fallt zudem auf, dass diese relativ gro3e Abschnitte von Peptiden beinhalten, die
Bestandteile genau dieser a-Helices sind. Die Analyse der Sequenz von Peptid E17 hingegen lasst
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erkennen, dass dieses Peptid prozentual aus einem grof3en Anteil an Aminosauren besteht, die im
nativen Protein unstrukturierten linker-Regionen zuzuordnen sind. Daher ist anzunehmen, dass
dieses Peptid, im Gegensatz zu den anderen, keine markante, fir ICAD erkennbare
Sekundarstruktur ausbilden kann. AuRerdem zeigen diese Beobachtungen wie sensibel die SPOT
Methode sein kann und, dass die Interaktionen offensichtlich hochspezifisch sind.

Neben den Kontakten von ICAD mit der C2-Doméane von CAD enthiillen die SPOT Daten starke
Interaktionen zwischen ICAD und der zur Substrat Bindestelle gegeniberliegenden Oberflache von
CAD (siehe Abbildung 49). Dies bestatigt, dass CAD auch im Komplex mit ICAD DNA binden
kann*®. Bemerkenswert ist zudem, dass spot G1 ein Interaktionssignal erkennen lasst. Die
Sequenz der spot G1 Peptide spiegelt Teile des aktiven Zentrums von CAD wider. Es ist daher
maoglich, dass ICAD das aktive Zentrum von CAD direkt blockiert und so die Aktivitdt von CAD
kontrolliert. Eine weitere sehr interessante Erkenntnis ist, dass Peptid F19 stark mit ICAD
interagiert. Dieses Peptid beinhaltet die Aminoséurereste Cys238 und His242, die an der
Zn2+-Bindung beteiligt sind. Dieses lon befindet sich in der Nahe des aktiven Zentrums und ist flr
die Struktur und Aktivitait von CAD sehr wichtig. Ein Verlust fuhrt zu einem partiellen
Zusammenbruch von CAD und damit verbunden zum Verlust der nukleolytischen Aktivitat'*®. Zieht
man nun in Betracht, dass auch jedes CAD Monomer ein aktives Zentrum besitzt und, dass der
heterodimere Komplex aus CAD und ICAD DNA binden kann, so ist erforderlich, dass ICAD auch
eine monomere DNase CAD inhibiert'*®. Ware dies nicht der Fall, konnte CAD zwar keine DNA
Doppelstrangbriiche mehr katalysieren, die Nuklease ware aber dennoch in der Lage
Einzelstrangbriche in die DNA einzufligen (nicking-enzyme). Basierend auf den SPOT
Ergebnissen bietet sich daher das Modell eines zweistufigen Mechanismus der CAD Inhibition
durch ICAD an. Zum einen sorgt ICAD fir die Unterdriickung der CAD Oligomerisierung durch die
Interaktion mit der C2-Domane von CAD, und zum anderen garantiert ICAD, entweder indirekt,
durch eine lokale strukturelle Stérung oder direkt, durch eine Interaktion mit dem aktiven Zentrum
von CAD, fiur die vollstéandige Inhibition dieser Nuklease.

Das Interaktionsmodell, das basierend auf den SPOT Daten erstellt wurde, lasst erkennen, dass
ICAD, neben der N-terminalen Interaktion mit CAD, enge Kontakte mit der C2-Domane von CAD
eingeht. Im Bereich der C3-Domane wurden Interaktionssignale detektiert, die, bezogen auf die
primare Aminosauresequenz, scheinbar weit auseinanderliegen. Anhand des Interaktionsmodells
wird aber erkenntlich, dass diese Bereiche im nativen Protein durchaus sehr benachbart
positioniert sind (s. Abbildung 49). So offenbart sich eine sehr detaillierte Blaupause der ICAD
Interaktionen mit der C3-Doméane. Man erkennt deutlich, dass ICAD den Bereich gegeniiberliegend
der DNA Binderegion kontaktiert, und ebenso Interaktionen mit der C-terminalen Region,

wahrscheinlich zwecks kooperativer Importin-a Bindung, etabliert'".
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Abbildung 49: ICAD Interaktionen mit der C2- und C3-Doméne von aktivierter CAD

Die SPOT basierten, prominenten CAD-ICAD Interaktionen (orange) wurden auf die 3D-Struktur der
C2-und C3-Domane von CAD (grau) iibertragen*®®. Im Sinne einer besseren Ubersicht wurden die
Kontakte in nur einem Monomer farblich unterlegt. Da noch keine Ko-Kristallstruktur von CAD mit
DNA existiert, wurde die DNA, abgeleitet von der Vvn-DNA Ko-Kristallstruktur, in die Struktur
modelliert®. Das Interaktionsmodell zeigt, dass ICAD sehr stark mit der C2-Doméne zu interagieren
scheint. Die C3-Doméne wird hingegen nur in der Peripherie und nicht direkt im Inneren der
Scherenstruktur kontaktiert. Dies erklart, warum CAD auch im Komplex mit ICAD DNA binden kann.
Abbildung nach*?

4.1.1.2 ICAD SPOT-Membran

Neben der N-terminalen Interaktion des DFF-Komplexes, die auch auf Seiten der
ICAD-abgeleiteten Peptide durch die SPOT-Methode detektiert werden konnte, gab es ebenso
Interaktionssignale im Bereich der Caspase-3/7 Spaltstellen. Diese bestatigen bisherige
Spekulationen Uber eine Interaktion der Region der Caspase Spaltstellen mit CAD™. Gleiches gilt
fur Spekulationen beziiglich der Nachahmung eines zweiteiligen Kernlokalisationssignals durch die
Interaktion der beiden NLS-Sequenzen von CAD und ICAD™. Dariiber hinaus konnten zwei
Peptidregionen identifiziert werden (B1/B2 und B10) die aullerst starke Signale in den SPOT
Versuchen aufwiesen und zur so genannten inhibitorischen (D2) Doméane von CAD gehdren. Wie
vorherige Studien zeigen, wird diese Domaéne fir die Unterdriickung der CAD Homodimerisierung
benétigt und steht somit im Verdacht an der CAD Inhibition beteiligt zu sein*?. Die Vermutung liegt
daher nahe, dass diese Peptide im nativen ICAD Protein eine Funktion in der CAD Inhibition
Ubernehmen. Interessanterweise zeigt die SPOT-Membran in der Region von Peptid B10 einen
langsamen Anstieg bzw. Abfall des Interaktionssignals (B7<B8<B9<B10>B11>B12). Im Gegensatz
dazu kann im Bereich der Peptide B1 und B2 kein Anstieg bzw. Abfall des Interaktionssignals
festgestellt werden. Hier zeigen die spots B1 und B2 ein sehr starkes, die benachbarten spots A21
und B3 hingegen gar kein Interaktionssignal. Fur letztere Region kann dies bedeuten, dass hier
eher kleinere Teilbereiche an der Interaktion mit CAD beteiligt sind, in denen jedoch mehrere
starke Kontakte zwischen den beiden Proteinen ausgebildet werden. Diese Beobachtung deckt
sich mit den Ergebnissen der Sekundarstrukturvorhersagen fur diese Region, die zwei a-Helices
(davon eine relativ kurze) prognostizieren. Die Tatsache, dass die benachbarten spots (A21 und
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B3), trotz &hnlicher Aminoséuresequenz kein Interaktionssignal zeigen, demonstriert wiederum,
dass z.B. die Nettoladung eines Peptids alleine fir die Interaktion im SPOT assay nhicht
verantwortlich sein kann. So hat z.B. Peptid B3 (Nettoladung: -5) eine ahnliche Nettoladung wie
Peptide B1 und B2 (Nettoladung B1: -3, Nettoladung B2: -6). Vielmehr spricht dies dafur, dass die
Peptide der spots B1 und B2 auf der Membran die fur eine Interaktion mit CAD wichtige native
Struktur ausbilden kénnen. Der langsame Anstieg bzw. Abfall der Intensitat der Interaktionssignale
im Bereich der Peptide B7-B12 lasst zwei Aspekte vermuten. Zum einen scheint es in diesem
Bereich einen singularen Interaktions ,hot-spot“ zu geben (Peptid B10) und zum anderen deutet es
darauf hin, dass dieser ,hot-spot” in einem gréReren Sekundarstrukturmotiv lokalisiert ist. Diese
Hypothese wird von den Sekundarstrukturvorhersagen bestatigt, die fir den Bereich um Peptid
B10 eine langere a-Helix prognostizieren (s. Abbildung 30). Folglich ist anzunehmen, dass die
benachbarten Peptide von B10, im Gegensatz zu den benachbarten Peptiden von B1 und B2,
ebenso eine a-helikale Struktur annehmen, da auch sie grofdtenteils aus Aminosaureresten
bestehen, die im nativen Protein zu strukturierten Regionen (und nicht zu linker-Regionen)
gehoren. Das schwéchere Signal dieser Peptide k&me demnach nicht aufgrund eines
Zusammenbruchs der Sekundarstruktur zustande, sonder wére damit zu erklaren, dass diese
Peptide, aufgrund des Uberlappenden Charakters der SPOT-Membran, nur Fragmente des
Interaktions ,hot-spot* beinhalten.

4.1.2 ICAD - ICAD Interaktionsstudien

Die Interaktionsstudien mit ICAD zeigten im Gegensatz zu den Interaktionsstudien mit CAD und
ICAD nur wenige Interaktionssignale. Dies lasst, im Vergleich zum Komplex aus CAD und ICAD,
eine schwachere Affinitat zweier ICAD Molekile zueinander vermuten und erklart warum ICAD ein
Komplexieren mit CAD bevorzugt. ICAD scheint ein weiteres ICAD-Molekll hauptsachlich tber die
D1- und D3-Doméne zu kontaktieren. Interessanterweise konnten in den Versuchen keine
Interaktionen im Bereich der D2-Doméne festgestellt werden. Dies ist in Ubereinstimmung mit
weiteren Ergebnissen dieser Arbeit, die zeigen, dass die D2-Doméane des Inhibitors wichtige
Kontakte mit der Nuklease eingeht und sehr wahrscheinlich die Inhibition von CAD vermittelt. Die
Tatsache, dass die Interaktionssignale der ICAD-ICAD Interaktionsstudien und der ICAD-CAD
Interaktionsstudien nicht tGberlappen, kdnnte aulerdem bedeuten, dass ICAD parallel Kontakte zu
CAD und ICAD ausbilden kann. Dieses Ergebnis zeigt, dass ein heterotetramerer DFF-Komplex
maoglich ware, indem, eventuell aus Grinden der Stabilitat, die ICAD-Molekile nicht nur mit CAD
sondern auch mit sich selbst interagieren.

4.1.3 Topoisomerase Il alpha - CAD Interaktionsstudien

Die bisher durchgefuhrten Interaktionsstudien zwischen CAD und der Topoisomerase Il a deuten
darauf hin, dass CAD primér den C-Terminus der Topoisomerase Il a kontaktiert. Dies stimmt mit
bisherigen Studien Uberein, die zeigen, dass der N-terminale Bereich der Topoisomerase Il a eine
ATPase Funktion inne hat und der mittlere Bereich wichtig fiir die DNA Bindung und Prozessierung
ist (Tyr782)181'187. Das C-terminale Ende hingegen ist wichtig fur den Transport des Proteins in den
Zellkern und steht auBerdem im Blick bei der Interaktion mit anderen Proteinen eine Rolle zu
spielen'®*®° wahrscheinlich entspannt die Topoisomerase Il a die DNA in der Umgebung von

CAD und erleichtert der DNase so die Spaltung*®*.
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4.2 CAD Inhibition durch ICAD-abgeleitete Peptide

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit war die Entschlisselung des Mechanismus der CAD Inhibition
durch ICAD von besonderem Interesse. Daher wurde im Anschluss an die ICAD SPOT-Membran-
Versuche uberprift, ob Peptide, die ein starkes Interaktionssignal erkennen lieRen (A10, A18,
B1/B2 und B10) eine inhibitorische Wirkung auf CAD in Losung entfalten kdnnen. Die Peptide A10
(wichtig fir die Ausbildung des N-terminalen CAD-ICAD Interface) und A18 (beinhaltet die
N-terminale Caspase-3/7 Spaltstelle), deren Funktion bekanntermaRen keine direkte Rolle bei der
CAD Inhibition spielen sollte, wurden in diesen Versuchen als interne Kontrollen verwendet. In der
Tat konnte man fur diese Peptide in den Versuchen nur kleinere Effekte auf die Aktivitdt von CAD
beobachten. Diese minimalen Effekte kommen eventuell aufgrund der negativen Gesamtladung
der Peptide (Nettoladung A10: -6, Nettoladung A18: -4) zustande. Anionische Polymere kdnnen die
Aktivitat von CAD unspezifisch unterdriicken'®.  Ahnlich  dazu zeigte Peptid B10
(Nettoladung B10: -1) auch keine gréReren Effekte beziglich der Inhibition von CAD in diesen
Versuchen. Im Gegensatz dazu flihrte eine Inkubation der Nuklease mit den Peptiden B1 und B2
(ICAD Aminosaurereste 127-152), unter den jeweiligen Versuchsbedingungen, zu einer fast
kompletten Inhibition der Nuklease. Es ist daher anzunehmen, dass diese Bereiche auch im
nativen ICAD Protein eine inhibitorische Funktion gegeniber CAD auslben. Genauere
Bestimmungen ergaben einen ICso-Wert von ca. 64 uM fur Peptid B1 und einen 1Cs-Wert von ca.
2,6 uM fur Peptid B2. Der niedrigere 1Cso-Wert fur Peptid B2, im Vergleich zu Peptid B1, lasst
vermuten, dass dieses Peptid mehrere Aminosadurereste beinhaltet, die fir die CAD Inhibition
wichtig sind. Aufgrund der teilweise Uberlappenden Sequenz dieser beiden Proteine kann man
sogar sagen, dass speziell die in diesem Bereich weiter C-terminal gelegenen Aminosaurereste bei
der Inhibition eine Rolle spielen. Die ICso-Werte der Peptide waren erwartet hoch und sind in
Ubereinstimmung mit bisherigen Studien, die zeigen, dass die aus dem Caspase-Verdau
resultierenden drei ICAD Fragmente eine relativ niedrige Affinitat zur Nuklease erkennen lassen®.
Die Versuche mit den ,scrambled” Versionen dieser Peptide deuten darauf hin, dass nicht die
Nettoladung der Peptide (Nettoladung B1: -3, Nettoladung B2: -6) die inhibitorische Wirkung
erklart, sondern, dass die Peptide B1 und B2 CAD spezifisch inhibieren. Dies wird auch von den
Versuchen mit der Nuklease NucA untermauert. In diesen Versuchen konnten nach der Inkubation
mit Peptid B2 lediglich schwache, unspezifische Effekte auf die Aktivitdt von NucA beobachtet
werden. Die Inkubation von NucA mit Peptid B1 zeigte keinen Einfluss auf die Aktivitat von NucA.
Die Region von Peptiden B1 und B2 ist folglich nicht generell zur Inhibition von Bpa-Me (Metall)-
Finger Nukleasen beféhigt, sondern scheint die DNase CAD spezifisch zu inhibieren.

Die Sekundarstrukturvorhersagen prognostizieren fir den Bereich der Peptide B1 und B2
a-helikale Strukturen (s. Abbildung 31). Die a-helikale Struktur von Peptid B1 konnte zudem durch
CD-spekroskopische Untersuchungen bestétigt werden. Interessanterweise ergeben die
Vorhersagen fir Peptid B2, der starkere Inhibitor der beiden Peptide (ICso-Wert: 2,6 uM), eine
Struktur die aus zwei a-Helices besteht. Diese beiden a-Helices sind Uber einen kurzen
unstrukturierten Bereich miteinander verbunden. Eventuell kontaktiert Peptid B2 Uber diese zwei
a-Helices die a-Helices a, und az der C2-Doméane und unterbindet so eine Homooligomerisierung
von CAD.

Im Hinblick auf eine mégliche Verwendung der Peptide B1/B2 in der Therapie von Krankheiten
konnten diese eingesetzt werden, um die Aktivitdt der Nuklease zu reduzieren. Das Problem
hierbei wéaren jedoch die hohen ICso-Werte der Peptide. Gerade im Hinblick auf bereits kommerziell

109



Diskussion

verfiigbare Apoptose-Inhibitoren, wie zum Beispiel spezielle Caspase Inhibitoren, die ICso-Werte im
unteren nanomolaren Bereich ausweisen, wéren die Peptide nicht konkurrenzféhiglgz. Eventuell
kénnte dieses Problem gelost werden, indem man das inhibitorische Peptid (B1 oder B2) an ein
zweites Peptid fusioniert (z.B. Uber einen PEG [Polyethylenglykol]-linker), das ebenfalls CAD
kontaktiert. Hier wirde sich zum Beispiel Peptid A10 anbieten. Ein solches Fusionspeptid hatte
sicherlich eine hohere Gesamtaffinitdt zur Nuklease und kénnte in geringeren Konzentrationen
verabreicht werden. Dennoch bedeutet eine Unterdriickung der Nukleaseaktivitdit von CAD
bekanntermalien keine generelle Kontrolle der Apoptose in ihrer Gesamtheit. Daher wére ein
Einsatz der Peptide fur medizinische Zwecke nur in spezifischen Féllen, oder in Verbindung mit
zusatzlichen Faktoren, denkbar. Eine Verwendungsmaoglichkeit der Peptide A10 und Al8 lage
hingegen in der kontrollierten Aktivierung der Nuklease CAD, um z.B. entartete Zellen gezielt zu
téten. Hierbei wirden die Peptide die Nuklease binden und dadurch den zellularen Inhibitor ICAD
von CAD verdrangen. Da diese Peptide jedoch, wie gezeigt, Uber keine inhibitorische Wirkung
verfugen, wirde dies zur Aktivierung von CAD und somit zum Auslésen der Apoptose fihren. Das
Problem der geringen Affinitat liel3e sich eventuell wiederum durch eine Fusion der beiden Peptide
I6sen.

4.3 Untersuchungen zur CAD Inhibition durch ICAD

Bereits vor den SPOT-Membran Versuchen wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit
Experimente mit verschiedenen ICAD-Mutanten durchgefihrt. Ziel dieser Experimente war es, in
so genannten Inhibitionsversuchen, zu Uberprifen, ob diese Mutanten noch in der Lage sind CAD
zu inhibieren. Hier hatte besonders der Austausch der Aminosaure Y195, ein Tyrosinrest,
Auswirkungen auf die inhibitorische Wirkung von ICAD. Wurde dieser Rest in der kurzen Isoform
ICAD-S gegen einen Alaninrest ausgetauscht, so konnten bereits Effekte auf die inhibitorische
Wirkung des Proteins (nur noch 17% der inhibitorischen Wirkung) registriert werden. Dies lasst
vermuten, dass der Tyrosinrest im Mechanismus der CAD Inhibition eine entscheidende Rolle
spielt. Denkbar ware hierbei, dass die reaktive Hydroxyl-Gruppe des Tyrosinrests an Interaktionen
zwischen ICAD und CAD beteiligt ist. Eine andere Eigenschaft von Tyrosinresten ist, dass sie
durch ihre aromatische Gruppe so genannte ,stacking® Interaktionen mir anderen aromatischen
Gruppen eingehen kénnen'®®. Eine weitere sehr interessante Entdeckung war, dass der Austausch
dieses Tyrosinrestes durch einen Prolinrest zu einer drastischen Reduzierung des
Inhibitionsvermdgens von ICAD-S fuhrte (nur noch 0,1% der inhibitorischen Wirkung). Die
Aminosaure Prolin gilt, aufgrund ihrer sperrigen Struktur und der nicht vorhandenen freien
Aminogruppe, als so genannter Helix-Brecher'®*. Dabei bricht der Prolinrest die Helix nicht
wortwortlich auseinander, sondern fligt vielmehr einen markanten Knick in die Helix ein. Diese
Ergebnis lasst darauf schliel3en, dass die Position des Sekundarstrukturelements (laut Prognose
eine a-Helix, s. Abbildung 30), in dem sich Tyrosin 195 befindet, fir den Mechanismus der
Inhibition &uRRerst entscheidend ist. Dabei kann es sein, dass neben Tyrosin 195 auch andere
benachbarte Aminosaurereste in diesem Sekundarstrukturelement wichtige Kontakte zu CAD
vermitteln. Eine Prolin bedingte Verschiebung der a-Helix kdnnte durchaus auch die Ausbildung
dieser Kontakte unterbinden, wodurch der drastische Effekt der Prolin-Mutante zu erklaren ware.
Eine weitere interessante Beobachtung ist, dass sich die eingefiigten Mutationen auf ICAD-S
offensichtlich starker auswirken, als auf dessen langere Isoform. Denkbar ware, dass sich der
verlangerte C-Terminus von ICAD-L stabilisierend auf die Region von Tyrosin 195 auswirkt, und so
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etwa ein mogliches Verbiegen von Sekundarstrukturelementen partiell unterbindet.
Wahrscheinlicher ist jedoch, dass ICAD-L, aufgrund der zusétzlichen C-terminalen Interaktionen
mit CAD, Uber eine gréRere Kontaktflache mit CAD verfligt. Diese weiteren Kontakte sorgen in
Kombination mit den N-terminalen Interaktionen dafiir, dass die mittlere Domé&ne, samt der Region
von Y195, starker in Position gehalten wird. Eine lokale Stérung in Folge der Mutation hat daher
einen gréReren Effekt auf ICAD-S als auf ICAD-L. Die CD-Spektren, die fir die verschiedenen
Varianten aufgenommen wurden, verlaufen sehr &hnlich und lassen eine identische
Sekundarstruktur-Zusammensetzung vermuten. Dies wiederum deutet auf eine &hnliche
Gesamtstruktur der Proteine hin. Das Einflilgen der Mutationen hatte somit keinen grof3eren
Einfluss auf die korrekte Faltung der Proteine, weshalb die beobachteten Effekte nicht mit einem
Strukturverlust in Verbindung stehen.

Die in diesen Versuchen detektierte Interaktion der Region von Tyrosin 195 mit der Nuklease CAD
wurde durch die anschlieenden Versuche mit der ICAD SPOT-Membran bestatigt. Hier zeigte
sich ein sehr starkes Interaktionssignal fur das Peptid B10 (**'Q-R-E-E-A-R-Q-S-K-Q-L-L-E-L-Y-L-
Q-A-L-EZOO), das Tyrosin 195 beinhaltet. Zusammengefasst lassen diese Ergebnisse zum einen
darauf schlie3en, dass die Region um Peptid B10, samt Tyrosin 195, mit der Nuklease CAD
interagiert und zum anderen, dass diese Interaktion im Zusammenhang mit der Inhibition von CAD
durch ICAD steht. Die Ergebnisse beider Versuche (SPOT-Membran und Protein
Inhibitionsversuche) deuten dabei darauf hin, dass ein sehr kurzer Abschnitt dieser Region
(hauptsachlich Y195) fur den inhibitorischen Effekt verantwortlich ist (s. 4.1.1.2). Somit sind auch
die Kontakte, die zwischen Peptid B10 und CAD ausgebildet werden, auf eine Kkleinere
Interaktionsregion beschrankt. Man kann somit vermuten, dass die Affinitat des kompletten Peptids
B10 zu CAD vergleichbar schwach ist und es daher die Nuklease in den Peptid
Inhibitionsversuchen nicht isoliert in Losung hemmen konnte. Im Protein ICAD wird dieser Bereich
eventuell durch andere Strukturelemente in raumlicher Néahe zu CAD orientiert und ist auf keine
sehr starke eigene Affinitdt zu CAD angewiesen, um seine inhibitorische Wirkung zu entfalten.

Da die SPOT-Membran Versuche zeigen, dass eine weitere Region der inhibitorischen Doméane
sehr stark mit CAD interagiert (Peptide B1/B2), wurden auch in diesem Bereich von ICAD
verschiedene Positionen mutiert. Anschlieend wurde, wie fur die ICAD-Mutanten Y195, in so
genannten Inhibitionsversuchen uberprift, ob diese Mutanten noch in der Lage sind CAD zu
inhibieren. Hier zeigte sich, dass speziell die Mutation von Aminosaurerest E143 Auswirkungen auf
das Inhibitionsvermdégen von ICAD hat. Dabei ist der Effekt nicht mit einer verdnderten
Sekundarstruktur-Zusammensetzung zu erklaren, da die CD-Spektren wiederum Kkeine
Abweichungen zu Wildtyp ICAD zeigten und folglich eine &hnliche Gesamtstruktur vermuten
lassen. Wie bereits fur die Mutationen im Bereich von Y195 beobachtet, hatten auch die
Mutationen im Bereich von E143, wahrscheinlich aufgrund der bereits diskutierten Gegebenheiten,
eine starkere Auswirkung auf ICAD-S (E143R: 11,7% verbleibende inhibitorische Wirkung) als auf
die langere Isoform ICAD-L (E143R: 47% verbleibende inhibitorische Wirkung). Die Effekte, die die
Mutationen in diesem Bereich bewirkten, waren nicht so stark wie es fur die Mutationen im Bereich
von Y195 beobachtet werden konnte. Anscheinend ist in dieser Region kein einzelner Bereich fir
die Interaktion mit CAD von groRer Wichtigkeit, sonder vielmehr ein Kollektiv aus mehreren
Resten, die sich Uber einen Bereich erstrecken. Eine einzelne Mutation wird daher von
benachbarten Resten kompensiert, die dafir sorgen, dass ICAD weiterhin inhibitorisch aktiv sein
kann. Diese Annahme wird von den Ergebnissen der SPOT-Versuche unterstiitzt. Im Gegensatz
zur Region von Y195 (nur ein spot mit sehr starker Interaktion), zeigte die Region in der sich E143
befindet eine sehr starke Interaktion in einem Bereich, der sich Uber zwei spots (B1/B2) erstreckte.
AuBRerdem fiel in den Versuchen auf, dass das Einfligen eines Prolinrestes an Position E143,
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ungleich zur Y195, keine drastische Reduktion des Inhibitionsvermdgens bewirkte. Bezugnehmend
auf die Sekundarstrukturvorhersagen ist dieser Befund damit zu erklaren, dass sich der Bereich
von spot B1/B2 anscheinend aus zwei a-Helices zusammensetzt. Aufgrund dieser Abgrenzung in
zwei Sekundarstrukturmotive hat das Knicken bzw. Verbiegen einer a-Helix durch das Einfligen
des Prolinrestes keinen starkeren Einfluss auf andere Sekundarstruktur-Bereiche in dieser Region.
Somit deckt sich dieses Ergebnis mit der Hypothese, dass in dieser Region kein singularer,
raumlich direkt benachbarter Bereich, sondern eher eine Mehrzahl von auf unterschiedlichen
Sekundarstrukturabschnitten lokalisierten Resten mit CAD interagiert. Zusammenfassend konnte
fur diesen Bereich in drei verschiedenen experimentellen Ansatzen (SPOT-Membran, Peptid
Inhibitionsversuche, Protein Inhibitionsversuche) eine direkte bzw. indirekte Interaktion mit CAD
nachgewiesen werden. Die Ergebnisse der Peptid Inhibitionsversuche und die Inhibitionsversuche
mit ICAD Mutanten lassen zudem darauf schlieRen, dass diese ICAD-Region (ICAD
Aminosaurereste 127-152) eine inhibitorische Funktion innehat. Es ist somit sehr wahrscheinlich,
dass diese Region am Mechanismus der CAD Inhibition durch ICAD beteiligt ist.

Schaut man sich die Aminoséuresequenz der CAD Dimerisierungsdoméne (C2) genauer an und
vergleicht diese mit anderen Orthologen von CAD, so féllt auf, dass speziell drei Leucinreste
hochkonserviert sind*?°. Diese Reste sind dabei auf die drei a-Helices dieser Domane verteilt. Wie
die Kristallstruktur weiter zeigt, befinden sich speziell Leu92 und Leul2l in réaumlicher Nahe
(3.80 A) und formen dabei eine Art hydrophoben Core im Bereich der C2-Doméne (siehe.
Abbildung 50)*%°. Es ist daher gut vorstellbar, dass hydrophobe Wechselwirkungen Teil der
Wechselwirkungen der C2-Doméanen von CAD sind. Betrachtet man nun die ICAD Regionen B1/B2
und B10, so kann man erkennen, dass diese ebenfalls hydrophobe Aminosaurereste, wie zum
Beispiel Leucine, beinhalten. Dementsprechend kdnnte es sein, dass ICAD die C2-Domaéane von
CAD uUber hydrophobe Wechselwirkungen kontaktiert. Wie man anhand von Versuchen mit der
hydrophoben Interaktionschromatographie erkennen kann, bindet ICAD sehr gut an eine
hydrophobe Matrix. Da solche hydrophoben Bereiche meist im inneren von Proteinen zu finden
sind, muss es sich dabei entweder um kleinere, exponierte Abschnitte, oder aber um Bereiche, die
vom ICAD-ICAD Interface (im Falle eines ICAD-Dimers) abgeschirmt sind, handeln.

— C2

Abbildung 50: Darstellung der hydrophoben Reste Leu92 und Leul21 der C2-Doméane von CAD

Gezeigt ist die Kristallstruktur der C2-Doménen von aktivierter Nuklease CAD. Die hydrophoben
Reste Leu92 und Leul21 (orange) befinden sich im Interface der C2-Doménen (grau) in raumlicher
Nahe und bilden einen hydrophoben Core. Die a-Helices (a:.3) der beiden Untereinheiten sind
entweder in rot (Monomer 1) oder schwarz (Monomer 2) beschriftet. Abbildung nach*?®
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4.4 Untersuchungen zur Chaperon-ahnlichen Aktivitat von
ICAD

Bisher ging man von der Annahme aus, dass der C-Terminus von ICAD, im Besonderen der von
ICAD-L, alleinig fur die Chaperon-ahnliche Funktion von ICAD verantwortlich ist. In neueren
Studien gab es jedoch Erkenntnisse, die vermuten lassen, dass gerade auch die Regionen der
beiden Caspase Spaltstellen von ICAD mit CAD interagieren und dabei fur die korrekte Faltung von
CAD wichtige Kontakte etablieren'**. Interessanterweise bestétigten die SPOT Experimente, die im
Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefihrt wurden, eine Interaktion der Caspase Spaltstellen
Region mit der Nuklease CAD. Basierend auf diesen Beobachtungen wurde im Folgenden eine
etwaige Teilaktivitdt der Caspase-Spaltstellen bei der Faltungshelfer Eigenschaft von ICAD naher
untersucht. Die Problematik war hierbei, dass Mutationen in den hochspezifischen Caspase
Erkennungssequenzen dazu fiihren, dass die Caspase diese nicht mehr als Substrat erkennen
kann. Folglich waren keine Untersuchungen méglich, da ICAD nicht mehr gespalten wirde und die
Nuklease inaktiv bliebe. Dieses Problem wurde umgangen, indem zusatzliche Protease
Spaltstellen (TEV-Protease Spaltstellen; ICADTEV), direkt C-terminal der jeweiligen Sequenz der
Caspase Spaltstellen (**DEPD™’ und %*'DAVD?*), eingefugt wurden'. Wie erste
Untersuchungen zeigten, waren die eingefiigten Spaltstellen sehr gut zuganglich. ICAD™®" konnte
durch eine kurze Inkubation mit katalytischen Mengen an TEV-Protease in drei Fragmente
gespalten werden. Dies konnte ebenso fur mit CAD komplexiertem ICAD™®" beobachtet werden.
Allerdings zeigten diese Untersuchungen auch, dass die Ko-Expression von CAD mit ICAD'®" eine
katalytisch weniger aktive Nuklease Praparation hervorbringt (um ca. eine GroRenordnung
schwacher aktiv als der Wildtyp). Die Insertion der TEV-Protease Spaltstellen im Bereich der
Caspase Spaltstellen wirkte sich also negativ auf die Faltungshelfer Aktivitat von ICAD aus.
Wabhrscheinlich fuihrte die zusétzliche Aminosauresequenz der beiden insertierten TEV-Protease
Spaltstellen dazu, dass es in diesem Bereich von ICAD zu lokalen strukturellen Anderungen
kommt. Fur die Faltung von CAD wichtige ICAD-Bereiche werden dadurch verschoben und kénnen
fortan nur noch vermindert Interaktionen mit CAD ausbilden. Diese Beobachtung deckt sich auch
mit der Feststellung, dass Caspase-3 nur noch geringfligig in der Lage war ICAD'™ zu spalten,
auch wenn die Caspase-3 Erkennungssequenzen nicht mutiert waren. Anscheinend fihrt die
Insertion der TEV-Protease Spaltstellen dazu, dass die Positionen der Caspase Spaltstellen in dem
MaRe verandert werden, dass sie fortan nicht mehr gut zugénglich sind. In weiteren Versuchen
wurden nun die Caspase Spaltstellen in ICAD™® sukzessive mutiert und tberpriift, ob solche
Mutationen weitere Auswirkungen auf die Faltungshelfer Aktivitat von ICAD™Y
zeigte es sich, dass besonders die Substitution des Aspartatrestes 224 gegen einen Alaninrest
(D224A) einen starken Effekt auf das Zusammenspiel von ICAD™®" und CAD hat. Eine mit dieser
Variante ko-exprimierte Nuklease zeigte zusétzlich eine um ca. 60% reduzierte Spaltaktivitat.

Die Ergebnisse zeigen, dass die Caspase Spaltstellen von ICAD in der Tat fir eine korrekte
Faltung von CAD mitverantwortlich sind. Eine strukturelle Veranderung in diesen Bereichen von
ICAD fihrt zur Expression einer potentiell weniger aktiven Nuklease. Dies ist insofern interessant,
da man davon ausgehen kann, dass eine Veranderung in der Doméne der Caspase Spaltstellen
(mittlere Domane) keine Auswirkungen auf die Faltung der C-terminalen Doméane haben sollte. Die
C-terminale Doméane wurde bisher ausschlie3lich in Zusammenhang mit der Chaperon-ahnlichen
Funktion von ICAD gebracht. Im Bereich der Caspase Spaltstellen spielt anscheinend speziell der
ICAD Rest D224 eine entscheidende Rolle, wie die Untersuchungen zeigen. Wird dieser gegen

haben. In der Tat
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einen Alaninrest substituiert fuhrt dies zur Verringerung der Chaperon-&hnlichen Aktivitat von
ICAD™. Interessanterweise ist dieser Rest im Motiv der Caspase Erkennungssequenz
hochkonserviert. Jegliche Substitution dieser Position (P1) innerhalb der Caspase-3/7
Erkennungssequenz fihrt zudem zum sofortigen Verlust der Erkennung und Spaltung durch
Caspase-3/7*%. Eventuell handelt es sich hierbei um eine Art feedback-Mechanismus der
garantieren soll, dass ein mutierter Komplex, der im Zuge der Apoptose nicht durch Caspase-3/7
kontrolliert werden kann, keine potentiell aktive Nuklease hervorbringt. Bedenkt man, dass
Mutationen in den gut zugénglichen Caspase-3/7 Spaltstellen dazu fihren kdnnten, dass andere
Proteasen ICAD spalten und CAD auch in nicht apoptotischen Zellen aktivieren kénnten, so wére
diese weitere Absicherung durchaus sinnvoll. Da es sich bei der untersuchten Variante (ICAD'®Y)
jedoch nicht um Wildtyp ICAD handelt, sollte man bei der Interpretation der Daten Vorsicht walten
lassen. Dennoch zeigen die Ergebnisse, dass die Beschaffenheit der ICAD Caspase Spaltstellen
Region, unabhangig vom ICAD C-Terminus, starke Auswirkungen auf die Aktivitat von CAD hat.
Man kann daher davon ausgehen, dass die korrekte Faltung von CAD durch verschiedene, auf die
Domanen von ICAD verteilte, check-points kontrolliert und sichergestellt wird. Interessanterweise
lassen die Ergebnisse der CAD SPOT-Membran erkennen, dass die Zn**-Bindestelle von ICAD
kontaktiert wird. Dieses Zink-lon ist fur die Struktur von CAD von groRer Bedeutung™®. Im
Zusammenhang mit dem Ergebnis, dass die Caspase Spaltstellen an der Faltungshelfer Aktivitat
von ICAD beteiligt sind, kdnnte man spekulieren, ob diese Regionen nicht vielleicht die Zink
Bindung von CAD erleichtern und so gewahrleisten, dass CAD eine potentiell aktive Konformation
annehmen kann.

4.5 |CAD Kiristallisationsstudien

Fur die Kristallisationsstudien wurde, mit dem Vektor pETM-30-ICAD-S, ein neues System fir die
Uberexpression von ICAD-S erfolgreich erstellt. Mit Hilfe des in dieser Arbeit etablierten
Reinigungsprotokolls konnten so hoch konzentrierte und aufR3erst reine Proteinproben prapariert
werden (1.5 ml ICAD-S mit einer Konzentration von 8 mg/ml). Bisher konnten Kristalle im
Kristallisationsreagenz Nr. 78 der JCSG Suite (0.24 M Natrium Malonat pH 7.0, 20 % (w/v) PEG
3350) erfolgreich geziichtet werden. Diese Kristalle zeigten jedoch keine ausreichende Diffraktion,
wie die Untersuchungen im Teilchenbeschleuniger erkennen lieRen. Daher werden momentan,
basierend auf den bisherigen Ergebnissen, weitere Untersuchungen geplant. In diesen
Untersuchungen konnten einzelne Bestandteile des Kristallisationsreagenz Nr. 78, wie
beispielsweise der pH-Wert, leicht verdndert werden, um die Kristallisationsbedingungen zu
optimieren. AuRerdem kénnten die bisherigen Kristalle als so genannte ,Keime* fur die Zucht von
weiteren Kristallen verwendet werden.

4.6 Erstellen einer hochspezifischen CAD-Nuklease durch
Fusion mit I-Scel

Ein untergeordnetes Teilprojekt, das sich im Laufe der vorliegenden Arbeit ergab, war das Erstellen
einer hochspezifischen CAD-Nuklease durch eine Fusion von CAD an ein spezifisches
DNA-Bindemodul. Eine solche hochspezifische Nuklease CAD kénnte im Genom spezifische
Zielsequenzen erkennen und an diesen Stellen gezielt Doppelstrangbriiche einfligen. Solche
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Eigenschaften sind speziell im Zusammenhang mit der Gentherapie erwiinscht, in der eine
hochspezifische CAD-Nuklease als molekulares Werkzeug eingesetzt werden kdénnte. Der Vorteil
einer solchen, CAD basierten, hochspezifischen Nuklease ist, dass das natirliche Substrat von
CAD eukaryotische chromosomale DNA ist, und somit genau das Substrat widerspiegelt, das auch
bei der Gentherapie adressiert wird. Aulerdem kann die Aktivitdét von CAD durch ICAD streng
kontrolliert werden. Dies erlaubt eine gesteuerte Aktivierung der Nuklease erst nach Binden der
spezifischen Erkennungssequenz. Folglich wird das ,off site cleavage® und damit verbunden, die
Cytotoxizitat stark reduziert. Um zu vermeiden, dass fur die Aktivierung von CAD ein endogener
Faktor (Caspase-3/7) verwendet werden muss, konnte die bereits beschriebene ICAD™ Variante
verwendet werden. Ein solcher Komplex aus hochspezifischer Nuklease CAD und ICAD'=’ kann
durch die zellfremde TEV (tobacco etch virus)-Protease und somit durch einen exogenen Stimulus
aktiviert werden. Damit die unspezifische Nuklease CAD das DNA Substrat spezifisch erkennt,
wurde diese an die hochspezifische homing-Endonuklease I-Scel fusioniert. Hierbei wurde eine
katalytisch inaktive Variante von I-Scel (D44S) verwendet, da I-Scel in dem Fusionskonstrukt
lediglich als DNA-Bindemodul fungiert. Um zu vermeiden, dass CAD im Fusionsprotein die DNA
weiterhin unspezifisch bindet, wurde aul3erdem eine CAD Variante gewahlt (CAD R250A), die eine
stark verringerte Affinitat zur DNA aufweist'®’. In Verbindung mit einem DNA-Substrat, dass zwei
I-Scel Erkennungssequenzen in ,tail to tail* Orientierung aufweist, sollten somit zwei
CAD-Monomere, vermittelt durch die hochspezifische DNA Erkennung der I-Scel Bindemodule, auf
der spezifischen DNA in raumliche Nahe gelangen. Nach der Aktivierung durch die Abspaltung von
ICAD konnten die beiden CAD-Monomere dann dimerisieren und ihre katalytische Aktivitat
entfalten. Die DNA wirde somit spezifisch im Bereich der beiden I-Scel Erkennungssequenz
gespalten werden (siehe Abbildung 12). Die Spezifitat eines solchen Fusionsproteins ware somit
noch hother, als die von I[-Scel alleine, da fiur eine Spaltung der DNA zwei I-Scel
Erkennungssequenzen gebunden werden muissen.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte das Fusionsprotein, als C-terminale Fusion von I-Scel
an CAD, erfolgreich auf molekularer Ebene erstellt und anschlieBend stabil exprimiert werden.
Gerade bei der Expression zeigte sich, dass verschiedene Konstruktionsansatze (z.B. die Fusion
von |-Scel an das N-terminale Ende von CAD) oder aber das Verwenden mancher tags (z.B. GST)
einen erheblichen Einfluss auf die Stabilitdt des Fusionsproteins hatten. Weiter wurden
verschiedene proteinogene linker-Sequenzen ausprobiert, die die Verbindung zwischen CAD und
I-Scel sicherstellten. Auch hier zeigte sich, dass manche linker-Sequenzen ungeeignet waren und
keine stabile Expression zuliel3en. Diese Ansatze mussten jeweils verworfen werden, da gerade im
Hinblick auf den Einsatz in der Gentherapie die Stabilitdt der hochspezifischen Nuklease
unabdingbar ist. Zwecks Expression einer potentiell aktiven Nuklease CAD wurde das
Fusionsprotein, wie fir CAD Ublich, mit ICAD ko-exprimiert. Nachdem die stabile Expression des
Fusionsproteins gewahrleistet war, wurde ein geeignetes Reinigungsprotokoll etabliert. Hierbei
wurden die besten Erfolge mit einem strep-tag am C-terminalen Ende des Fusionsproteins erzielt.
Fur das etablierte Reinigungsprotokoll wurde dieser strep-tag in Kombination mit dem His-tag von
DFF45 verwendet.

Wie die EMSA Versuche zeigen, bindet das Fusionsprotein die DNA nur, wenn sich auf dieser, die
fur I-Scel typische, Erkennungssequenz befinden. Das DNA-Substrat ohne [-Scel
Erkennungssequenzen wird hingegen nicht gebunden. Dies kann damit erklart werden, dass die
verwendete CAD Variante R250A ein DNA-Substrat nur noch mit einer sehr schwachen Affinitat
bindet und die DNA-Bindung des Fusionsproteins daher Gber die I-Scel Untereinheit vermittelt wird.
Es gelang folglich erstmals der Beweis, dass die Nuklease CAD, in Fusion mit I-Scel, spezifische
DNA-Sequenzen adressiert. Die EMSA Versuche zeigten jedoch auch, dass das Fusionsprotein

115



Diskussion

die spezifische DNA erst in relativ hohen Konzentrationen komplexiert, obwohl bekannt ist, dass
I-Scel DNA mit einer sehr hohen Affinitat (K4= 9 nM) bindet*®®. Anscheinend fiihrt die Fusion der
beiden Proteine dazu, dass die DNA Bindung von I-Scel, eventuell aufgrund einer sterischen
Kollision mit CAD, behindert wird. Ein Losungsansatz kdnnte sein, dass der proteinogene linker
(GGGGS), der die beiden Proteine verbindet, verlangert wird, um so die Wahrscheinlichkeit einer
etwaigen Kollision zu reduzieren. In den Spaltversuchen konnte bisher noch keine spezifische
Spaltung der Substrat DNA festgestellt werden. Dies kénnte in Zusammenhang mit der relativ
schwachen Affinitat des Fusionsproteins zur DNA gebracht werden. Eventuell ist jedoch auch die
CAD-Untereinheit des Fusionsproteins, aufgrund sterischer Hindernisse, noch nicht in der Lage
sich nach der I-Scel vermittelten DNA Bindung so auszurichten, dass sie mit einer weiteren
CAD-Untereinheit dimerisieren kann. Zur Optimierung kdnnte auf Ebene des Proteins ein langerer
proteinogener linker zwischen den beiden Fusionspartnern verwendet werden. Ein weiteres
Problem kénnte der Abstand der beiden I-Scel Erkennungssequenzen auf der DNA sein. Ist dieser
zu lang, befinden sich die beiden CAD-Monomere in zu groRer rAumlicher Entfernung. Ist dieser zu
kurz, kommt es zu sterischen Behinderungen. In beiden Fallen konnte CAD seine aktive,
homodimere Struktur nicht ausbilden. Folglich wéare ein zweiter Losungsansatz den Abstand der
beiden I-Scel Erkennungssequenzen zueinander zu verandern, in dem man z.B. andere
DNA-linker Sequenzen verwendet. Das CAD auch im Fusionsprotein weiterhin aktiv ist zeigen
Versuche mit einer Fusion aus CAD WT und I-Scel (D44S). In diesen Versuchen war weiterhin
eine starke, jedoch hauptséachlich unspezifische nukleolytische Aktivitat zu erkennen. Hierfar
sprechen auch die pull-down Versuche im Rahmen der Reinigung des Komplexes aus
Fusionsprotein und Inhibitor von CAD, in denen gezeigt werden konnte, dass CAD trotz Fusion an
I-Scel weiterhin an DFF45 bindet. Dies spricht ebenso dafirr, dass nicht die Faltung bzw. die
potentielle Aktivitat von CAD das Problem zu sein scheint, sondern vielmehr das Koordinieren des
Dimerisierens der beiden CAD-Untereinheiten des Fusionsproteins. Bezugnehmend auf die
angestrebte Strategie des Dimerisierens zweier CAD-Untereinheiten, kénnte ein generelles
Problem des CAD Fusionsproteins sein, dass die Frage nach der Stochiometrie der aktivierten
Nuklease noch nicht geklart ist. Die Kristallstruktur aktivierter Nuklease CAD zeigt jedoch deutlich,
dass die minimale Einheit einer solchen Struktur der enzymatisch aktiven Nuklease von einem
Dimer geformt wird. Dieses Ergebnis unterstiitzt somit die angestrebte Strategie der Ausbildung
einer aktiven Homodimer Struktur, sobald zwei CAD Monomere, bedingt durch die spezifische
DNA Bindung der I-Scel Untereinheiten, in raumliche Nahe kommen.

Zusammenfassend konnte erstmals gezeigt werden, dass es mdoglich ist CAD an eine
hochspezifische DNA Bindedoméane zu fusionieren. Weiter wurde als so genannter ,proof of
principle” bewiesen, dass ein solches, CAD-basiertes Fusionsprotein DNA hochspezifisch
erkennen kann. In Verbindung mit der Gentherapie musste die DNA-Bindedomé&ne natirlich so
modifiziert werden, dass sie in der Region des adressierten Gens bindet. Hier wéare es denkbar so
genannte TALEs (Transcription activator-like effectors) Proteine als DNA-Bindedomé&ne zu
verwenden'®’. Diese Proteine binden DNA hochspezifisch mit Hilfe mehrerer tandem repeats. Wie
Studien kdirzlich zeigten, kénnen diese Proteine dabei so veradndert werden, dass sie
prognostizierte DNA-Sequenzen erkennen™®.
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5. Zusammenfassung

Der DNA Fragmentierungfaktor DFF ist ein apoptotischer Protein-Komplex, der aus den
Untereinheiten CAD (Caspase-aktivierte DNase) und ICAD (Inhibitor der Caspase-aktivierten
DNase) besteht. In apoptotischen Zellen wird der Inhibitor ICAD durch Effektorcaspasen gespalten
und dissoziiert von CAD ab. Darauf folgend oligomerisieren die Nuklease Untereinheiten und
bilden ihre aktive Struktur aus. Dies fuhrt zur Spaltung der chromosomalen DNA. In
nicht-apoptotischen Zellen unterdriickt der Inhibitor ICAD die Aktivitat der Nuklease. Da bis dato
noch keine komplette Kristallstruktur des DFF-Komplex zur Verfiigung steht, ist grétenteils immer
noch unklar wie die beiden Untereinheiten, CAD und ICAD, auf molekularer Ebene miteinander
interagieren. Der genaue Mechanismus der CAD Inhibition durch ICAD ist daher ebenso ungeklart.
In der vorliegenden Arbeit wurde die SPOT (peptid array) Methode verwendet, um Protein-Protein
Wechselwirkungen von CAD und ICAD zu identifizieren. Seitens CAD wurde eine besonders starke
Interaktion der C2-Doméane mit ICAD detektiert. Diese Doméane vermittelt die Dimerisierung zweier
CAD Monomere und ist essentiell fir die Aktivierung von CAD. Dieses Ergebnis ist der erste
experimentelle Nachweis fur eine direkte Interaktion von ICAD mit der Dimerisierung- (D2) Doméne
von CAD. Es lasst sich mit hoher Wahrscheinlichkeit vermuten, dass ICAD die Aktivitat von CAD
reguliert, indem es durch Binden dieser Domane die Ausbildung der aktiven, homodimeren
Scherenstruktur von CAD unterdriickt. Dennoch kann dieser Mechanismus alleine nicht erklaren
warum CAD auch im Komplex mit ICAD inaktiv ist, da gezeigt werden konnte, dass CAD sowohl in
Abwesenheit und Anwesenheit von ICAD DNA binden kann''®. Weitere Ergebnisse dieser Arbeit
zeigen daher wichtige Kontakte zwischen ICAD und der Zn**-Bindestelle sowie dem aktiven
Zentrum von CAD. Diese legen einen zweistufigen Mechanismus der CAD Inhibition durch ICAD
nahe, in dem die apoptotische Nuklease CAD zum einen durch das Unterdriicken der
Homodimerisierung und zum anderen, auf Ebene des CAD-Monomers, durch eine strukturelle
Veranderungen oder das direkte Blockieren des aktiven Zentrums inhibiert wird. Das Prinzip des
dualen Mechanismus der CAD Inhibition wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit ebenso seitens
ICAD bestatigt. Hier konnten, durch biochemische Untersuchungen und Mutationsstudien, zwei
ICAD Bereiche identifiziert werden, die sehr wahrscheinlich am Mechanismus der Inhibition von
CAD durch ICAD beteiligt sind. Die Bereiche umfassen dabei die AS-Sequenz 127-152 (Peptide
B1/B2) und 181-200 (Peptid B10 inklusive Tyr195) der mittleren Domé&ne von ICAD. Diese Doméane
wurde bereits in vorherigen Studien mit der CAD Inhibition in Verbindung gebrachtm. Zusatzlich
konnte gezeigt werden, dass dieser Bereich keine Rolle bei der Interaktion zweier ICAD-Molekule
spielt, sondern vielmehr exklusiv an der Wechselwirkung mit CAD beteiligt ist. Der Mechanismus
der CAD Inhibition durch ICAD ist also komplexer, als zum Beispiel der Inhibitionsmechanismus
der Nuklease A oder der des ColE7. Zwar befirworten die Ergebnisse einen dualen Mechanismus
ahnlich wie im Falle von EndoGIl und EndoG, aber zeigen jedoch auch zugleich, dass sich die
inhibitorische Wirkweise von ICAD nicht mit der von EndoGl vergleichen lasst.

Ebenso zeigten die Untersuchungen, dass die Regionen der Caspase Spaltstellen von ICAD
(mDEPDll7 und 221DAVD224) wichtige Kontakte zur Nuklease eingehen. Verdnderungen in diesen
Regionen vermindern die Faltungshelfer Aktivitdt von ICAD und fihren zu einer weniger aktiven
Nuklease Praparation. Damit deuten die Ergebnisse darauf hin, dass nicht nur der C-Terminus von
ICAD fur die korrekte Faltung von CAD verantwortlich ist, sondern dass andere ICAD Bereiche
auch fur CAD strukturell wichtige Interaktionen vermitteln. Diese Entdeckung erklart auch, warum
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ICAD-S, trotz eines verkirzten C-Terminus, uber eine residuelle Chaperon-ahnliche Aktivitat
verflgt.

Neben dem detailierten Einblick in den Mechanismus der Inhibition von ICAD, den die Ergebnisse
der vorliegenden Arbeit ermdglichen, geben diese auch Aufschluss Uber die Gesamtheit der
Wechselwirkungen der beiden DFF-Untereinheiten. Diese kdnnen in einem stark schematischen
Modell zusammengefasst werden (s. Abbildung 51).

Aktives Zentrum

— C3

C2

D1
Doméne

Abbildung 51: Modell des DFF-Komplexes

Gezeigt ist ein Modell des heterodimeren DFF-Komplexes. Dieses basiert auf bereits bekannten
strukturellen Informationen in Verbindung mit Ergebnissen der vorliegenden Arbeit. Die
ICAD-Doménen sind rot, CAD-Doménen blau hervorgehoben. Neben den bereits beschriebenen
N-terminalen Interaktionen zwischen der D1-Doméane von ICAD und der Cl1l-Doméne von CAD,
interagiert wahrscheinlich auch die D2-Domé&ne von ICAD mit CAD. Wie die Ergebnisse vermuten
lassen, kontaktiert die D2-Doméne des Inhibitors die C2-Doméane sowie Teile der C3-Doméane von
CAD und inhibiert CAD dabei zum einen durch das Unterdriicken der Homodimerisierung (roter Pfeil)
und zum anderen durch eine strukturelle Verdnderungen oder das direkte Blockieren des aktiven
Zentrums (rote gestrichelte Linie). AuRerdem treten die beiden C-terminalen Doméanen (C3 und D3)
der beiden Proteine in Kontakt. In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen dieser Arbeit wird vermutet,
dass die NLS-Sequenzen von CAD und ICAD bereits vor dem Binden an Importin-a (griin)
miteinander interagieren und eine zweiteilige NLS-Sequenz nachahmen™. Die gestrichelten Linien
am C-Terminus von CAD und ICAD sollen diese Interaktion illustrieren. Abbildungen nach 122,126

In weiteren Versuchen konnte zudem gezeigt werden, dass Topoisomerase Il a-abgeleitete
Peptide mit CAD interagieren. Topoisomerase Il a ist ein Enzym, das fur die Superspiralisierung
von DNA verantwortlich ist. Diese Untersuchungen bestétigen vorherigen Studien, die beschreiben,
dass die Interaktion mit Topoisomerase Il a die Aktivitat von CAD steigert'®*. AuBerdem liefern sie
einen ersten experimentellen Beweis daftr, dass CAD primar den C-Terminus der
Topoisomerase Il a kontaktiert. Die fir die Aktivitdt der Topoisomerase Il a wichtige N-terminale
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(ATPase) und mittlere Doméane (DNA Bindung und Prozessierung) werden daher vermutlich nicht
durch CAD beeinflusst. Wahrscheinlich entspannt Topoisomerase Il a die DNA in der Umgebung
von CAD und erleichtert der DNase so die Spaltung'®’. In einem untergeordneten Teilprojekt
konnte zudem bisher gezeigt werden, dass die Nuklease CAD in Fusion mit einer hochspezifischen
DNA-Bindedoméane (eine katalytisch inaktive [-Scel Variante) spezifische DNA-Sequenzen
adressiert. Hochspezifische Nukleasen werden in der Gentherapie als molekulares Werkzeug
eingesetzt, um gezielt Doppelstrangbriiche in die chromosomale DNA einzufiigen. Diese

stimulieren die homologe Rekombination um mehrere GréZenordnungen.
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6.Anhang

6.1.1.1

Tabellarische Zusammenfassung der gewonnenen CAD SPOT-

Membran Daten

Tabelle 5: Ubersicht der ICAD SPOT-Membran Daten

Die Tabelle zeigt eine Zusammenfassung der spots der CAD SPOT-Membran mit positivem Signal.
Die AS-Sequenz ist in Verbindung mit der Signalstarke der spots (niedrig: +, mittel ++, stark +++) und
der mutmaRlichen Funktion dargestellt.

spot Nr. Sequenz Signalstarke Mutmalfliche Funktion
01 20
E1l M-C-A-V-L-R-Q-P-K-C-V-K-L-R-A-L-H-S-A-C +
E2 7Q-P-K-C-V-K-L-R-A-L-H-S-A-C-K-F-G-V-A-A™ +
E3 BL-R-A-L-H-S-A-C-K-F-G-V-A-A-R-S-C-Q-E-L* ++ Wichtig fiir die Ausbildung des
E 4 O A-CKF-G-V-AARSCQELLRKGCV® + N-terminalen Interface™>2
E5 A-A-R-S-C-Q-E-L-L-R-K-G-C-V-R-F-Q-L-P-M™* +
E6 ¥E-L-L-R-K-G-C-V-R-F-Q-L-P-M-P-G-S-R-L-C”° ++
91 110
E16 F-L-S-V-F-N-E-P-H-A-G-V-I-Q-A-A-R-Q-L-L ++
E18 T%3).Q-A-A-R-Q-L-L-S-D-E-Q-A-P-L-R-Q-K-L-L"? 4+ Wiehtg  fir - die | Homo-
E19 0% | -S-D-E-Q-A-P-L-R-Q-K-L-L-A-D-L-L-H-HZ + dimerisierung von CAD
E20 MOA-P-L-R-Q-K-L-L-A-D-L-L-H-H-V-S-Q-N-I-T>* ++
F3 19E-Q-D-P-S-W-F-E-G-L-E-S-R-F-R-N-K-S-G-Y™®  +
Fa F_E-G-L-E-S-R-F-R-N-K-S-G-Y-L-R-Y-S-C-E*  + Der N-terminale Bereich der
F5 BIRF-R-N-K-S-G-Y-L-R-Y-S-C-E-SRIRG-Y®  ++ Qs Helix; die deHelix ist an der
F6 B'GY-L-R-Y-S-C-E-S-R-IR-G-Y-L-REV-S-AT®  + DNA Bindung beteiligt
F11 B7E EY-L-R-V-L-G-5-M-C-Q-K-L-K-S-V-Q-Y-N**® + C-terminaler Bereich der
F12 T .G-S-M-C-Q-K-L-K-SV-Q-Y-N-G-S-Y-F-DR™Z  + + osHeli,  bisher  keine
F13 lggK—L—K—S—V—Q—Y—N—G—S—Y—F—D—R—G—A—E—A—S—Szw + spezifische Funktion bekannt
F17 223P-E-G-W-F-S-C-Q-G-P-F-D-L-E-S-C-L-S-K-H242 + An der Zinkbindung Dbeteiligt;
F18 29C-Q-G-P-F-D-L-E-S-CL-SKH-SI-NP-Y-G®  + Cys229, Cys238 und His242
F19 25 E.S-C-L-S-K-H-S--N-P-Y-G-N-R-E-S-R-I>>* T kt.norc?mlererzucigg fur die Struktur
F20 2 H-S-1-N-P-Y-G-N-R-E-S-R-I-L-F-S-T-W-N? + wichtige Zn
G1 B3R |-L-F-S-T-W-N-L-D-H-I-I-E-K-K-R-T-V-V*"? + Teil des katalytischen Zentrums;
. " 97
G3 Z5|_E-K-K-R-T-V-V-P-T-L-A-E-A-I-Q-D-G-R-E™* + G1 mit His263
G7 Y F-Y-S-L-L-F-T-A-E-N-L-K-L-V-H-I-A-C-H>® +
GS8 295F-T-A-E-N-L-K-L-V-H-|-A-C-H-K—K—T—T—H—K314 + Dieser Bereich beinhaltet die
G9 K L-V-H-I-A-C-H-K-K-T-T-H-K-L-E-C-D-R-ST  + NLS-Sequenz — von — CAD.
07 5 Wahrscheinlich wird ein
G10 SHC—H—K—K—T—T—H—K—L—E—C—D—R—S—R—I—Y—R—P—Q - ++ sweiteiiges  NLS  mittels
G11 H-K-L-E-C-D-R-S-R-|-Y-R-P-Q-T-G-S-R-R-K + + Interaktion mit der NLS-
G12 ¥9R-S-R-I-Y-R-P-Q-T-G-S-R-R-K-Q-P-A-R-K-K®  + Sequenz von ICAD-L
G13 b O-T-G-S-R-R-K-Q-P-A-R-KK-RP-ARKR  + nachgeahmt™*®
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Anhang

6.1.1.2

Tabellarische Zusammenfassung der gewonnenen ICAD SPOT-

Membran Daten

Tabelle 6: Ubersicht der CAD SPOT-Membran Daten

Die Tabelle zeigt eine Zusammenfassung der spots der ICAD SPOT-Membran mit positivem Signal.
Die AS-Sequenz ist in Verbindung mit der Signalstarke der spots (niedrig: +, mittel ++, stark +++) und
der mutmaRlichen Funktion dargestellt.

spot Nr. Sequenz Signalstarke Mutmalfiliche Funktion
B3 62
A8 R-S-K-A-C-E-L-L-A-1-D-K-S-L-T-P-I-T-L-V +
Wichtig fur die Ausbildung des
A9 “9L-L-A-1-D-K-S-L-T-P-I-T-L-V-L-A-E-D-G-T® ++ g 122 g
3 =7 N-terminalen Interface
A10 S-L-T-P-I-T-L-V-L-A-E-D-G-T-I-V-D-D-D-D +++
Al7 97N-D-S-D-G-G-T-A-W-V-S-Q-E-S-F-E-A-D-E-Plle + + Beinhaltet die N-terminale
114
AlS 103T-A-W-V-S-Q-E-S-F-E-A-D-E-P-D-S-R-A-G-Vlzz F o+ + Caspase Spaltstelle (DEPD)
B1 127\ A-R-Q-L-K-E-D-L-S-S-I-I-L-L-S-E-E-D-L**° ++ 4+ CAD Inhibition
B2 1383E.D-L-S-S-I-I-L-L-S-E-E-D-L-Q-A-L-I-D-I**2 +++
BS 1%90.G-L-Q-S-T-L-Q-Q-V-L-D-Q-R-E-E-A-R-Q-S'®  +
B9 5L-Q-Q-V-L-D-Q-R-E-E-A-R-Q-S-K-Q-L-L-E-L™  ++
B10 1815 R-E-E-A-R-Q-S-K-Q-L-L-E-L-Y-L-Q-A-L-E™ + 4+ CAD Inhibition
B11 187Q-S-K-Q-L-L-E-L-Y-L-Q-A-L-E-K-E-G-N-I-L?% ++
B14 05| -S-N-Q-K-E-S-K-A-A-L-S-E-E-L-D-A-V-D?** ++
B15 2UE S K-A-AL-S-EE-LDAV-DT-GV-GRED  ++ Beinhaltet  die  C-terminale
Caspase Spaltstelle
B16 23 E-E-L-D-A-V-D-T-G-V-G-R-E-M-A-S-E-v-L ¢ + P P
c7 289C-T-T-E-L-A-L—R—L—Q—Q—V—Q—S—L—H—S—L—R—N308 + In diesem Bereich befindet sich
cs 295 ol 0-0-V-O-S-L-H-S-L-R-N-L-S-A-RR 312 " die NLS-Sequenz von ICAD-L;
o =5 Wabhrscheinlich wird ein
co Q-S-L-H-S-L-R-N-L-S-A-R-R-S-P-L-P-G-E-P ++ sweiteiliges  NLS  mittels
c10 37R_N-L-S-A-R-R-S-P-L-P-G-E-P-Q-R-P-K-R-A%* + + Interaktion mit der  NLS-
Sequenz von ICAD-L
nach eahmt119
ci1i $3R R-S-P-L-P-G-E-P-Q-R-P-K-R-A-K-R-D-8-%°  + g
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Abkirzungsverzeichnis

7.Abklrzungsverzeichnis

% (v/V)
% (W/v)
U

o > Db ™ >

AAP
Abb.
abs.
Ac
ad
AIDS
AIF
Amp
APAF-1
APS
AS
Asp

Bax
Bcl-2
bp
BSA
Bsp.
bzw.

C
C.elegans
ca.

CAD
cDNA
CIDE

cm

D
D
d

Volumenprozent pro Volumen
Gewichtsprozent pro Volumen
Mikro- (10°®)

Angstrom

Beta

Delta

lambda

Ohm

Alanin
Agaroseauftragspuffer
Abbildung

absolut

Acetat

auffullen auf

Acquired Immune Deficiency Syndrome
Apoptosis inducing factor
Ampicillin
Apoptosis-activating factor-1
Ammoniumperoxosulfat
Aminoséaure
Asparaginsaure

Bcl2-associated protein X
B-cell lymphoma-2
Basenpaare

Bovine serum albumin
Beispiel
beziehungsweise

Caenorhabditis elegans

circa

Caspase-activated DNase

copy DNA

Cell death-inducing DFF45-like effector
Zentimeter

Aspartat
desoxy-
das heil3t
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Abkirzungsverzeichnis

Da
DFF
DFF40
DFF45
DISC
DMSO
DNA
DNase
dNTP
ds
DTT

E

E

E. coli
ECL
EDTA
EMSA
EndoG
EndoGl
et al.
etc.

FasL
FasR

«Q

GSH
GST

H/His
HEPES
HPLC
HRP
Hsp

ICAD
IMAC
IPTG

Dalton

DNA-Fragmentierungs-Faktor

40 kDa Untereinheit von DFF (Nuklease)
45 kDa Untereinheit von DFF (Inhibitor)
Death-inducing signalling complex
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinséure
Desoxyribonuklease
Desoxyribonukleotidtriphosphat
Doppelstrangig

1, 4-Dithiothreitol

Glutamat

Escherichia coli

Enhanced chemiluminecence
Ethylendiamintetraacetat
Electrophoretic Mobility Shift Assay
Endonuklease G

Inhibitor der Endonuklease G

und andere

et cetera

Farad
Fas Ligand
Fas Rezeptor

Gramm

Glycin

reduziertes Glutathion
Glutathion-S-Transferase

Stunde

Histidin
Hydroxyethylpiperazin-N"-2-ethansulfonsaure
High performance liquid chromatography
Horse raddish peroxidase

Heat shock protein

Isoleucin

Inhibitor von CAD

Immobilized metal ion affinity chromatography
Isopropyl-B-D-1-thiogalaktopyranosid
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Abkirzungsverzeichnis

A X X

KAc
kb

LAP
LB
Lys

Me2+
hﬂgz+
MgAc
min
Mn2+

Z S5

NaAC
Ni-NTA
NLS

ocC
opxm

P

PAGE
PCR

PEG

Pfu

PI3P
Poly[d(I-C)]
PUMA

Q
Q

R

R
RNAI
rpm

Kilo- (10
Lysin
Kaliumacetat
Kilobasenpaare

Leucin

Liter oder linear
Laemmli-Auftragspuffer
Lysogeny broth

Lysin

milli- (10°%)

Molar

zweiwertiges Metallion
Magnesium
Magnesiumacetat
Minuten

Mangan

nano- (10

Asparagin

Natriumacetat
Nickel-nitrilo-triaceticacid
Nuclear localisation signal

open circle
optische Dichte bei x nm Lichtwellenlange

Polyacrylamidgelelektrophorese
polymerase chain reaction
Polyethylenglycol

Pyrococcus furiosus
Phosphatidyl-Inositol-3 Phosphat
Poly-deoxy-inosinic-deoxy-cytidylic acid
p53 up-regulated modulator of apoptosis

Glutamin

Arginin
RNA interference
Revolutions per minute
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Abkirzungsverzeichnis

RT

sc
SDS
sec
ss
STE

Tab.
Taq
TBE
TEMED
Tet
TNF
Tris
TSS
TTBS

u.a.
G.N.
uv

Vol.

z =

<

Raumtemperatur

supercoiled

Sodium dodecylsulfate
Sekunde
einzelstréngig
Salz-Tris-EDTA

Zeit

Temperatur

Tabelle

Thermus aquaticus
Tris-Borat-EDTA

N, N, N°, N'-Tetramethylethylendiamin
Tetracyclin

Tumor necrosis factor
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
Transformation-storage-solution
Tween-Tris-buffered saline

units

unter anderem
Uber Nacht
Ultaviolett

Volt oder Valin
Volumen

Watt
Wildtyp

Tyrosin

zum Beispiel
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