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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Apoptose

Apoptose, auch als programmierter Zelltod bezeichnet, ist ein fundamentaler Mechanismus
in lebenden Organismen, der erstmals von John Foxton Ross Kerr im Jahre 1965
beschrieben wurde. Aufgrund seiner Ergebnisse aus Gewebestudien war es ihm maglich,
Apoptose von der Nekrose unterscheiden zu kénnen®. Im Jahre 1972 folgte eine Publikation
im British Journal of Cancer, in der auch zum ersten Mal der Begriff Apoptose verwendet
wurde?. Diese Bezeichnung stammt aus dem Griechischen (amémTwoig) und leitet sich ab
von apo ,weg" und ptosis ,Fall* und beschreibt das Fallen der Blatter im Herbst.

Apoptose ist ein Prozess, der fur die Entwicklung und Aufrechterhaltung der
Gewebshomdostase essentiell ist*>*. Dieser Reaktionsweg steht unter der Kontrolle eines
evolutiondr konservierten, genetisch veranderten Programms, das in sterbenden Zellen
aktiviert wird*>®. Apoptose findet nur statt, wenn durch bestimmte Signale vermittelt wird,
dass eine Zelle beschédigt ist oder nicht langer gebraucht wird. Somit wird eine Ansammlung
von beschadigten und ungewollten Zellen in einem Organismus verhindert’. Beispielsweise
wird schon wéhrend der Embryonalentwicklung die Apoptose bendtigt, um fir eine
erfolgreiche Organogenese und die Entstehung der verschiedenen Gewebe zu sorgen®.

Das Sterben der Zelle durch Apoptose ist gepragt durch morphologische Charakteristika. Zu
Beginn schrumpft die Zelle, da die Aktinfilamente des Cytoskeletts von Cysteinproteasen,
sog. Caspasen gespalten werden. Es folgen die Chromatinkondensation (pyknosis) und die
endonukleolytische Spaltung der DNA, worauf sich der Zellkern auflost, was auch als
karyorrhexis bezeichnet wird*®*?. Es kommt zu membrane blebbing und letztendlich zur
Abschniirung sog. apoptotic bodies (s. Abb. 1.1). Apoptotische Zellen oder deren Fragmente
werden schnell durch Phagocytose von benachbarten Zellen oder Makrophagen
aufgenommen, um so im umgebenden Gewebe Entziindungsprozesse zu verhindern.
Apoptose kann sowohl in Gegenwart von Inhibitoren der RNA- oder Proteinsynthese™ als
auch in Zellen, deren Nukleus entfernt wurde, ausgelést werden®. Demzufolge sind alle
apoptotischen Komponenten in lebenden Zellen vorhanden und muissen nur durch Stimuli
aktiviert werden.

Es konnen Stoérungen in der Regulation der Apoptose vorliegen und dadurch Zellen, die
sterben sollen, Uberleben und solche, die Uberleben sollen, sterben. Diese Stdérungen
werden mit einer Reihe von Krankheitsbhildern beim Menschen in Verbindung gebracht. Eine
zu niedrige Apoptoserate kann z.B. zu Krebs fuhren. Diese Zellen sind dann nicht mehr in
der Lage, apoptoseauslosende Signale zu empfangen oder zu verarbeiten und sich somit

selbst zu zerstéren. Dies fuhrt zur Proliferation entarteter Zellen. UberméaRige Apoptose
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Einleitung

charakterisiert die Krankheitsbilder von AIDS und neurodegenerativen Erkrankungen wie

Alzheimer und Parkinson.

Abb. 1.1: Spétes apoptotisches Stadium einer Zelle. Von der apoptotischen Zelle (magenta)
schniren sich kleine apoptotic bodies ab, die von wei3en Blutzellen (orange) entsorgt werden, um im

umgebenden Gewebe Entziindungsprozesse zu verhindern (aus: www.sciencemuseum.org.uk).

Neben der Apoptose gibt es noch weitere Formen des Zelltodes, z.B. die Nekrose. Bei der
Nekrose gehen Zellen durch &ufRere Einflisse, z.B. durch Verbrennungen, Vergiftungen,
Strahlung oder mechanische Verletzungen, zugrunde. Diese fuhren in gréReren Bereichen
des Gewebes zur Kondensation der Kernsubstanz und zum Anschwellen der Zellorganellen.
Durch Schadigung der Plasmamembran kommt es zum Platzen der Zelle, wodurch Stoffe
aus dem Cytoplasma freigesetzt werden, die letztlich eine Entziindungsreaktion hervorrufen.

Ein Beispiel fur die Nekrose ist der Sonnenbrand.

1.1.1 Der rezeptorvermittelte Signalweg der Apoptose

Die beiden wichtigsten apoptotischen Signalwege sind der Todesrezeptor-Signalweg
(extrinsisch)  (s. Abb.1.2A) und der mitochondriale  Signalweg  (intrinsisch)
(s. Abb. 1.2 B)"™*°. Es gibt viele verschiedene Faktoren, die Apoptose auslésen. Dazu zéhlen
Todesfaktoren wie FasL (Fas Ligand), TNF (tumor necrosis factor) und TRAIL (TNF-related
apoptosis-inducing factor), genotoxische Mittel wie Anti-Krebs-Medikamente und y-Strahlung,

sowie oxidativer Stress. Im Folgenden wird der Signalweg ausgehend von FasL
beschrieben.



Einleitung

Fas ist ein Typl-Membranprotein und gehért zur Familie der TNF-Rezeptoren. FasL, ein
Typll-Membranprotein der TNF-Familie, besteht aus drei Untereinheiten und wird u.a. in
aktivierten T-Zellen exprimiert. Durch die Bindung von FasL an die extrazellulare Domane
des Fas-Rezeptors erfolgt dessen Trimerisierung in der Membran, wodurch die intrazellulare
Doméne (auch als death domain bezeichnet) das Todessignal weiterleitet. Diese death
domain rekrutiert Procaspase-8 durch ein FADD (Fas-associated death domain)
Adaptermolekil und veranlasst somit die Bildung des DISC (death-inducing signalling
complex) an der Plasmamembran. Die nun aktivierte Caspase-8 kann auf zwei verschiedene
Weisen Procaspase-3 aktivieren. Zum einen kann eine direkte Spaltung und Aktivierung von
Procaspase-3 erfolgen, zum anderen geschieht dies indirekt tber den mitochondrialen
Signalweg'’. Dabei spaltet Caspase-8 Bid, ein proapoptotisches Mitglied der Bcl-2-Familie,
das die Bildung von Poren in der au3eren Mitochondrienmembran hervorruft. Dadurch wird
Cytochrom c freigesetzt, das zusammen mit Apaf-1 (apoptosis-activating factor 1) und dATP
(oder ATP) Caspase-9 aktiviert, die wiederum Caspase-3 aktiviert.

Caspase-3 zahlt neben Caspase-6 und -7 zu den Effektorcaspasen, die letzendlich fur den
apoptotischen Tod der Zelle verantwortlich sind. Durch sie werden zum einen sekundéare
Zielproteine wie die Nuklease CAD/DFF40 (Caspase-activated DNase/DNA-
Fragmentierungsfaktor 40) aktiviert (s.1.2) und zum anderen beteiligen sich die
Effektorcaspasen, durch den Abbau von Lamin in der Zellmembran und Aktin im Zytoskelett,

selbst aktiv am Abbau der Zelle.
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Abb. 1.2: Extrinsischer (A) und intrinsischer (B) Signalweg der Apoptose. Der extrinsische Weg der
Apoptose wird durch Bindung von Liganden an membranintegrierte death receptors vermittelt. Durch Bildung des
DISC im Inneren der Zelle wird Procaspase-8 rekrutiert und aktiviert, die Effektor-Caspase-3 aktivieren kann.
Durch den intrinsischen Apoptoseweg entstehen Poren in der auf3eren Mitochondrienmembran, durch die
Cytochrom c ins Cytoplasma entlassen wird. Durch Interaktion von Cytochrom c, APAF-1 und Procaspase-9
entsteht das Apoptosom, welches die Aktivierung von Caspase-9 vermittelt. Caspase-3 ist ein Substrat von
Caspase-9, so dass an diesem Punkt beide Signalwege vereint werden.

Eine Verbindung von extrinsischem und intrinsischem Signalweg entsteht durch die Spaltung von Bid und der von

tBid vermittelten Aktivierung von Bax, welches die mitochondrial permeability transition pores bildet™®.

1.1.2 Apoptotische DNA-Fragmentierung

Ein im spaten Stadium der Apoptose auftretendes Merkmal ist die DNA-Fragmentierung. Die
erste Beobachtung der Entstehung von DNA-Fragmenten mit einer Grof3e von 200 bp bzw.
einem Vielfachen von 200 bp machte Albert Wyllie in den achtziger Jahren bei
Untersuchungen von Dexamethason-ausgeloster Apoptose in Ratten-Thymuszellen. Die
Entstehung der sogenannten ,DNA-ladder* ist auf die im Zuge der Apoptose erfolgte
Aktivierung von Endonukleasen zurtickzufihren, welche die chromosomale DNA
internukleosomal spalten. Apoptotische Nukleasen lassen sich in zwei Kategorien einteilen.
Neben den sogenannten zellautonomen (cell autonomous) Nukleasen, die die DNA der Zelle
im Verlauf der Apoptose im Zellkern spalten, existieren Nukleasen zur kompletten Spaltung

des Chromatins, die in Lysosomen kompartimentiert sind oder in den extrazellularen Raum
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entlassen werden. Die Aufgabe dieser sogenannten ,waste management* Nukleasen liegt in
der kompletten Beseitigung von Chromatin-Fragmenten sterbender Zellen, die
beispielsweise vom Immunsystem getodtet wurden, durch Phagocyten. DNase | und DNase I
sind die prominentesten Nukleasen dieser Gruppe und sind fur die Entwicklung von Saugern
essentiell'®.

Zu den zellautonomen apoptotischen Nukleasen zahlt die mitochondriale Endonuklease G
(EndoG), die im Zuge der Apoptose durch die mitochondrialen Poren ins Cytoplasma
entlassen wird und in den Nukleus gelangt'’. Des Weiteren sind DNase y und Mitglieder der
Cyclophilin Proteinfamilie zu nennen, im Besonderen Cyclophilin E, dessen Beteiligung an
apoptotischer DNA-Degradierung in C. elegans und Saugern, in Kooperation mit AlF
(apoptosis inducing factor), gezeigt werden konnte!*%.

Die wichtigste zellautonome apoptotische Nuklease ist CAD/DFF40 (Caspase-activated
DNase/DNA-Fragmentierungsfaktor 40)%. Eine genaue Beschreibung dieser Nuklease sowie
deren Inhibitor ICAD-L/DFF45 (inhibitor of CAD large isoform/DNA-Fragmentierungs-
faktor 45) wird im nachfolgenden Kapitel vorgenommen.

normal cell apoptotic cell

cytoplasm
e A )
PN 27 AN
RO | 7 2ROV
(s N
nucleus

T | : m k & 2
mitochondrion ALY

Abb. 1.3: Intrazellulare Lokalisation apoptotischer Nukleasen und weiterer apoptotischer Faktoren, die

in die DNA-Fragmentierung involviert sind, gezeigt in einer gesunden Zelle (links) sowie in einer
apoptotischen Zelle (rechts)zz.

1.2 Der DNA-Fragmentierungsfaktor (DFF)

Der Prozess der DNA-Fragmentierung spielt in der Apoptose eine sehr wichtige Rolle und
wird durch den DNA-Fragmentierungsfaktor (DFF) eingeleitet. DFF ist ein heterodimerer
Komplex bestehend aus der 40 kDa grofRen Nuklease DFF40 (DNA-Fragmentierungsfaktor
40, s. 1.2.1) und deren Inhibitor DFF45 (DNA-Fragmentierungsfaktor 45, s. 1.2.2) mit einer
apparenten GréRe von 45kDa**'. Diese Bezeichnungen werden fiir die humanen

Untereinheiten des DFF-Komplexes verwendet, wohingegen die murinen Orthologen von
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DFF als CAD (Caspase-activated DNase) und ICAD-L (inhibitor of CAD large isoform)
benannt werden.

Wahrend der Biosynthese von CAD (DFF40) fungiert ICAD-L (DFF45) als spezifisches
Chaperon fiir die Bildung einer katalytisch kompetenten Nuklease®*?°. Wenn dieser Komplex
gebildet worden ist, kann die inhibitorische Untereinheit durch Caspase-3 gespalten werden
und somit von der Nuklease dissoziieren?”*. Die dadurch aktivierte Nuklease ist nun in der
Lage, nukleosomale DNA abzubauen®.

DFF findet man in latent aktiver Form im Zellkern wachsender, nicht-apoptotischer Zellen
und nicht wie von Nagata beschrieben im Cytosol*? (s. Abb. 1.3). Sowohl CAD (DFF40) als
auch ICAD-L (DFF45) zeigen am C-Terminus ein NLS (nuclear localisation signal), das zur
Komplex-Ansammlung im Kern beitragt®’. Durch Korn et al. konnte gezeigt werden, dass
CAD (DFF40) im Komplex mit ICAD-L (DFF45) im Zellkern zwar DNA binden kann, es aber
zu keiner DNA-Fragmentierung kommt®. Ein weiterer Versuch zeigte, dass die
Enzymaktivitdit von CAD (DFF40) hoéher war, wenn der Komplex zuvor mit DNA inkubiert
wurde. Somit kann man davon ausgehen, dass DFF zunéchst an DNA bindet und dann CAD
(DFF40) durch Caspase-3 aktiviert wird, was schlie3lich zum Abbau der DNA flhrt.

Neben ICAD-L (DFF45) wurden verschiedene andere Proteine identifiziert, welche der
Regulation des DFF-Komplexes dienen. Diese Proteine kénnen in drei funktionelle Gruppen
unterteilt werden: 1. Faktoren, welche eine korrekte Faltung und die Lokalisation der
Nuklease steuern (z.B. Hsc70, Hsp40, Importin o/f). Der DFF-Komplex bindet bspw. tber
seine C-terminalen Kernlokalisationssignale (NLS) an das Heterodimer Importin o/f und wird
dadurch in den Zellkern importiert. 2. Aktivatoren der Nuklease wie z.B. das Histon H1.
Dieses bindet Uber seine C-terminale Domane an CAD (DFF40) und tragt somit durch die
Stimulation der DNA-Bindung zur Aktivierung der Nuklease bei**. 3. Inhibitoren der Nuklease
wie z.B. Nukleophosmin/B23. Das Onkoprotein Nukleophosmin/B23, welches durch PI3P
(Phosphatidyl-Inositol-3-Phosphat) aktiviert wird und mit diesem einen Komplex eingeht,
bindet an CAD (DFF40) und inhibiert die Aktivitat der Nuklease®. Der heterodimere DFF-

Komplex wird jedoch nicht gebunden.

1.2.1 Die apoptotische Nuklease (CAD/DFF40)

Der DNA-Fragmentierungsfaktor 40 kDa (DFF40) oder auch CAD (Caspase-activated
DNase) genannt, ist eine sequenz-unspezifische doppelstrang-spezifische Endonuklease,
die fur die Spaltung nukleosomaler Linker-DNA und nachfolgender Chromatinkondensation
wéahrend der Apoptose verantwortlich ist®®*’. Das CAD-Molekiil aus der Maus besteht aus
344 AS und ist in drei Doméanen gegliedert (s. Abb. 1.4 A).

Die regulatorische C1-Doméane umfasst die N-terminalen AS 1-85 und stellt eine CIDE (cell

death inducing DFF like effector)-N-Domaéane dar, die in vielen CIDE-Proteinen zu finden ist,
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ebenso in ICAD-L (DFF45)®. Die CIDE-N-Doméane von ICAD-L (DFF45) lagert sich an die
CIDE-N-Domane von CAD (DFF40) an und bewirkt somit die kotranslationale
Komplexbildung. Doméne C2 umfasst die AS 86-131, wird aus drei a-Helices gebildet und ist
wichtig fur die Dimerisierung der Nuklease. Domane C3 (AS 132-328) besteht aus funf o-
Helices, vier kurzen B-Strangen und einem langen C-terminalen loop, dem ein NLS (nuclear
localisation signal) folgt.

Durch die Spaltung der inhibitorischen Untereinheit des DFF-Heterodimers durch Caspase-3
dissoziiert diese vom CAD (DFF40)-Protomer und es erfolgt eine Dimerisierung zweier
Protomere in ein Homodimer. Die Kristallstruktur des aktiven Homodimers® (s. Abb. 1.4 B)
zeigt eine tiefe Spalte, die von zwei C3-Doménen gebildet wird. Am Boden dieser Spalte
befindet sich das aktive Zentrum des Enzyms, ein BBa-Me-Finger-Motiv. Der Aufbau dieser
Spalte, der an die Klingen einer Schere erinnert, ermdglicht dem Enzym die Unterscheidung
zwischen kompakter DNA und den zu spaltenden DNA Linker- Regionen®, da aus sterischen

Griunden nur internukleosomale DNA gebunden werden kann.

Flexible linker —: N

1 @

Abb. 1.4: Kristallstruktur von CAD. A Protomerstruktur von CAD. Da die C1-Domane im Kristall

keine regelmaRige Struktur bildet, ist sie als griine Kugel dargestellt. Das aktive Zentrum befindet sich
in der C3-Doméne. B Dimerstruktur von CAD. Durch die Dimerisierung entsteht eine tiefe Spalte, die
von den beiden a4-Helices gebildet wird. Am Boden dieser Spalte befindet sich das aktive Zentrum,
ein BPo-Me-Finger-Motiv. Zuséatzlich ist ein DNA-Strang abgebildet, der in diese Spalte diffundieren

konnte>®.
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Das aktive Zentrum wird aus den Aminosaureresten Asp262, His263, His308, Lys310 und
His313 gebildet, wobei Asp262 und His308 zusammen mit zwei H,O-Molekiilen ein Mg®*-lon
binden, das fiir die Spaltung des DNA-Substrates unentbehrlich ist®*%.

Nach der nukleolytischen Spaltung der DNA verbleibt CAD (DFF40) in der apoptotischen
Zelle, da es an die Kernmatrix bindet. Dies hat vermutlich den Zweck, ein Austreten der
aktiven Nuklease ins Gewebe und somit eventuelle Sch&den an Nachbarzellen zu
verhindern.

Es gibt eine Vielzahl von nukledren Proteinen, die mit CAD (DFF40) interagieren und
maoglicherweise dessen Aktivitdt regulieren. Dazu zahlt Topoisomerase Il o, die
wahrscheinlich zusammen mit CAD (DFF40) zur Spaltung chromosomaler DNA in
hochmolekulare Fragmente fiihrt*“*°. Weitere Proteine wie Histon H1 und HMGB (high
mobility group box) -1 und -2 steigern ebenfalls die Enzymaktivitat. Zum Beispiel bindet CAD
(DFF40) direkt an Histon H1, vermutlich, um die Nuklease zur DNA-Linker-Region zu leiten,

wo nukleosomale DNA-Fragmentierung stattfindet?*>".

1.2.2 Der Inhibitor der apoptotischen Nuklease DFF40/CAD

Die inhibitorische Untereinheit des DNA-Fragmentierungsfaktors weist zwei Isoformen auf,
die durch differentielles SpleiBen gebildet werden®. ICAD-L (DFF45) (inhibitor of caspase-
activated DNase large isoform bzw. DNA-Fragmentierungsfaktor 45 kDa) umfasst 331 AS
und dient ebenso wie die kiirzere SpleiRvariante ICAD-S (DFF35, s. Abb. 1.5) der Inhibition
der Nuklease im Komplex. Durch Caspase-3-Spaltung des Inhibitors an den
Aminosaureresten 117 und 224 verringert sich das Bindungsvermégen der so entstandenen
Fragmente. Diese dissoziieren von der Nuklease, die somit aktiv ist (s. 1.2.1) und DNA
degradieren kann.

Aufgrund dieser zwei Caspase-3-Schnittstellen lassen sich beide Isoformen DFF45/35 und
ICAD-L/-S in drei Doménen (D1, D2 und D3) unterteilen. Am N-Terminus der Doméne D1
befindet sich eine CIDE (cell death inducing DFF like effector)-N-Domaéane, die fir die
Wechselwirkung mit der CIDE-N-Doméne von CAD (DFF40) verantwortlich ist**. Sowohl
Doméne D1 als auch D2 sind nach Untersuchungen von Li et al. von besonderer Bedeutung

fur die Inhibition der Nuklease®?.
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CIDE-N Caspase-3-Schnittstellen letzte gemeinsame AS von DFF45/ICAD-L
— / AN / und DFF35/ICAD-S
DFF45 N D1 | | D2 | | D3 l-c
DFF35 N D1 | | D2 | D3|}lec
ICAD-L N+ DI | ] D2 | | D3 c
ICAD-S N D1 | | D2 [ D3]-c

Abb. 1.5: Schematische Darstellung der Doménenstruktur von DFF45/DFF35 und
ICAD-L/ICAD-S. Die beiden Caspase-3-Schnittstellen liegen bei AS 117 und AS 224. DFF45 und
ICAD-L umfassen 331 AS, die kiirzeren SpleiBvarianten DFF35 und ICAD-S 268 AS bzw. 265 AS. Auf
die letzte, mit der jeweiligen langeren Isoform gemeinsame AS (AS 261) folgen bei DFF35 noch
sieben weitere AS (262-VGGNQGH-268), bei ICAD-S noch vier weitere AS (262-VGKN-265).

ICAD-L (DFF45) weist neben der Inhibitorfunktion noch eine weitere Funktion auf, und zwar
die eines Chaperons. Wie bereits in 1.2 erwéhnt, bindet ICAD-L (DFF45) an CAD (DFF40)
wahrend dessen Biosynthese und verhilft dem Protein zur korrekten Faltung. Lange Zeit
konnte nur die Chaperonfunktion von ICAD-L (DFF45) nachgewiesen werden® und man
findet in DFF-Komplexen aus verschiedenen Geweben hauptsachlich diese Isoform.
Allerdings gibt es Gewebe, in denen Caspase-3-abhangige nukleolytische Aktivitat

4445 gomit wurde

nachgewiesen wird, die ausschliel3lich ICAD-S als Inhibitor aufweisen
vermutet, dass moglicherweise andere Chaperone zur korrekten Faltung von CAD (DFF40)
beitragen. Scholz et al. konnten jedoch nachweisen, dass ICAD-S zwar eine geringe, aber
dennoch nachweisbare Faltungshelferfunktion besitzt**.

Die Antwort auf die Frage, in welcher Form ICAD-L (DFF45) vor der Bindung an CAD
(DFF40) vorliegt, ist umstritten. Die Untersuchungen von Widlak et al. ergaben, dass freies
endogenes ICAD-L meist in Form eines Monomers vorliegt*. Andere Ergebnisse besagen
wiederum, dass ICAD-L Homooligomere bilden kann, deren biologische Funktion allerdings

noch unklar ist*’.

1.2.2.1 Die Chaperonfunktion von ICAD/DFF45

Neben der DNase-inhibitorischen Funktion Ubt ICAD-L (DFF45) auch eine
Faltungshelferfunktion aus. Im Gegensatz zu den generellen Chaperonen ist ICAD-L
(DFF45) ein spezifisches Chaperon, dessen einzig bekanntes Substrat CAD (DFF40)
darstellt. Wird CAD (DFF40) in vivo in Abwesenheit von ICAD-L (DFF45) synthetisiert,

aggregiert es im Cytosol der Zelle?.
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Besondere Bedeutung fur die Chaperonaktivitait kommt dem C-Terminus von ICAD-L
(DFF45) zu, der aus vier a-Helices (Aminosaurereste: 239-247, al; 257-265, a2; 268-275,
a3 und 280-300, a4) gebildet wird*.

Die Kristallstruktur des C-Terminus zeigt, dass die Helices a2 und a3 eng an die lange,
C-terminale a4-Helix gepackt sind. Helix a1 ragt senkrecht aus dieser Struktur heraus.

Die Helix-Struktur wird durch ein ausgedehntes Netz hydrophober Interaktionen stabilisiert,
dessen Zentrum von den Aminosauren L242 und L245 in Helix al, L260 und V263 aus Helix
a2, L271 und L275 aus Helix a3, sowie V285, Q286, C289 und L293 aus Helix a4 gebildet
wird. Die Anzahl positiver und negativer Aminosaurereste ist ausgeglichen, allerdings sind
die positiv geladenen gleichmaRig verteilt, die negativ geladenen dagegen sind nahe
beieinander lokalisiert und bilden eine negativ geladene Oberflache. Es wird vermutet, dass
durch diese negative Oberflache eine Wechselwirkung mit der C-terminalen Doméane von
CAD (DFF40) vermittelt wird.

Beziglich der Chaperonfunktion der kurzen Splice-Variante ICAD-S (DFF35) findet man in
der Literatur kontroverse Diskussionen. Frihere Beobachtungen fuhrten zu der Annahme,
dass ICAD-S keinerlei Chaperonfunktion besitzt'?. Die Kristallstruktur des C-Terminus
bestatigte diese Vermutung, da die Sequenz von ICAD-S in der Mitte von Helix a2 endet und
dadurch sowohl der hydrophobe Kern des C-Terminus zertrennt, als auch die negativ
geladene Oberflache nicht vorhanden ist*®. In ICAD-S folgen 4 Aminosauren (25;VGKNog5)
auf die letzte gemeinsame Aminosdure von ICAD-S und ICAD-L. Es konnte sein, dass
dadurch Helix a2 vervollstandigt wird. Bis zu diesem Zeitpunkt existiert noch keine

dreidimensionale Struktur des C-Terminus von ICAD-S.

225 239 247 257 262 265 268 275 280 300 307 an
ol o2 o3 od :

Abb. 1.6: Lokalisation der a-Helices von DFF45 (dargestellt in blau und pink) und DFF35

(dargestellt in blau)48.

Allerdings findet man in speziellen Geweben, z.B. im menschlichen Gehirn, aussschlief3lich
die kurze Splice-Variante ICAD-S (DFF35). Dies lasst vermuten, dass ICAD-S (DFF35)
Chaperonaktivitat austiben muss oder dass diese von anderen Chaperonen Ubernommen
wird.

Scholz et al. konnten zeigen, dass in Anwesenheit von ICAD-S (DFF35) eine aktive Form der
Nuklease CAD (DFF40) produziert wird, allerdings war die Aktivitat von CAD (DFF40) 40-50-
fach geringer, als von CAD (DFF40) koexprimiert mit ICAD-L (DFF45)*. Dies zeigt, dass die
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Chaperonfunktion von ICAD-S (DFF35) im Vergleich zu ICAD-L (DFF45) weniger effektiv ist.
Nicht nur der C-Terminus von ICAD-L (DFF45), sondern auch die beiden Splice-Varianten
gemeinsame Doméne scheint demnach eine grundlegende chaperone Aktivitat zu besitzen,
die durch die Chaperonfunktion des C-Terminus von ICAD-L (DFF45) erganzt wird.

Der Mechanismus der Faltungshelferfunktion der ICAD-Isoformen ist bis zu diesem Zeitpunkt
unklar. Der Vergleich der C-Termini von DFF45 und DnaK, dem bakteriellen Homolog zum
humanen Chaperon Hsp70, zeigt, dass beide eine &hnliche Struktur besitzen. Der
C-Terminus von DnaK besteht aus funf a-Helices (Helix A, B, C, D und E), die zusammen
eine kompakte Deckel-Struktur formen*. Dieser Deckel verschlieRt die Substrat-Bindestelle,
sobald dort ein Substratpeptid gebunden wurde. Von besonderer Wichtigkeit fir die Stabilitat
der Deckel-Struktur ist Helix D, da sie fir die Formation eines antiparallelen Helix-Bindels
aus Helix B, C und D sorgt. Diese Struktur stabilisiert den DnaK-Substrat-Komplex. Die
Stabilisierung des Helix-Bindels wird durch einzelne Aminosauren erreicht, wie z.B. E590
und L591, die Wechselwirkungen mit Helix B eingehen. Ist die Substrat-Bindestelle in DnaK
unbesetzt, liegt der Aminosaurerest L543 aus Helix B in der hydrophoben Tasche der
Bindestelle.

Nicht nur der Vergleich der Sekundarstruktur des DnaK C-Terminus mit dem C-Terminus von
DFF45 zeigt strukturelle Ahnlichkeiten (s. Abb. 1.7), sondern der Vergleich der Sequenzen
enthillt auch, dass konservierte Aminosaurereste zwischen den C-Termini vorhanden sind.
Aus dieser Beobachtung kann abgeleitet werden, dass die Helices in DFF45 eine ahnliche
Funktion beinhalten und dass der C-Terminus ebenfalls eine Deckelstruktur zum Schutz des

gebundenen Substrates CAD darstellen kdnnte.

Abb. 1.7: Strukturvergleich der C-Termini von DnaK (rechts) und DFF45 (links). Einander
entsprechende Bereiche sind mit gleichen Farben gekennzeichnet. Das Substrat-Peptid, gebunden in

der Substratbindestelle von DnaK ist in gelb dargestellt.
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1.3 Zielsetzung dieser Arbeit

DFF besteht als heterodimerer Komplex aus Nuklease (CAD/DFF40) und Inhibitor
(ICAD-L/DFF45), der jedoch auch tber eine Chaperonfunktion verfiigt. Da bisher wenig Uber
das chaperone Verhalten von DFF45 bekannt war, sollte in dieser Arbeit eine mogliche
Zielregion (chaperon target region) im DFF-Komplex innerhalb der Nuklease CAD untersucht
werden, die erst durch die Chaperonfunktion des Inhibitors DFF45 ihre korrekte Faltung
erhalt. Es war bereits zuvor bekannt, dass CAD C-terminal eine intrinsisch unstrukturierte
Region (IUR) aufweist, die moglicherweise in die Chaperonaktivitat des Inhibitors involviert
ist. Demzufolge sollten in dieser Region Aminosaurerest-Austausche eingefiigt und die somit
neu generierten CAD-Varianten zunachst exprimiert und gereinigt werden, um sie dann
mittels Nuklease-Aktivitdtsassay und DNA-Bindungsassay auf ihre DNA-Spalt- und
Bindungseigenschaften hin untersuchen zu kénnen und somit eine chaperon target region
von CAD zu identifizieren.

Des Weiteren sollten kiinstliche Heterodimere von CAD generiert werden, um Aufschluss
Uber den Mechanismus der DNA-Spaltung durch CAD zu erhalten. Zunachst bestand das
Ziel darin, neue Konstrukte zu generieren und diese anschlielend erfolgreich in
eukaryatischen Zellen zu exprimieren. Neben dem CAD-wt-Konstrukt sollten weitere CAD-
Varianten generiert werden, die einen Aminosaurerest-Austausch (im DNA-Bindemotiv oder
im katalytischen Zentrum) oder zwei (in beiden Motiven) beinhalten. Nach der Expression
sollte die Reinigung der Proteine und letztendlich deren Einsetzung in Nuklease-
Aktivitatsassays erfolgen, um anhand der DNA-Spalteigenschaften und dem Einfluss der
Aminosdaurerest-Austausche eine Aussage beziglich des Spaltmechanismus von CAD
treffen zu kdnnen.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit bestand darin, einen DFF-Komplex bestehend aus der
Nuklease CAD und deren Inhibitor/Chaperon DFF45 in Bezug auf den induzierten
proteasomalen Abbau zu untersuchen. Es ist bisher nicht bekannt, ob beide DFF-
Untereinheiten gemeinsam von Proteasen abgebaut werden oder ob es auch moglich ware,
dass nur eine Untereinheit, Nuklease oder Inhibitor/Chaperon, degradiert wird. Dies sollte mit
Hilfe einer destabilisierenden Doméne DD, die an dem zu untersuchenden Protein fusioniert
wird, und eines Stabilisierungsliganden, der das DD-fusionierte Protein vor Abbau schitzen
soll, durchgefuhrt und analysiert werden. Auf diese Weise kdnnte auch eine zeitliche

Kontrolle der Nuklease fir biotechnologische Anwendungen erreicht werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Gerate

Neben der allgemein Ublichen Laborausstattung wurden die nachfolgend aufgelisteten

Gerate verwendet.

Tabelle 2.1: Liste der verwendeten Geréate, deren Verwendung und Hersteller

Gerat

Autoklav

BioDocAnalyze

Biosys™ 2000 Series-HPLC-System
BlueFlash Semi-Dry Blotter

Brutschrank

Elektrophoresekammer, horizontal
Elektrophoresekammer, vertikal
Electrophoresis Power Supply-EPS 3500 XL
Elektroporator EasyjecT

Heizblock Dri-Block DB3

Heizriiher IKAMAG®

Kihlzentrifugen Centrifuge J6-HC und J2-HS
Luftschittler Innova 40

MonoQ HR 5/5- und HR 10/10-Saulen
Nanodrop ND-1000 Spectrophotometer
pH-Meter HI 991001

Schuttelinkubator 1083

Spektrophotometer U-1100

Thermocycler GeneAmp PCR System 2400
Thermocycler Tpersonal

Tischzentrifuge Centrifuge 5417C
Ultraschall-Desintegrator Sonifier 250
Vakuumpumpe

Vakuumzentrifuge Hetovac VR-1

Vortexer VF2

Hersteller
Tecnomara/lntegra Biosciences
Biometra

Beckman

SERVA

Mommsen

SERVA, Keutz
Angewandte Gentechnik Systeme
Pharmacia Biotech
EquiBio

Techne

Janke & Kunkel
Beckman

New Brunswick Scientific
Pharmacia

Peqlab

HANNA

GFL Labortechnik
Hitachi

Applied Biosystems
Biometra

Eppendorf

Branson

HetoLab Equitment
HetoLab Equitment
Janke & Kunkel
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2.1.2 Chemikalien und Biochemikalien

Alle verwendeten Chemikalien/Biochemikalien besafl3en den Reinigungsgrad pro analysi und

sind in der nachfolgenden Liste aufgefiihrt.

Tabelle 2.2:; Liste der verwendeten Bio-/Chemikalien, deren Verwendung und Hersteller

Chemikalie
40%-Acrylamid/Bisacrylamid 29:1
Agar

Agarose

Ampicillin-Natriumsalz

AP21967 (Rapalog)

APS

Borsaure

Bromphenolblau

CelLytic™ M Cell Lysis Reagent
Chaps

Chloramphenicol

Coomassie® Brilliant Blue
DNA-Langenstandards

dNTPs

DMEM

DTT

ECL Plus Western Blotting Detection System
EDTA

EGTA

Ethanol

Ezview™ —Red Anti-FLAG® M2 Affinity Gel
EZview™ —Red Anti-HA Affinity Gel
EZview™ —Red Anti-cMyc Affinity Gel
FLAG® Peptide

3X FLAG® Peptide

Fotales Kélberserum

Glutathion (reduziert)

Glutathion Sepharose

Glycerin

Glycin

Guanidiniumchlorid

HA-Peptide

Hefeextrakt

HEPES

Hersteller
AppliChem
AppliChem
AppliChem
AppliChem
ARIAD
Merck
Merck
Merck
Sigma
AppliChem
AppliChem
Serva
MBI-Fermentas
Peqlab
Invitrogen
Fermentas
GE Healthcare
AppliChem
AppliChem
Merck
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Invitrogen
Merck
Amersham Bioscience
AppliChem
AppliChem
Merck
Sigma
Biochemica

AppliChem
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Hybond™ —P Membran

GE Healthcare

Imidazol AppliChem
IPTG AppliChem
Isopropanol Roth
Kaliumchlorid Roth
Magnesiumchlorid Merck
Magermilchpulver AppliChem
Methanol Merck
Natriumacetat AppliChem
Natriumchlorid Merck
Natriumhydroxid Merck
Ni-NTA-Agarose Qiagen
Penicillin/Streptomycin Invitrogen
Polyethylenglycol 3550 Fluka
RPMI-Medium Invitrogen
Salzsaure Merck
SDS Serva
Shieldl ARIAD
Streptomycin Invitrogen
TEMED Merck
Tetracyclin-Hydrochlorid AppliChem
TransFast™ Transfection Reagent Promega
Tris AppliChem
Triton X-100 Merck
Tween 20 Merck
2.1.3 Kits

Bei der Anwendung von Kits wurde grundsétzlich nach Angaben des Herstellers verfahren.

Tabelle 2.3: Liste der verwendeten Kits, deren Verwendung und Hersteller

Kit
Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System

Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System

Pure Yield™ Plasmid Midi-/Maxiprep System
Quick Start Bradford Protein Assay

Hersteller
Promega
Promega
Promega
Bio-Rad

2.1.4 Enzyme und Marker

In den folgenden Tabellen sind die verwendeten Enzyme und GroR3enstandards, sowie deren

Hersteller aufgefiihrt.
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Tabelle 2.4: Liste der verwendeten Restriktionsenzyme, deren Erkennungssequenz und
Hersteller

Enzym Erkennungssequenz Hersteller
BamHI G|GATCC Fermentas
Bglll A|GATCT Fermentas
BseRI GAGGAGNNNNNNNNNNIN NEB
Dpnl GA|TC Fermentas
EcoRI G|AATTC Fermentas
Ecol105I TAC|GTA Fermentas
HindllI AJAGCTT Fermentas
Hpal GTT|AAC Fermentas
Mfel CIAATTG Fermentas
Nhel G|CTAGC Fermentas
Notl GC|GGCCGC Fermentas
Paul G|CGCGC Fermentas
Sacl GAGCT|C Fermentas
Sall G|TCGAC Fermentas
Spel A|CTAGT Fermentas

Tabelle 2.5: Liste der verwendeten Enzyme und deren Hersteller

Enzym

Caspase 3

Pfu-DNA-Polymerase

Tag-DNA-Polymerase

Hersteller
Eigenherstellung
Eigenherstellung

Eigenherstellung

Tabelle 2.6: Liste der verwendeten GréRenstandards und deren Hersteller

GroRenstandard

PageRuler™ Unstained Protein Ladder

PageRuler™

Prestained Protein Ladder

GeneRuler™ 1kb DNA Ladder

pUC 8 Mix

Hersteller
Fermentas
Fermentas
Fermentas

Fermentas

2.1.5 Antikorper

In der folgenden Tabelle sind die verwendeten Antikdrper sowie deren Hersteller aufgefihrt.

Tabelle 2.7: Liste der verwendete Antikérper und deren Hersteller

Antikdrper

Anti-Actin, polyclonal
Anti-DFF45/35 (NT), polyclonal

Hersteller
Sigma

Assay designs
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Anti-FLAG® M2-Peroxydase (HRP), monoclonal  Sigma

Anti-GST Antibody Pharmacia Biotech
Anti-HA Peroxydase (HRP), monoclonal Roche

Goat Anti-Rabbit IgG (H+L) CALTAG Laboratories
Anti-Sheep/Goat IgG-POD Boehringer Mannheim

2.2 Mikrobiologische Arbeiten

Um Kontaminationen zu vermeiden, wurden alle mikrobiologischen Arbeiten unter mdglichst
sterilen Bedingungen mit autoklavierten, keimfreien Geraten, Materialien und Losungen an
einer sterilen Werkbank durchgefiihrt. Das Autoklavieren der Gebrauchsgegenstande

erfolgte im Autoklaven fir 30 min bei einer Temperatur von 120 °C.

2.2.1 Nahrmedium zur Anzucht von E. coli-Stammen

Zur Anzucht der verwendeten E. coli-Stamme (s. 2.2.2) wurde das Luria-Bertani-Medium
(LB-Medium) benutzt.

LB-Medium: 10.0 g Caseinhydrosylat, 5.0 g Hefeextrakt, 10.0 g NacCl,
mit NaOH auf pH 7.5 einstellen, ad 1 | mit H,O

Zur Herstellung von Festmedien in Petrischalen wurde vor dem Autoklavieren dem LB-
Vollmedium noch Bacto-Agar (1.5 % (w/v)) zugesetzt. Um sogenannte Selektivmedien
herzustellen, wurden nach dem Autoklavieren verschiedene Antibiotika zugegeben.

Im Gegensatz dazu, wurden den flissigen Selektivmedien die Antibiotika erst unmittelbar vor

Gebrauch hinzugefugt.

2.2.2 E. coli-Stamme

Zur Anfertigung dieser Arbeit wurden die im Folgenden unter Angabe ihres Genotyps
beschriebenen E. coli-Stamme zu Expressions- und Klonierungszwecken eingesetzt. Die
Anzucht von Flussigkulturen kleiner Volumina (3 ml) in Glasréhrchen und gréRerer Volumina
(bis 500 ml) in Kolben oder Schikanekolben erfolgte in Luftschittlern bei 28 °C bzw. 37 °C.
Die Kultivierung von E. coli auf Platten mit Festmedium erfolgte im Brutschrank bei 37 °C.

BL21Gold(DE3) (Novagen) [F-, ompT, hsdS(rg" rg)) dcm+,Tet', gal A(DE3), endA, Hte] wurde

zur Expression von Genen unter Kontrolle des T7¢10-Promotors benutzt.

XL1-Blue MRF" (Stratagene) [A(mcrA)183, A(mcrBC-hsdSMR-mrr)173, endAl, sup-E44,
thi-1, recAl, gyrA96, relAl, lac[F* pro AB lac’ZAM15 Tn 10(Tet")]] wurde bevorzugt als
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Stamm zur Generierung von Plasmid-DNA verwendet. Aufgrund seiner geringeren
Rekombinationsrate (recAl) und der funktionslosen Endonuklease (endAl) eignet er sich
hervorragend zur Isolierung von Plasmid-DNA mit einem hohem Anteil an scDNA, die in

dieser Arbeit durch Midi-Plasmidpraparationen gewonnen wurde.

2.2.3 Plasmidvektoren

Im Laufe dieser Arbeit wurden folgende Plasmide als Expressionsvektoren eingesetzt.

PACET-DFF45 ist ein Derivat von pMQ393. Das DFF45-Gen ist zusammen mit einer
ribosomalen Bindungsstelle upstream des Gens in die Pael- und Hindlll-sites des
Expressionsvektors insertiert worden. Die beiden hintereinander liegenden DNA-Abschnitte
sind aus den Pael- und Hindlll-sites des Konstrukts pET15b-DFF45 durch die
entsprechenden Restriktionsenzyme herausgeschnitten worden. Der entstandene Vektor
PACET-DFF45% besitzt als Selektionsmarker das Chloramphenicol-Resistenzgen und den

p15A-origin of replication.

pBluescript SK+ (Stratagene) wurde sowohl fir DNA-AKktivitatsstudien (s. 2.6.2) als auch fir
DNA-Bindungsstudien (s. 2.6.3) von DFF verwendet. Dieser Vektor besitzt einen lac-
Promotor, codiert auRBerdem fur das o-Fragment der pB-Galaktosidase und verleiht
Ampicillinresistenz. Zudem enthélt er eine MCS (multiple cloning site), die von den beiden
Restriktionsenzymen Sall und Kpnl flankiert wird (SK). Das Plus (+) gibt an, in welche

Richtung der f1-origin abgelesen wird.

pC4-EN-F1 (ARIAD) wurde in dieser Arbeit verwendet, um Heterodimere von verschiedenen
CAD-Varianten zu erzeugen. Der Vektor codiert fir FKBP12 in Form eines Fusionsproteins,
welches einen N-terminalen Epitop-tag (HA) sowie ein Kernlokalisationssignal (NLS des
SV40 large T antigen) enthalt. Dem NLS folgt eine einzelne Kopie von FKBP12, welches
(zusammen mit der FRB-Domane s.u.) fir die Heterodimerisierung verantwortlich ist.

Um die in dieser Arbeit verwendeten Enzym-Varianten zu erhalten, wurden Spel und Bglll
gespaltene PCR-Produkte in den Spel und BamHI gespaltenen Expressionsvektor
eingesetzt. Als templates wurden die Plasmide pCI-CAD wt/R168/R168+H263 verwendet.
Gleichzeitig wurde C-terminal ein weiterer tag (FLAG) eingefihrt.

Die auf dem Plasmid codierte cDNA wird unter der Kontrolle des humanen CMV

enhancer/promoter exprimiert.

pC4-R4E (ARIAD) wurde ebenfalls dazu verwendet, um Heterodimere von CAD-Varianten zu

generieren. Der Vektor codiert, ahnlich wie pC4-EN-F1, ein Fusionsprotein, welches eine

18



Material und Methoden

einzelne Kopie des modifizierten FRB,9s. (Rn) enthalt, gefolgt von einem C-terminalem HA-
tag. Ry besteht aus den Aminosduren 2021-2113 des humanen FRAP, in dem Thr2098 zu
Leucin mutiert wurde. Auch hier wurden Spel und Bglll gespaltene PCR-Produkte in den
Spel und BamHI gespaltenen Expressionsvektor eingesetzt, um die gewiinschten CAD-
Varianten zu erhalten. In diesem Fall dienten pCI-CAD wt/H263 als templates.

Auch die auf diesem Plasmid codierte cDNA wird unter der Kontrolle des humanen CMV

enhancer/promoter exprimiert.

pcDNA 3.1 wurde in dieser Arbeit fur die Expression von EGFP (enhanced green fluorescent
protein)-CAD- bzw. EGFP-DFF45-Fusionsproteinen in CHO-Zellen (s.2.5.1) eingesetzt.
Dieser Vektor von Invitrogen besitzt den CMV-Promotor und eignet sich deshalb fir die

Expression in eukaryotischen Zelllinien.

pCl (Promega) ist ein Vektor, der sich ebenfalls fir die Expression von Proteinen in
eukaryotischen Zellen eignet. Er besitzt neben dem CMV-Promotor einen T7-Promotor fur in
vitro Translationen und ein Intron vor der multiple cloning site.

In dieser Arbeit wurden verschiedene pCl-Varianten eingesetzt. Zum einen wurde pCl-cmyc-
DFF45 fir die Expression in eukaryotischen Zellen eingesetzt und zum anderen dienten pCl-
CAD wt/R168/ H263/R168+H263 als template fir die PCR, um Inserts fir die pC4-Vektoren
zu generieren (s.0.). Desweitern wurden pCl-Konstrukte generiert, pClI-CAD-HA und pClI-
DFF45-HA, um den proteasomalen Abbau von CAD bzw. DFF45 zu zeigen.

pGEX-2T-mCAD diente in der vorliegenden Arbeit der Expression von GST-fusioniertem,
murinem CAD-Wildtyp (GST-mCADwt). Um dieses Konstrukt zu erhalten, wurde ein Bglll
und EcoRI gespaltenes PCR-Produkt in den BamHI und EcoRI gespaltenen
Expressionsvektor pGEX-2T (Amersham Biosciences) eingesetzt. GST-mCADwt steht unter
Kontrolle des tac-Promotors in diesem Vektor, der aulRerdem fir einen konstitutiv
exprimierten lac-Repressor codiert und Ampicillinresistenz verleiht.

Enzym-Varianten wurden durch ortsgerichtete Mutagenese mittels der PCR nach einem
Protokoll von Kirsch und Joly** hergestellt®’. Das Plasmid pGEX-2T-mCADwt (s.0.) diente

dabei als Template.

pPTuner (Clontech) ist ein Vektor, der es moglich macht, die Menge an gewinschtem
Protein in eukaryotischen Zellen prazise zu regulieren. Er kodiert eine 12 kDa grol3e
Doméne, die FKBP (L106P) Destabilisierungsdoméne (DD), die eine schnelle Degradation

des Proteins, mit dem sie fusioniert ist, bewirkt. Wenn das DD-fusionierte Protein in der Zelle
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exprimiert ist, kann die Proteinmenge schnell erhéht werden, indem Shieldl, ein
Stabilisierungsligand, dem Medium hinzugefugt wird (s. 2.6.6).

Neben dem aktiven humanen CMV-Promotor Pcyy e besitzt der Vektor den SV40 origin of
replication, welcher die DNA-Replikation von episomalen Plasmiden in Anwesenheit des
SV40 large T antigen ermdglicht.

Um den proteasomalen Abbau von CAD bzw. DFF45 untersuchen zu kdnnen, wurden in
dieser Arbeit CAD und DFF45 mittels PCR mit einem C-terminalen HA-tag versehen. Die mit
Hindlll und Sall gespaltenen PCR-Produkte wurden schlieBlich in den Hindlll und Sall

gespaltenen pPTuner-Vektor eingesetzt.

2.2.4 Herstellung kompetenter Zellen

E. coli-Zellen sind von Natur aus nicht in der Lage, DNA aufzunehmen. Fir eine effiziente
Transformation mit DNA, mussen die Zellen aufnahmefahig gemacht werden. In dieser

Arbeit wurden zwei Arten kompetenter E. coli-Zellen eingesetzt.

2.2.4.1 Bereitung TSS-kompetenter E. coli-Zellen

Dieses Verfahren geht auf die TSS-Methode (Transformation Storage Solution) zuriick®, und
zeichnet sich durch eine einfache Handhabung und eine hohe Transformationseffizienz aus.
Die verwendeten Gefal3e und die TSS-Losung wurden zuvor autoklaviert bzw. mit Ethanol
ausgespdult und auf Eis vorgekiihlt.
Die Bereitung der E. coli-Zellen wurde nach folgendem Protokoll durchgefiihrt:
1. Zun&chst wurde eine 3 ml-Vorkultur .N. bei 37 °C im Luftschuttler inkubiert;
2. 1 ml dieser Vorkultur wurde in 100 ml LB-Medium bei 37 °C bis zu einer Zelldichte
von 0.5 0D (friihe logarithmische Phase) angezogen;
3. Diese Zellen wurden nun 10 min bei 4000 rpm (4450 x g) und 4 °C abzentrifugiert
und auf Eis gelagert;
4. Das Zellpellet wurde danach in 0.1Vol. (bezogen auf das urspriingliche
Kulturvolumen) eiskaltem TSS (LB-Vollmedium mit 10% (w/v) PEG 6000,
5 % (v/v) DMSO, 50 mM Mg?* (MgCl, oder MgS0,), pH 6.0-6.5) aufgenommen und
vorsichtig resuspendiert;
5. Die nicht sofort bendtigten 200 pl Aliquots wurden bei -196 °C in flissigem Stickstoff
schockgefroren und anschlie3end bei -80 °C gelagert.
Derartig behandelte Zellen waren sofort kompetent und konnten zur Transformation
eingesetzt werden. Die bei -80 °C gelagerten Stamme behielten fur 2-3 Monate ihre

Kompetenz.
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2.2.4.2 Bereitung elektrokompetenter E. coli-Zellen

Elektrokompetente Zellen werden fir eine kurze Zeit Hochspannungsimpulsen ausgesetzt,

wodurch kleine Offnungen in der Zellwand entstehen. Durch diese Offnungen kann nun

externe DNA, die sich im Medium befindet, in die Zellen aufgenommen werden. Bei diesem

Verfahren ist es wichtig, dass sowohl die Zellen als auch die im Medium befindliche DNA in

lonen-freier Losung vorliegt, was durch mehrmaliges Waschen mit 10%-igem Glycerin

erreicht wird.

Die verwendeten GefalRe und Loésungen wurden zuvor autoklaviert bzw. mit Ethanol

ausgespult und auf Eis vorgekuhlt. Alle Arbeitsschritte wurden auf Eis durchgefihrt.

Die Durchfuihrung entsprach folgendem Protokoll:

1.
2.

Zunachst wurde eine 50 ml Vorkultur G.N. bei 37 °C im Luftschuttler inkubiert;

10 ml dieser Vorkultur wurden in 2 x 500 ml LB-Medium bei 37 °C bis zu einer
Zelldichte von 0.5 OD®®"™ (friihe logarithmische Phase) angezogen:;

Diese Zellen wurden nun 30 min auf Eis inkubiert und anschlieRend 15 min bei 4 °C
und 4000 rpm abzentrifugiert und auf Eis gelagert;

AnschlieRend folgten mehrere Waschschritte, woftir die Zellpellets in 250 ml, 150 ml,
40 ml 10 %igem Glycerin resuspendiert und fir 15 min bei 4 °C und 4000 rpm
zentrifugiert wurden;

Zuletzt wurden die Pellets in 2 ml eiskalter Glycerinldsung resuspendiert, in Aliquots &
80 ul aufgeteilt und in flissigem Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung erfolgte bei
-80 °C.

2.2.5 Transformation von E. coli-Zellen

2.2.5.1 Transformation TSS-kompetenter Zellen

1.

Ein Aliquot (200 pl) TSS-kompetenter Zellen wurde auf Eis aufgetaut und nach
Zugabe von 10 ng-2 pg Plasmid in geldster Form fiir 30 min bei 0 °C inkubiert;

Nach der Inkubationszeit wurden die Zellen einem zweiminitigen Hitzeschock bei
42 °C ausgesetzt und dann auf Eis abgekuhlt;

Im Anschluss wurde der Transformationsansatz mit 800 ul sterilem LB-Vollmedium
versetzt und 60 min bei 37 °C inkubiert;

Die Zellen wurden anschlielRend pelletiert und das Uberstehende Medium dekantiert.
Im verbleibenden Rest (in den iblicherweise verwendeten Eppendorfreaktions-

gefalRen ca. 100 ul) wurde das Zellpellet vorsichtig resuspendiert;
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5.

SchlieBlich wurde 50 ul oder 100 ul der Zellsuspension auf Selektivplatten
ausplattiert; die restlichen Zellen wurden erneut pelletiert, nach Dekantierung im

verbliebenen Medium aufgenommen und ebenfalls ausplattiert.

Die Selektivplatten wurden 0.N. im Brutschrank bei 37 °C inkubiert.

2.2.5.2 Transformation elektrokompetenter Zellen

Der

Transfer von DNA durch Elektrotransformation beruht darauf, dass kurze

Hochspannungsimpulse kleine Offnungen in der Zellhillle verursachen, durch welche

exogene DNA in die Zelle aufgenommen werden kann.

Die Transformation wurde nach folgendem Protokoll durchgefihrt:

1.

Ein Aliquot (80 pl) elektrokompetenter Zellen wurde auf Eis kurz angetaut und mit
1-200 ng salzfreier DNA versetzt, die zum groRten Teil in der supercoiled Form
vorliegen sollte, weil sie in dieser Form besser von den Bakterienzellen
aufgenommen werden kann;

Das Zell-DNA-Gemisch wurde in eine vorgekihlte Elektroporationskiivette gegeben;
Die Transformation erfolgte mit maximaler Kapazitat von 50 puF, einem Widerstand
von 150 Q, sowie einer vorgelegten Spannung von 1750 V, einer Stromstarke von
25 mA und einer maximalen Leistung von 25 W. Die Zellen wurden im Elektroporator
kurzfristig diesem elektrischen Feld ausgesetzt;

Die Zellen wurden in 1 ml LB-Medium aufgenommen, in ein Eppendorfreaktionsgefald
Uberfuihrt und 60 min bei 37 °C inkubiert;

Nach dieser Inkubationszeit wurden die Zellen, wie bereits bei der TSS-

Transformation (s. 2.2.5.1) beschrieben, ausplattiert.

2.2.6 Glycerinkulturen von E. coli

1.

2.

Zunachst wurde eine 3 ml-Vorkultur eines E. coli-Stammes mit dem gewiinschten
Plasmid mit dem entsprechenden Antibiotikum angeimpft und 0.N. im Luftschittler
inkubiert;

Aus dieser Vorkultur wurden 100 pl in eine 3 ml-Kultur Gberfiihrt und bei 37 °C bis zu
einer Zelldichte von 0.5 OD®® "™ (friihe logarithmische Phase) angezogen;

Schlief3lich wurden 800 pl dieser Hauptkultur unter sterilen Bedingungen mit 200 pl

Glycerin gemischt, 20 min auf Eis inkubiert und dann bei -80 °C eingefroren.
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2.3 Molekularbiologische Methoden

2.3.1 Elektrophorese

Fur die Analyse von Nukleinsauren und Proteinen wurden elektrophoretische Verfahren
verwendet™,

Die Agarosegelelektrophorese wurde zur Auftrennung von hochmolekularen Nukleinsauren
(> 1000 bp) verwendet, wohingegen die Polyacrylamid-Gelelektrophorese fiir Nukleinséduren
einer Lange unter 1000 bp eingesetzt wurde™.

Fur Proteinanalysen wurde ebenfalls Polyacrylamid-Gelelektrophorese eingesetzt, allerdings

in Gegenwart von 0.1 % Natriumdodecylsulfat (SDS (sodium dodecy! sulfat)-PAGE)®°.

2.3.1.1 Analytische Agarosegelelektrophorese

Die Analyse der DNA-Bindung des DFF-Komplexes CAD/DFF45, die Spaltung von einigen
Substraten durch CAD, sowie die Kontrolle von Plasmidpraparationen wurden mit
horizontaler Agarosegelelektrophorese nach Zugabe von 0.2 Vol. Agaroseauftragspuffer
(AAP) durchgefihrt.

AAP: 250 mM EDTA, 25 % (w/v) Saccharose, 1.2 % (w/v) SDS, 0.1 % (w/v) Bromphenolblau

Bei den Agarosegelen handelte es sich um 0.8 %ige Gele in TBE-Puffer (Tris-Borat-EDTA-
Puffer).

TBE-Puffer: 100 mM Tris, 100 mM Borsaure, 2.5 mM EDTA, pH 8.3

Die Elektrophorese fand mit maximal 10 V/cm-Gellange und bei RT statt. Grof3e Gele
(20cm-25cm x 10cm)  wurden  bereits vor dem Lauf mit Ethidiumbromid
(Endkonzentration: 0.25 nM) versehen, kleine Gele (10 cm x 10 cm) wurden nach dem Lauf
in wassriger Ethidiumbromidlosung (1 pg/ml) gefarbt und anschlielend gewassert. Die DNA-
Banden konnten mit einer Geldokumentationsanlage durch UV-Licht sichtbar gemacht
werden, da der Fluoreszenzfarbstoff Ethidiumbromid in die DNA interkaliert. Die Bilder

wurden sowohl elektronisch gespeichert als auch ausgedruckt.
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2.3.1.2 Analytische Polyacrylamid-Gelelektrophorese

PCR-Produkte wurden durch Elektrophorese in 8 %igen Gelen (Acrylamid : Bisacrylamid
/29:1) in TPE-Puffer (Tris-Phosphat-EDTA-Puffer) mit einer GroRe von

10 cm x 10 cm x 0.1 cm bei einer Stromstarke von 45 mA analysiert.
TPE-Puffer: 80 mM Tris-Phosphat, 2 mM EDTA, pH 8.0

Die Gele wurden anschlieend mit Ethidiumbromid gefarbt, dann gewassert und mit der

Geldokumentationsanlage ausgewertet.

2.3.1.3 Analytische SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

In dieser Arbeit wurde zur Proteinanalyse die diskontinuierliche Polyacrylamid-
Gelelektrophorese verwendet. Aufgrund der Anwesenheit des Detergens SDS (sodium
dodecyl sulfate) konnte die elektrophoretische Auftrennung von Proteinen bzw. ihrer
Untereinheiten ausschlief3lich nach ihrem Molekulargewicht erfolgen.

Als Molekulargewichtsstandard wurde die Proteinmischung PageRuler (10, 15, 20, 25, 30,
40, 50, 60, 70, 85, 100, 120, 150, 200 kDa) verwendet.

Die Gele bestanden aus einem 12 %igen Trenngel (Acrylamid : Bisacrylamid /29 : 1) mit
pH 8.8 und einer GrofRe von 9cm x 6 cm x 0.1 cm, sowie einem 6 %igen Sammelgel
(pH 6.8) mit einer GréRe von 9 cm x 3 cm x 0.1 cm.

Der Lauf erfolgte bei einer Stromstarke von 35 mA. Die Gele wurden anschlieend dreimal
fiir 5 min gewéassert, in Coomassie® Brilliant Blue gefarbt und mit Wasser wieder entfarbt. Die

Proteinbanden behielten dabei ihre Farbung.

2.3.1.4 Western Blot

Western blotting® ist ein immunologisches Nachweisverfahren, mit dem man geringe
Proteinmengen sichtbar machen kann, fiur die die SDS-PAGE mit anschlieRender
Coomassie® Brilliant Blue Farbung nicht empfindlich genug ist. In dieser Arbeit wurde der
Western Blot eingesetzt, um das Expressionsniveau und Dimerisierungsverhalten von HA-
bzw. FLAG-fusionierten CAD-Varianten in HEK293T-Zellen zu tberprifen. Desweitern wurde
der Western Blot eingesetzt, um den proteasomalen Abbau von HA-fusioniertem CAD bzw.
DFF45 zu untersuchen.

Die Proteine wurden aus einem SDS-PAGE-Gel elektrophoretisch (Elektro-blotting) auf eine
Nitrozellulose-Membran transferiert. Dies geschah nach der semidry blotting-Methode in
einem kontinuierlichen Puffersystem.

Filterpapiere, Gele und Membranen wurden vor dem blotting in Transferpuffer eingelegt.
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Die Proteine wurden bei einer angelegten Spannung von 15V (20 V bei zwei Gelen) vom

Gel auf die Membran tbertragen.

} Filterpapiere

] SDS-Gel
PVDF-Membran

} Filterpapiere

Abb. 2.1: Aufbau eines Western Blots. Auf drei Filterpapiere wird zunachst die PVDF-Membran, die
zuvor in MeOH aktiviert wurde, gelegt, gefolgt vom Trenngel und schlie3lich wieder drei Filterpapieren.
Zuletzt wird mit einem Glasstab die Luft unter den Filterpapieren entfernt, indem das Ganze glatt

gerollt wurde.

Um unbesetzte Bindungsstellen auf der Membran zu belegen, wurde die Membran 1-2 h in
Blockpuffer eingelegt. Anschlielend wurde die Membran gewaschen.

Der Nachweis der interessierenden Proteine erfolgte mit spezifischen Antikérpern
(s. Tabelle 2.8) in einer nachfolgenden Reaktion mit Anti-Immunglobulinen, die mit
Meerrettich-Peroxidase gekoppelt sind.

Der erste Antikbrper erkannte spezifisch das gesuchte Protein. Nach 1-2 stundiger
Inkubation der Membran in der Antikdrper-Losung (1 x PBST, 2.5% Magermilchpulver,
Antikorper) folgten drei Waschschritte zu je 10 min. Wenn der erste Antikdrper nicht mit
Meerrettich-Peroxidase gekoppelt war, wurde anschliel3end die zweite Antikérperldsung auf
die Membran gegeben. Meerrettich-Peroxidase ist ein Enzym, welches in der Lage ist
Luminol unter Lichtaussendung zu oxidieren.

Nach weiteren drei Waschschritten wurde Luminol-haltige ECL™-Detektionslésung auf die
Nitrozellulosemembran (Amersham bioscience) pipettiert und die Lichtemission durch

Auflegen eines Rontgenfilms (Kodak) nachgewiesen.

Tabelle 2.8: Liste der verwendeten Antikdrper und deren Arbeitsverdinnung

Antikdrper Verdinnung
Anti-Actin, polyclonal 1:5000
Anti-DFF40/CAD (IN), polyclonal 1:500
Anti-DFF45/35 (NT), polyclonal 1:500
Anti-FLAG® M2-Peroxidase (HRP), monoclonal ~ 1:500
Anti-GST Antibody 1:1000
Anti-HA Peroxidase (HRP), monoclonal 1:2000

Goat Anti-Rabbit IgG (H+L) 1:4000
Anti-Sheep/Goat IgG-POD 1:2500
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2.3.2 Plasmid-DNA-Isolation

Zur Uberpriifung neuer Plasmid-Konstrukte musste die Plasmid-DNA zuvor aus den
entsprechenden E. coli-Zellen isoliert werden. Dazu wurde eine Plasmid-Mini-Praparation mit
dem Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System der Firma Promega durchgefiihrt.
Dabei wurde nach einem Protokoll des Herstellers vorgegangen, welches daflir geeignet ist,
aus einer 3 ml-Kultur bis zu 15 pg Plasmid-DNA zu isolieren.

Um eine gréRere Ausbeute an Plasmid-DNA zu erhalten, wurde eine Plasmid-Midi-/Maxi-
Praparation durchgefiihrt. Hierzu wurde das Pure Yield™ Plasmid Midi-/Maxiprep System der
Firma Promega eingesetzt, wodurch aus 250 ml Kulturen eine Ausbeute von 100-800 ng/ul
Plasmid-DNA erreicht wurde. Die Durchfiihrung entsprach den Angaben des Herstellers.

Beide Methoden sind Modifikationen des Verfahrens der alkalischen Lyse®®.

2.3.2.1 Ethanol-Fallung

Da fur einige Versuche Plasmid-DNA in sehr hoher Konzentration bendtigt wurde, konnte
dies durch eine Ethanol-Féllung erreicht werden. Das Prinzip der EtOH-Féllung beruht auf
der Tatsache, dass EtOH zum einen die Ldslichkeit der DNA erniedrigt und zum anderen ihr
die Hydrathille entzieht, wodurch die DNA ausfallt. Gleichzeitig kompensieren Kationen
(NaAc) die negative Ladung des Phosphatriickgrates.

Zur Durchfiihrung wurde 1 Vol. DNA-L6sung mit 1/10 Vol. 3 M NaAc (pH 5.2) und 2.5 Vol.
EtOH abs. gemischt und 10 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurde fir 20 min bei
14000 rpm zentrifugiert, das erhaltene Pellet wiederum mit 70 % EtOH abs. gewaschen und
erneut zentrifugiert. Schlie3lich wurde die gefallte DNA einrotiert und in Nuklease-freiem

Wasser aufgenommen. Somit konnten bis zu 3.5 pg/ul Plasmid-DNA erhalten werden.

2.3.3 Bestimmung der DNA-Konzentration

Die Konzentration von nukleinsdurehaltigen Lésungen wurde durch eine Absorptions-
messung bei einer Wellenl&dnge von 260 nm unter Aufnahme eines Spektrums im
Wellenlangenbereich zwischen 320 nm und 220 nm bestimmt. Dabei entspricht 1 E**°"™"
50 ng/pl dsDNA.
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2.3.4 Klonierung und Modifikation von DNA

2.3.4.1 Spaltung mit Restriktionsenzymen

Restriktionsspaltung von DNA wurde eingesetzt, um die korrekte Lange von Plasmiden oder
PCR-Produkten zu Uberprifen (analytische Restriktionsspaltung) oder um Fragmente mit
den bendétigten Enden fir die Klonierung in einen Plasmid-Vektor zu erzeugen (praparative
Restriktionsspaltung). Fur analytische Spaltungen wurden 0.1-0.5 pg DNA mit 10-20 U des
Restriktionsenzyms und dem vom Hersteller empfohlenen Puffer in einem 10 pl-Ansatz
gemischt und 1 h bei der optimalen Spalttemperatur des Enzyms inkubiert. Anschlie3end
wurden die Spaltprodukte durch Agarosegelelektrophorese bzw. Polyacrylamid-
Gelelektrophorese analysiert. Eine Aufreinigung der Proben war fiir rein analytische Zwecke
nicht notwendig. Fur praparative Spaltungen wurden 5 pg-10 ug DNA mit 10-20 U des
Restriktionsenzyms und dem vom Hersteller empfohlenen Puffer in einem 30-60 ul groRen
Ansatz gemischt und 1-2 h bei der optimalen Spalttemperatur des Enzyms inkubiert.
Die Proben wurden im Anschluss mit dem QIAquick® PCR Purification Kit (250) nach
Anleitung des Herstellers Qiagen gereinigt. Die Analyse der Spaltprodukte wurde mit

Agarose- bzw. Polyacrylamid-Gelelektrophorese durchgefiihrt.

2.3.4.2 Ligation von DNA-Fragmenten

Die Ligation von DNA-Fragmenten wurde mit dem Enzym T4-DNA-Ligase durchgefihrt. Im
Ligationsansatz befanden sich 50-100 ng Vektor und ein Uberschuss an Insert. Die Ligation
erfolgte 2 h bei RT oder U.N. bei 4 °C. Im Anschluss wurden die Ligations-Produkte mit dem
QIAquick® PCR Purification Kit (250) nach Anleitung des Herstellers Qiagen gereinigt und

konnten dann fur Transformationen eingesetzt werden.

2.3.5PCR

Mit Hilfe der Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) ist es mdglich,
DNA zu replizieren, wobei die Replikation von eingesetztem template und Primern abhangt®®.
Das DNA-template wird dabei in sukzessiven Zyklen von Denaturierung,
Primerhybridisierung bzw. primer annealing und Polymerisation exponentiell amplifiziert.

In dieser Arbeit wurde die PCR verwendet, um DNA flr praparative Zwecke zu amplifizieren
und um positive Klone nach einer Klonierung zu finden (screening). Als Primer dienten

Oligonukleotide, die Uber RP-Kartuschen gereinigt, von der Firma Biomers bezogen wurden.
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2.3.5.1 PCR-Standardbedingungen

PCR-Standard-Ansatz
Zur Amplifikation von zu klonierenden DNA-Fragmenten und zum Screenen von positiven

Klonen wurde im Wesentlichen PCR-Ansétze folgender Art bereitet:

100 ng Plasmid-DNA als template / E. coli Kolonie in H,O denaturiert
0.1 Vol. Polymerase 10 x Puffer (1.5 mM MgCly)

200 pM eines jeden dNTPs

0.3 UM 5' Primer

0.3 uM 3' Primer

0.05 U/l Pfu-DNA-Polymerase / Tag-DNA-Ploymerase

30 - 50 pl Endvolumen

PCR-Temperaturzyklusprofile

Die Polymerasekettenreaktion wurde bei folgendem Temperaturprofil durchgefihrt:

1. Einmalige Denaturierung (95 °C, 2-3 min)
2. Zyklische Wiederholungen von Denaturierung (95 °C, 30 sec), Primerhybridisierung
(50 °C-56 °C, 1 min) und Primerextension (68 °C/72 °C, 1-2 min)
Die Primerhybridisierungstemperatur hangt vom eingesetzten Primer-Paar ab. Sie wird nach

dem GC- bzw. AT-Gehalt der Primersequenzen ermittelt®.

Dabei gilt:
Tu=(G+C) x4 °C+ (A+T)x 2°C

Bei der Verwendung der Pfu-DNA-Polymerase wurde eine Primerextensionstemperatur von

68 °C eingestellt, bei der Tag-DNA-Ploymerase eine Temperatur von 72 °C.

3. Einmalige Primerextension (68 °C/72 °C, 5 min)
4. Abkihlung auf 4 °C.

2.3.5.2 Mutagenese-PCR

Mutagenese ist eine Mdglichkeit, die Sequenz der Nukleotide der DNA zu verandern. Die
gezielte Mutagenese (site-directed mutagenesis) erlaubt es, an spezifischen Stellen auf dem
DNA-Strang Mutationen zu erzeugen. Meist wird daflir die gewilnschte Mutation in die

Primer integriert, die fur die PCR verwendet werden. Bei der gezielten bzw.
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stellenspezifischen Mutagenese ist mindestens einer der Primer nicht 100% identisch mit der
DNA, an die er sich anlagert. Wahrend der Amplifikation wird so eine Mutation in das
synthetisierte DNA-Fragment eingefiihrt.

In dieser Arbeit wurde die Mutagenese-PCR durchgefiihrt, um eine Punktmutation in das
Plasmid pGEX2T-mCAD einzufiihren. Es wurden im Bereich der chaperone target region
(CTR) insgesamt sechs Codons verandert und somit sechs neue Varianten des Plasmides

hergestellt, die in der folgenden Liste aufgefuhrt sind.

Tabelle 2.9: Liste der generierten CAD-Varianten

Plasmid Austausch
pGEX2TmCAD E284A
pGEX2TmCAD V285A
pPGEX2TmCAD N286D
pPGEX2TmCAD 13227
pPGEX2TmCAD Y323A
pPGEX2TmCAD R324A

Die Durchfihrung erfolgte mit zwei aufeinanderfolgenden PCRs. Die erste PCR diente der
Einfuhrung der Mutation und wurde nach Standardbedingungen durchgefiihrt. Hierbei
enthielt einer der beiden Primer die einzubauende Punktmutation/das ausgetauschte
Nukleotid und als template wurde pGEX2T-mCAD verwendet. Zudem wurde jeweils eine
Markerschnittstelle eingebaut, um das Gelingen der PCR zu Uberprifen. Es entstanden
150 bis 250 bp-groRe PCR-Produkte, die nach einer Reinigung als Megaprimer fir die zweite
PCR dienten. In dieser PCR wurde erneut das gleiche template benutzt. Nachdem die PCR-
Produkte gereingt wurden, folgte ein Restriktionsverdau mit dem Enzym Dpnl, um das
Original-template zu zerstéren. Dpnl spaltet methylierte DNA, wodurch sichergestellt wird,

dass nur noch mit dem neu-amplifizierten Plasmid weitergearbeitet wird.

2.4 Expression und Reinigung rekombinanter Proteine aus E. coli

2.4.1 Expressionssysteme

In dieser Arbeit wurde CAD (Wildtyp und Varianten) als N-terminales Fusionsprotein mit
Glutathion-S-Transferase (GST; in diesem Fall GST-mCAD) mit DFF45 als Komplex in
BL21Gold(DE3)-Zellen koexprimiert, die mit den Expressionsvektoren pACET-DFF45 und
pPGEX-2T-mCAD transformiert waren.
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Aufgrund der Eigenschaften des Expressionssystems (Genotyp der Wirtszelle, Promotor,
Kontrollelemente etc.) wurde eine Uberexpression der gewiinschten Proteine in E. coli

erreicht.

2.4.2 Expression der Proteine im praparativen Mal3stab

Zur Expression l6slicher Proteine im préaparativen MalRstab wurden jeweils vier 500 ml-
Flussigkulturen (LB-Vollmedium, s. 2.2.1) des gewinschten E. coli-Stammes (s. 2.2.2) bis zu
einer Zelldichte von 0.50D°®"™ angezogen und danach durch Zugabe von IPTG
(Endkonzentration 1 mM) induziert. AnschlieRend wurden die Zellen geerntet (Zentrifugation:

2500 x g, 15 min, 4 °C), gewaschen (Resuspendieren in STE) und erneut zentrifugiert.

STE: 100 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI, 1.0 mM EDTA, pH 8.0

Danach erfolgte ein Ultraschallaufschluss (10 x 20 sec, duty cycle 50 %, output level 5) der

Zellen in einem fur die weitere Verarbeitung geeignetem Puffer.
Aufschlusspuffer: 20 mM HEPES pH 7.4, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 5 mM DTT, 10 % Glycerin, 0.01 % Triton

Nach dem Zellaufschluss folgte ein weiterer Zentrifugationsschritt, um die l6slichen und
unléslichen Komponenten dieser Suspension zu fraktionieren (31400 x g, 1 h, 4 °C). Der
I6sliche DFF-Komplex wurde zur weiteren Verarbeitung Uber Affinitdtschromatographie

(s. 2.4.3.1) gereinigt.

2.4.3 Reinigung von Fusionsproteinen aus E. coli

2.4.3.1 Glutathion-Sepharose-Affinitatschromatographie

Alle Proteine wurden als N-terminale GST-Fusionsproteine tberexprimiert, wodurch eine
affinitdtschromatographische Reinigung der Fusionsproteine mittels Glutathion-Sepharose
maoglich war. Diese Affinitdtsmatrix wurde saulenchromatographisch und im batch-Verfahren
eingesetzt.

Zur Reinigung der Proteine wurde nach dem Pelletieren der Zellfragmente (s. 2.4.2) der
Uberstand zu 1 ml Glutathion-Sepharose (aquilibriert in GST-Waschpuffer) gegeben und
unter Schitteln bei 4 °C an die Matrix gebunden. Danach wurde drei Mal mit GST-

Waschpuffer gewaschen.
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GST-Waschpuffer: 20 mM HEPES pH 7.4, 100 mM/0.75 M NaCl, 1 mM EDTA, 5 mM DTT,
10 % Glycerin, 0.01 % Triton

Die Elution erfolgte mit einem Puffer, der zusatzlich 20 mM reduziertes Glutathion enthielt.

AnschlieRend wurde gegen DFF-Dialysepuffer dialysiert.
DFF-Dialysepuffer: 20 mM HEPES pH 7.4, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 5 mM DTT, 10 % Glycerin, 0.01 % Chaps

2.4.3.2 Anionenaustauschchromatographie

Da die meisten biochemischen Experimente nur mit einer sehr reinen, hoch konzentrierten
DFF-Komplexpraparation durchzufuhren sind, wurde nach der affinitdtschromatographischen
Reinigung des Komplexes eine Anionenaustauschchromatographie mit einer Mono-Q-Saule
durchgefuhrt. Dadurch konnten Proteinverunreinigungen wie auch komplexgebundene
E. coli-DNA beseitigt werden. Diese Entfernung der Kontaminationen erfolgte mit einer
MonoQ HR5/5- oder HR10/10-Saule, bei einer Flussrate von 1 ml/min und einem
Salzgradienten von 100-400 mM NacCl.

MonoQ-Puffer: 20 mM HEPES, 10 mM KCI, 1.5 mM MgCl;, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA,

100/400 mM NacCl

Nachdem die Eluate in 1 ml-Fraktionen gesammelt worden waren, wurden sie durch SDS-
PAGE Uberpruft (s. 2.3.1.3). Zur Stabilisierung der Proteine wurde gegen Dialysepuffer
dialysiert und die Fraktionen anschlieend mit Centricon YM50-Ultrafiltrationseinheiten

konzentriert.

2.5 Expression und Reinigung von Proteinen aus eukaryotischen

Zelllinien

2.5.1 Kultivierung eukaryotischer Zellen

In dieser Arbeit wurden zwei eukaryotische Zelllinien eingesetzt:

1. HEK293T

Dabei handelt es sich um human embryonic kidney cells, die das grof3e T-Antigen des SV40-
Virus Uberexprimieren. Sie wurden in dieser Arbeit eingesetzt, um verschiedene Varianten
von DFF45 bzw. ICAD-L mit verschiedenen Varianten von CAD zu exprimieren. Die Proteine

wurden, je nach Versuch, gereinigt oder mit dem gesamten Zellextrakt auf ein SDS-Gel
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geladen, um das Expressionsniveau durch Western Blot-Untersuchungen Uberprifen zu

koénnen.

2. CHO

Diese Epithelzellen stammen aus den Ovarien chinesischer Hamster. Sie wurden in dieser
Arbeit verwendet, um EGFP-CAD bzw. EGFP-DFF45 in Kombination mit DD-DFF45 bzw.
DD-CAD zu exprimieren und den proteasomalen Abbau von EGFP-DFF45 in-vivo am

Fluoreszenzmikroskop zu beobachten.

Beide Zelllinien wachsen adharent als Monolayer in beschichteten Gewebekulturschalen,
wobei HEK293T-Zellen in DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) und CHO-Zellen in
RPMI (Roswell Park Memorial Institute)-Medium, jeweils versetzt mit 10 % FCS (Fotales
Kalber Serum) und 1 % Penicillin/Streptomycin-Gemisch wachsen. Die Inkubation erfolgt bei
37 °C in einer feuchtigkeitsgesattigten Atmosphare mit 5 % CO..

Um Kontaminationen mit Bakterien zu verhindern, war es beim Arbeiten mit eukaryotischen
Zellen besonders wichtig mit groRer Sorgfalt und unter sterilen Bedingungen zu arbeiten.
Das bedeutet, dass alle Gebrauchsgegenstande, Puffer und Nahrmedien vor dem Einsatz
autoklaviert werden mussten. Sowohl die Hande, als auch Medien- und Pufferflaschen
wurden mit 70 %igem EtOH vor dem Einsatz unter der Sterilbank desinfiziert.

Um die Zellen in der logarithmischen Wachstumsphase zu halten, wurden sie alle 2-3 Tage
verdiinnt und umgesetzt. Dabei wurde das Medium abgesaugt und die Zellen mit 10 ml
1 x PBS gewaschen. Das Abldsen der Zellen vom Boden der Gewebeschale wurde durch
Zugabe von 1 ml Trypsin/EDTA erreicht. AnschlieRend wurden die Zellen in neuem Medium
aufgenommen und mehrfach resuspendiert. Das Volumen der Trypsin/EDTA-, Medium- und
Zellsuspension soll 20 ml betragen. Die Zellen wurden, je nach Dichte, im Verhaltnis von

1:3 - 1:15 auf neue Schalen mit vorgelegtem, frischem Medium verteilt.

2.5.2 Transfektion von eukaryotischen Zellen

Die zur Transfektion von eukaryotischen Zellen eingesetzte DNA stammte aus Midi-
Praparationen und besall einen groRen scDNA-Anteil, um eine hohe Transfektionseffizienz
zu erreichen. Die Zellen wurden am Tag zuvor so ausgesat, dass sie am Tag der
Transfektion eine Dichte von 50 % besal3en. In dieser Arbeit wurden Transfektionen in

Schalen mit 14,5 cm und 9,4 cm Durchmesser durchgefthrt.
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2.5.2.1 Transfektion mit TransFast™ Transfection Reagent

Um HEK293T-Zellen mit Plasmid-DNA zu transfizieren, wurde das Transfektionsreagenz
TransFast™ der Firma Promega verwendet. Bei dieser Methode wurde nach dem Protokoll
des Herstellers verfahren und TransFast™ im dreifachen Uberschuss im Verhaltnis zur DNA

zugegeben.

2.5.3 Ernte und Aufschluss eukaryotischer Zellen

24 h nach der Transfektion wurde das Medium von den Zellen abgesaugt und mit 10 ml
1 x PBS gewaschen. AnschlieRend erfolgte die Zugabe von 800 pl CelLytic™ M Cell Lysis
Reagent von Sigma. Da die Zellen am Boden haften, wurden sie mit Hilfe eines
Silikonschabers geerntet und in ein Eppendorfreaktionsgefald Gberfuhrt. Im Anschluss wurde
die Suspension fir 1 h bei 4 °C inkubiert und bei 14000 rpm und 4 °C abzentrifugiert. Der
Uberstand wurde iiber jeweilige beads gereinigt (s. 2.5.4).

Die gereinigten Proteine wurden mit SDS-PAGE (s. 2.3.1.3) aufgetrennt und anschliel3end

durch einen Western Blot (s. 2.3.1.4) auf Expressionsniveau und Molekulargewicht tberprift.

2.5.4 Expression und Reinigung von Proteinen aus eukaryotischen

Zellen

Nachdem die Zellen geerntet und aufgeschlossen wurden (s. 2.5.3), erfolgte die Reinigung
der Proteine. Da zuvor die Proteine mit einem tag versehen wurden (FLAG-tag, HA-tag),
konnten diese somit Uber dementsprechende beads (FLAG-beads, HA-beads) gereinigt
werden. Die im Uberstand befindlichen Proteine konnten an die beads binden und somit von
den restlichen Proteinen im Uberstand gereinigt werden. Im Fall der hier verwendeten
Reinigung der Proteine geht die weitere Durchfihrung dber in den Ko-

immunoprazipitationsversuch (s. 2.6.4).
2.6 Charakterisierung von Proteinen

Um das Molekulargewicht von Proteinen zu bestimmen, wurde eine SDS-PAGE mit

anschlieRender Coomassie® Brilliant Blue Farbung (s. 2.3.1.3) durchgefiihrt.
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2.6.1 Bestimmung der Konzentration von Proteinen

2.6.1.1 Rekombinante Proteine aus E. coli

Die Konzentration von proteinhaltigen Losungen wurde durch eine Absorptionsmessung bei
einer Wellenlange von 280 nm unter Aufnahme eines Spektrums im Wellenldngenbereich
zwischen 320 nm und 220 nm bestimmt. Dabei wurden die molaren Extinktionskoeffizienten

mit Hilfe des Algorithmus

eProtein = n x Trp x 5500 + n x Tyr x 1490 + n x Cys-S-S-Cys x 125 [M™* x cm™]

berechnet®’,

2.6.1.2 Rekombinante Proteine aus eukaryotischen Zellen (Bradford-Assay)

Da die Menge rekombinanter Proteine aus eukaryotischen Zellen relativ gering war, wurde in
diesem Fall der Bradford-Assay verwendet®?, um die Proteinkonzentration zu bestimmen.
Der Bradford-Assay beruht auf der Bindung des Farbstoffes Coomassie Brilliant Blue G-250
an Protein in saurer LOosung und einer damit verbundenen Verschiebung des
Absporptionsmaximum von 456 nm zu 595 nm.

Zunachst wurde mit BSA (bovine serum albumin) eine Standardkurve aufgenommen mit
deren Hilfe dann die zu untersuchenden Proteine verglichen werden konnten. Die Proteine
wurden in jeweiliger Verdiinnung eingesetzt, wobei 1 pl der Proteinverdinnung mit 49 pl des

Bradford-Puffers vermischt wurde.
Bradford-Puffer: 10 mM Tris pH 8.0, 50 mM NacCl

Danach wurden 50 ul des Bradford-Reagenzes hinzupipettiert und 10 min bei RT inkubiert.
SchlieB3lich konnte gegen einen Referenz-Wert die Konzentrationen der Proteine mit Hilfe der

photometrischen Absorption bei 595 hm gemessen werden.

2.6.2 Nuklease-Aktivitatsassay

Die enzymatische Aktivitdt von DFF40 (CAD) sowie den Varianten des Enzyms wurde durch
Spaltung von sc-Plasmid-DNA nachgewiesen. Ein affinitdtschromatographisch (s. 2.4.3.1)
oder zusatzlich HPLC (s. 2.4.3.2) gereinigter DFF-Komplex wurde mit Caspase-3 A1-18
aktiviert. Dabei wurde DFF45 an den Positionen Aspll17 und Asp224 gespalten. In einem
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Volumen von 10 wurde 25ng/ul Plasmid-DNA mit Enzym-Konzentrationen von
0.25 nM-5 pM und 5 mM MgClI, fiir 30 min bei 37 °C in Spalt-Puffer inkubiert.

Spalt-Puffer: 20 mM HEPES, 100 mM NaCl, 2 mM EDTA, 0.01 % Chaps, 10 % Glycerin

Danach wurden die Ansatze gelelektrophoretisch mit 0.8 %igen TBE-Agarosegelen

(s. 2.3.1.1) auf Plasmidspaltung untersucht.

2.6.3 DNA-Bindungsassay

Das DNA-Bindungsverhalten von DFF-Varianten wurde mit Hilfe eines DNA-Bindungsassays
bzw. Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA) untersucht.

Hierflr wurde in 10 pl Ansétzen Plasmid-DNA (s. 2.2.3) mit DFF fir 20 min bei RT in Shift-
Puffer inkubiert, wobei die Plasmid-DNA in einer Konzentration von 25 ng/ul eingesetzt

wurde.

Shift-Puffer: 20 mM HEPES, 100 mM NacCl, 2 mM EDTA, 0.01 % CHAPS, 10 % Glycerin

AnschlieRend wurden die Ansatze mit 5xAAP ohne SDS versetzt und auf 0.8 %igen TBE-

Agarosegelen untersucht (s. 2.3.1.1).

2.6.4 Koimmunoprazipitationsversuche

In dieser Arbeit wurden Koimmunoprazipitationsversuche durchgefihrt um zu untersuchen,
ob eine Dimerisierung von bestimmten CAD-Varianten bzw. ICAD-L-Varianten stattfand.
Dafiir wurden mehrere Ansétze mit verschieden fusionierten Varianten durchgefiihrt, die aus

der folgenden Tabelle zu entnehmen sind.

Tabelle 2.10: Liste der Ko-IP Versuchsanséatze

Ansatz Plasmide IP Antikorper

1 pCI-CAD-FLAG, pCl-cmyc-DFF45 FLAG o-FLAG, a-DFF45

2 pCI-CAD-HA, pCl-cmyc-DFF45 HA a-HA, o-DFF45

3 pCI-CAD-FLAG, pCI-CAD-HA, pCIl-cmyc-DFF45 FLAG, HA  o-FLAG, a-HA, a-DFF45

4 pCI-CAD-FLAG, pCI-CAD-cmyc, pCI-ICAD-L-HA HA o-FLAG, a-HA
(in einer bzw. zwei Schalen)

5 pCI-CAD-cmyc, pCI-ICAD-L-HA, cmyc o-FLAG, a-HA
pCI-ICAD-L-FLAG (in einer bzw. zwei Schalen)

6 pCI-ICAD-L-HA, pCI-ICAD-L-FLAG FLAG o-FLAG, a-HA

(in einer bzw. zwei Schalen)

35



Material und Methoden

Zunachst wurden HEK293T-Zellen mit diesen verschieden fusionierten CAD-Varianten bzw.
ICAD-L-Varianten transfiziert und wie oben beschrieben, geerntet und aufgeschlossen
(s. 2.5.3). Nachdem die Zellen pelletiert wurden und sich somit die Proteine im Uberstand
befanden, wurden diese an die jeweiligen beads (s. Tabelle 2.10), die zuvor aquilibriert
wurden, 2 h bei 4 °C gebunden. AnschlieRend wurden die Ansatze fir 5 min bei 800 rpm
zentrifugiert und mit CellLytic™ M Cell Lysis Reagent gewaschen. Nach erneutem
Zentrifugieren wurden entweder die beads mit gebundenen Proteinen auf ein SDS-Gel
geladen, oder es wurde mit entsprechenden Peptiden (FLAG-/HA-Peptiden) eluiert, und
demzufolge die eluierten Proteine geladen. Die weitere Auswertung erfolgte durch einen
Western Blot (s. 2.3.1.4), wobei die verwendeten Antikorper ebenfalls der Tabelle 2.10 zu

entnehmen sind.

2.6.5 Forcierte Heterodimerisierung

Um Heterodimere von CAD (Wildtyp und Varianten) reinigen zu kdnnen, wurde zu Beginn
deren Heterodimersierung forciert. Zunachst wurden HEK293T-Zellen mit drei verschieden
fusionierten CAD-wt-Konstrukte (s. 2.5.1) transfiziert, um die Expression und anschlieRend
deren Reinigung Uber die jeweiligen tags untersuchen zu kénnen. In der folgenden Tabelle
sind diese CAD-wt-Konstrukte aufgefuhrt.

Tabelle 2.11: Liste der eingesetzten CAD-Konstrukte fiir Expression und Reinigung

Ansatz  Plasmide IP Antikorper
1 pC,-EN-F1-CAD-wt-HA-FLAG, pCl, pCl-cmyc-DFF45 FLAG o-HA
2 pC4-RyE-CAD-wt-HA, pCl, pCl-cmyc-DFF45 HA a-HA
3 pC4-EN-F1-CAD-wt-HA-Strep, pCl, pCl-cmyc-DFF45 Strep o-HA

AnschlieRend wurden Heterodimerisierungsansatze mit den jeweiligen CAD-Varianten

durchgefihrt, die in der folgenden Tabelle aufgelistet sind.

Tabelle 2.12: Liste der Heterodimerisierung-Versuchsansatze

Ansatz  Plasmide IP Antikdrper

1 pC4-EN-F1-CAD-wt-FLAG, pC4-RyE-CAD-wt-HA, FLAG o-HA
pCl-cmyc-DFF45

2 pC4-EN-F1-CAD-R168A-FLAG, pC4-RHE-CAD-wt-HA, FLAG o-HA
pCl-cmyc-DFF45

3 pC4-EN-F1-CAD-R168A/H263A-FLAG, FLAG o-HA
pC4-RLE-CAD-wt-HA, pCl-cmyc-DFF45

4 pC4-EN-F1-CAD-wt-FLAG, pC,4-R{E-CAD-H263-HA, FLAG o-HA

pCl-cmyc-DFF45
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Die Transfektion in HEK293T-Zellen wurde wie oben beschrieben (s. 2.5.2.1) durchgefihrt,
wobei noch das Rapamycin-Analog AP21967 hinzugefiigt wurde, welches die jeweiligen
Proteine zur Dimerisierung zwingt. Nachdem die Proteine 0.N. exprimiert wurden, erfolgte
die Ernte und der Zellaufschluss ebenfalls wie oben beschrieben (s. 2.5.3). Bevor die
Proteine nun Uber FLAG-beads aufgereinigt wurden, wurde von jedem Ansatz Zellextrakt
entnommen, um auf Expression zu Uberprifen. Sowohl der Zellextrakt als auch die
gereinigten Proteine wurden elektrophoretisch getrennt (s. 2.3.1.3) und schliel3lich Uber

einen Western Blot analysiert (s. 2.3.1.4). Die Detektion erfolgt Gber einen a-HA-Antikdrper.

2.6.6 Proteasomaler Abbau

Um den proteasomalen Abbau des DFF-Komplexes zu untersuchen, wurden zuvor neue
CAD- und DFF45-Varianten generiert. HEK293T-Zellen wurden daraufhin mit den Plasmiden
pPT-DD-CAD-HA/pCI-DFF45-HA und pCI-CAD-HA/pPT-DD-DFF45-HA kotransfiziert, wobei
der membran-permeable stabilisierende Ligand Shieldl dem DMEM-Medium in geringer
Konzentration (500 nM) hinzugeftigt wurde. Nachdem die Proteine 0.N. exprimiert wurden,
erfolgte am darauffolgenden Tag ein Mediumwechsel. Den jeweiligen Ansatzen wurde dabei
das Shieldl-enthaltende Medium abgesaugt, vorsichtig mit 1 x PBS gewaschen und erneut
Medium (ohne Shieldl) zugegeben. Die Platten wurden dann fir die restliche Zeit wieder in
den Warmeschrank bei 37 °C gestellt. Den Ansatzen wurden somit nach 240 min, 120 min,
60 min und 30 min der stabilisierende Ligand Shieldl entzogen. Die Ernte und der
Aufschluss der Zellen erfolgten wie in 2.5.3 beschrieben. Mit dem erhaltenen Zellextrakt
wurde anschlieBend ein Bradford-Assay durchgefihrt (s.2.6.1.2) und die Proteine
letztendlich Gber einen Western Blot analysiert (s. 2.3.1.4). Die Detektion fand mit dem a-HA-

Antikérper statt.

2.6.6.1 Mikroskopische Analyse des proteasomalen Abbaus von
DD-CAD/DFF45 koexprimiert mit EGFP-DFF45/CAD in CHO-Zellen

Die Untersuchung des proteasomalen Abbaus von DD-DFF wurde mit Hilfe eines Zeiss
(Germany) Axiophot Fluoreszenzmikroskops durchgefuhrt, welches vom Institut fiir Genetik
der Justus-Liebig-Universitat Giel3en zur Verfligung gestellt wurde. Das Mikroskop verfiigte
Uber eine Kamera, mit welcher Ausschnittbilder der Zellen zur Dokumentation des
Experiments gemacht wurden.

EGFP-Fusionsproteine, EGFP-CAD und EGFP-DFF45, wurden jeweils mit DD-DFF45 bzw.
DD-CAD in CHO-Zellen in An- und Abwesenheit von Shieldl exprimiert. Aufgrund der
Abwesenheit von Shieldl war kein stabilisierender Ligand enthalten, wodurch proteasomaler

Abbau des Proteins stattfinden konnte, der 24 h nach der Transfektion untersucht wurde.

37



Material und Methoden

2.6.6.2 Zellkern-Farbung transfizierter Zellen

Um den Zellkern unter dem Fluoreszenzmikroskop klar vom Cytoplasma der Zelle
unterscheiden zu konnen, wurde die DNA gefarbt. Dazu wurde der kommerziell erhaltliche
Fluoreszenzfarbstoff Hochst 33342 benutzt, der aufgrund seines lipophilen Charakters
intakte Zellmembranen durchqueren kann und im Zellkern an die kleine Furche der DNA
bindet. Der Farbstoff kann bei 350 nm angeregt werden und emittiert blau fluoreszierendes
Licht bei 461 nm. Der Farbstoff wurde direkt in das DMEM gegeben, kurz inkubiert und
schlie3lich zusammen mit dem Medium abgesaugt. AnschlieRend wurden die Zellen mit

Medium gewaschen und zum Mikroskopieren mit Phosphate Buffered Saline (PBS) bedeckt.
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3. Ergebnisse

3.1 Charakterisierung einer moglichen chaperone target region
(CTR) von CAD

Da bisher wenig sowohl Gber die Chaperonfunktion von ICAD-L (DFF45) als auch Uber die
Zielregion in CAD, die einer Hilfe bei der Faltung bendtigt, bekannt war, sollte das Phdnomen
der Abhangigkeit der korrekten Faltung der Caspase-aktivierten DNase von der Anwesenheit
des Faltungshelfers und Inhibitors ICAD-L (DFF45) néher untersucht werden. Betrachtet
man die Struktur der Caspase-aktivierten DNase so fallt auf, dass wichtige Reste des aktiven
Zentrums in einem ausgedehnten loop am C-Terminus liegen, der nur eine sehr kleine
Kontaktflache mit dem Restprotein aufweist. Dieser intramolekularen Interaktion kommt eine
wichtige Rolle zu, da sie in einer strukturell bedeutsamen Region liegt, deren korrekte
Faltung die strukturelle Integritédt des gesamten aktiven Zentrums bestimmt. Im weiteren
Verlauf enthalt sie ein Kernlokalisationssignal (NLS), welches mit dem aus dem Inhibitor
integriert, ein zusammengesetztes NLS bildet®®. Die korrekte raumliche Anordnung der fiir
die Katalyse wichtigen Aminosaurereste hangt stark von der korrekten Positionierung dieses
loops ab. Abweichungen davon wirden bewirken, dass die Nuklease in inaktiver Form
vorliegt. Eine Hypothese zur Wirkungsweise der Faltungshelferaktivitdt von ICAD-L stitzt
sich auf die Vorhersage einer intrinsisch ungefalteten Region genau innerhalb dieses loops
am C-Terminus der Nuklease (s. 1.2.1). Es wére vorstellbar, dass diese Region der Hilfe
durch ICAD-L (DFF45) zur korrekten Ausbildung ihrer Struktur und damit einer &auf3erst
wichtigen intramolekularen Interaktion in CAD bedarf. Ein Ziel dieser Arbeit war es
deswegen, diese intrinsisch ungefaltete Region genauer zu untersuchen und so ihren Einflul
auf die Aktivitat der Nuklease sowie deren Interaktion mit dem Inhibitor und Chaperon
ICAD-L (DFF45) zu beleuchten.

3.1.1. Vorhersage einer intrinsisch ungefalteten Region in CAD (DFF40)

Um die potentiell intrinsisch ungefaltete(n) Region(en) (IUR) in CAD ausfindig zu machen,
wurde die Aminosauresequenz von CAD in verschiedene web-basierte Software-
Programme, sogenannte Pradiktoren (predictors), eingespeist. Diese Pradiktoren basieren
auf der Annahme, dass das Fehlen einer regularen Struktur in spezifischen Merkmalen der
Aminosauresequenz kodiert wird, und kdnnen auf dieser Basis intrinsisch unstrukturierte
Regionen innerhalb eines Proteins vorhersagen®.

Die Ergebnisse der vier Pradiktoren VLXT, VL3, IUPred und RONN ergaben, dass ab einem

bestimmten Aminosaurerest (Thr312) die Wahrscheinlichkeit des Vorliegens einer intrinsisch
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ungefalteten Region Uber 0.5 steigt, so dass anzunehmen ist, dass die folgenden

Aminoséaurereste wahrscheinlich eine solche unstrukturierte Region bilden (s. Abb. 3.1).

— VLXT
—VL3
— |UPred
—RONN

Wahrscheinlichkeit

Nummer der AS-Reste

Abb. 3.1: Potentiell intrinsisch ungefaltete Region am C-Terminus von CAD. Gezeigt ist ein
Diagramm, in dem die Wahrscheinlichkeit einer intrinsisch unstrukturierten Region von CAD am Ende
des C-Terminus vorhergesagt wird. Nach dem AS-Rest Thr312 steigt die Wahrscheinlichkeit bei allen
vier verwendeten Pradiktoren (VLXT, VL3, IUPred, RONN) tber 0.5, was bedeutet, dass die folgenden

AS sehr wahrscheinlich unstrukturiert vorliegen.

Mit Hilfe des oben gezeigten Diagramms wurde eine potentielle IUR identifiziert, die am C-
Terminus von CAD zu finden ist und 13 AS-Reste vor dem NLS beinhaltet (s. Abb. 3.2).

Diese IUR, die Teil eines langen loops ist, bindet Uber drei Aminosdurereste an einen kleinen
loop zwischen a-Helix 7 und 8 der Nuklease, der zur katalytisch relevanten Region des
Enzyms z&hlt. Diese Interkation kénnte somit sehr wichtig fur die strukturelle Integritat des
aktiven Zentrum der Nuklease sein und die entsprechende Region tatsachlich als target-site

fur die Faltungshelferaktivitat von ICAD-L (DFF45) in Frage kommen.

IUR NLS

I I l
CAD 312-THKLECDRSRIYRPQTGSRRKQPARKKRPARKR-344

DFF40 311-THKLNCDPSRIYKPQTRLKRKQPVRKRQ-338

Abb. 3.2: C-Termini von CAD und DFF40. Gezeigt ist eine vermutlich intrinsisch unstrukturierte
Region (IUR), die unmittelbar vor dem Kernlokalisationssignal (NLS) liegt. Die unterschiedlich farbig

markierten Buchstaben entsprechen den Aminosauren, die die Region flankieren, die von den
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jeweiligen Pradiktoren als intrinsisch unstrukturiert vorhergesagt wurden. Grin: VL3, blau: VLXT, rot:
IUPred, schwarz/unterstrichen: RONN.

Im Vorfeld dieser Arbeit wurden einige Untersuchungen durchgefiihrt, die vermuten liel3en,
dass diese Region eine wichtige strukturelle Aufgabe hat. Dies fuhrte zu der Hypothese,
dass ICAD-L (DFF45) als Faltungshelfer wichtig fur die Ausbildung der korrekten Struktur in
dieser Region der Nuklease ist (Meiss, unverdéffentlicht). Zur Uberpriifung dieser Hypothese
wurden in dieser Arbeit CAD-Varianten generiert, die in genau dieser Region, im folgenden

chaperone target region (CTR) genannt, einen Aminosaurerest-Austausch aufweisen.

3.1.2 Auswahl und Klonierung der CTR-Konstrukte

Da der loop der IUR eine Bindung mit dem loop zwischen der a-Helix 7 und 8 der Nuklease
eingeht (s. Abb. 3.3), wurden Varianten von CAD generiert, die in beiden Regionen

Aminosaurerest-Austausche aufweisen.

. Chaperone target region?

c2

CAD-Protomer _

Abb. 3.3: Bindung des loops zwischen a-Helix 7 und 8 mit dem loop der IUR innerhalb eines
CAD-Protomers. Gezeigt ist ein Modell eines CAD-Protomers bestehend aus der C2- und C3-
Doméne. Neben dem aktiven Zentrum und den fir die Katalyse wichtigen Strukturen (in rot
dargestellt) kann man erkennen, dass die beiden loops eine Bindung eingehen, in die folgende AS
integriert sind. Im loop zwischen a-Helix 7 und 8 **EVN?®*® und im loop der vorhergesagten intrinsisch

unstrukturierten Region die AS 322y R34,

Die neu generierten CAD-Varianten sind in der folgenden Tabelle aufgefihrt.
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Tabelle 3.1: Liste der generierten Varianten von CAD

loop zwischen a-Helix 7 und 8 loop (IUR)
Aminoséaure Position ~ Mutation Aminoséaure Position Mutation
Glutaminséaure 284 Alanin Isoleucin 322 Threonin
Valin 285 Alanin Tyrosin 323 Alanin
Asparagin 286 Asparaginsaure Arginin 324 Alanin

Diese mittels Mutagenese-PCR (s. 2.3.5.2) generierten CAD-Varianten, die zur affinitats-
chromatographischen Reinigung einen N-terminalen GST-tag enthalten, wurden

anschlief3end in E. coli exprimiert.

3.1.3 Expression der CTR-Varianten in E. coli

Nachdem die verschiedenen Varianten von CAD erfolgreich kloniert wurden, erfolgte deren
Expression in E. coli (s.2.4.2). Hierfur wurden BL21Gold(DE3)-Zellen, die bereits das
Chaperon DFF45 enthielten, mit den jeweiligen Plasmiden transformiert (s. 2.2.5.1), wodurch
der DFF-Komplex koexprimiert werden konnte.

Die Genexpression wurde induziert, wobei vor und nach der Induktion mit IPTG jeweils eine
Probe entnommen wurde, die auf ein SDS-Gel (s. 2.3.1.3) aufgetragen wurde. DFF wurde
U.N. exprimiert, die Zellen mit Ultraschall aufgeschlossen und anschlieRend die Proteine

gereinigt.

wt  E284A V285A N286D [322T Y323A R324A
kDaM - + - + - + - + - + - + - + |PTG
60 . | GST-CAD

50 -

40 w DFF45

30

Abb. 3.4: Expression von DFF-Komplexen. Gezeigt ist ein Coomassie Brilliant Blue® gefarbtes
SDS-Gel, auf dem jeweils die Proben des Wildtyps (wt) als auch der einzelnen CAD-Varianten vor und
nach der Induktion aufgetragen wurden. Man erkennt deutlich die beiden Banden der Untereinheiten
des DFF-Komplexes, von GST-CAD bei ca. 60 kDa und von DFF45 bei ca. 42 kDa.

Nach Induktion der Genexpression sind zwei deutliche Banden bei ca. 42 kDa und bei
60 kDa zu erkennen (Abb. 3.4). Die Bande bei 42 kDa entspricht dem Chaperon DFF45. Da
die Nuklease CAD (40 kDa) mit einem GST-tag (27 kDa) versehen ist und demzufolge
GST-CAD eine Grof3e von etwa 67 kDa besitzt, entspricht somit die Bande bei ca. 60 kDa
dem Fusionsprotein. Die Bandenintensitaten von GST-CAD und DFF45 sind ungefahr gleich

stark, d.h. beide Proteien wurden im gleichen Mal3e exprimiert.
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Nach gegliickter Koexpression der DFF-Untereinheiten erfolgte die Reinigung Uber den

N-terminalen GST-tag.

3.1.4 Reinigung der CTR-Varianten

Zunachst erfolgte die Reinigung der Proteine, aufgrund ihres GST-tags, mit Hilfe einer

affinitatschromatographischen Methode.

3.1.4.1 Affinitatschromatographie

Bei der Affinitdtschromatographie (s. 2.4.3.1) bindet das zu reinigende Protein, in diesem Fall
Uber einen GST-tag, an eine Affinitatsmatrix, die hier aus Glutathion-Sepharose besteht. Es
sollten nur die Proteine an die Matrix binden, die eine hohe Affinitat aufweisen, d.h. die einen
GST-tag tragen. Allerdings kann es auch dazu kommen, dass andere Proteine unspezifisch
an die Matrix binden und somit ebenfalls gereinigt werden.

Um eine hohere Proteinausbeute zu erhalten, wurden die Proteine nach zweistiindiger
Bindung an den beads gewaschen und eluiert. AnschlieRend wurde der Uberstand erneut
auf beads gegeben, um die noch im Uberstand befindlichen ungebundenen DFF-Komplexe
0. N. an die beads binden zu lassen. Die Reinigung wurde kontrolliert, indem jeweils drei
Eluate mittels SDS-PAGE (s. 2.3.1.3) analysiert wurden.

wt  E284A V285A N286D 1322T Y323A R324A
kDaM12 3123123123123 12312 3 Eluate
. .= GST-CAD

Bindung: 2h 50/ -
- DFF45

wt  E284A V285A N286D 1322T Y323A R324A

kDaM 123 123123123123123123 Elate
u i :-‘..
WP e e e — e — G GST-CAD
Bindung: G.N. 50\,‘_ iz 3 03
40 B :
'\ﬁ—- !.._.... DFF45

Abb. 3.5: Reinigung des DFF-Komplexes ber Glutathion-Sepharose-Affinitatschromato-
graphie. Gezeigt sind Coomassie Brilliant Blue® gefarbte SDS-Gele, die eine unterschiedliche Menge
an gebundenem Protein des Wildtyps (wt) und der einzelnen CAD-Varianten zeigen. Oben: 2 h

Bindungszeit. Unten: Bindung tber Nacht.
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Obwohl nahezu gleiche Mengen CAD und DFF45 exprimiert wurden, konnten nach der
Reinigung Uber Glutathion-Sepharose mit Ausnahme des Wildtyps keine Komplexe mit
anndhernd ausgeglichenem Verhéltnis von Chaperon und Nuklease gewonnen werden
(s. Abb. 3.5). Es ist zu erkennen, dass die Uber-Nacht-Bindung in dieser Hinsicht effektiver
war (s. Abb. 3.5, unten) als eine nur zweistiindige Bindung der Proteine an die
Affinitatsmatrix (s. Abb. 3.5, oben), wobei fur die weitere Durchfiihrung die Eluate jeweils
vereint wurden. Zudem war der affinitdtsgereinigte DFF-Komplex nicht rein genug, d.h. die
Eluate enthielten noch andere Proteine, die unspezifisch an die Matrix gebunden hatten.

Deshalb erfolgte nach der Reinigung Uber Glutathion-Sepharose eine zweite Reinigung der

Proteine, und zwar mit Hilfe einer Anionenaustauschchromatographie.

3.1.4.2 Anionenaustauschchromatographie

Die zuvor Uber GSH-Affinitatschromatographie gewonnenen DFF-Komplexe wurden
anschlieRend Uber Anionenaustauschchromatographie (s. 2.4.3.2) mittels einer Mono-Q-
Saule gereinigt, um Verunreinigungen durch unspezifisch gebundene Proteine oder
komplexgebundene E. coli-DNA zu beseitigen.

Die in 1 ml-Fraktionen aufgefangenen Eluate wurden auf SDS-Gele (s. 2.3.1.3) aufgetragen,

um herauszufinden, in welcher Fraktion sich der gereinigte DFF-Komplex befand.

kbaM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
70

60 N— _—

50 .y b cnep

40 -ﬁﬁ-n-

kfua’""123455739m“12 kbaM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

GST-CAD wt

DFF45

60 - ; 70
= e B GST-CADE284A 60 =
50 50 Naw
40 % —— DFF45 ng.
kbaM 12 3 456 7 8 9 1011213141516 kbaM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
- 70 [ —
gg = 60 == ————
== GST-CAD V285A —_— &
=0 = =i 33 - : GST-CAD Y323A
40 I8 = DFF45 - DFF45
- —— 3 30 W .
kDa M1 2 3 456 7 8 9 1011 1213 141516 RTEJUaM_1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
70 3
60 = — = gg = GST-CAD R324A
50 % —_— - r33 GST-CAD N286D ~
: a0 [ng DFF45
a0~ = == : DFF45 20 S

Abb. 3.6: Reinigung des DFF-Komplexes Uber Anionenaustauschchromatographie. Gezeigt sind
Coomassie Brilliant Blue® gefarbte SDS-Gele, auf denen die Fraktionen der HPLC-L&ufe des Wildtyps
(wt) als auch der einzelnen Varianten aufgetragen sind. Zu erkennen ist, dass trotz wiederholter
Reinigung die DFF-Komplex-Praparationen immer noch Verunreinigungen aufweisen und dass die

Nuklease, mit Ausnahme des Wildtyps, in geringerer Menge erhalten wurde als das Chaperon. Der
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Pfeil zeigt jeweils auf die schwer erkennbare Bande von CAD. Bei der Bande oberhalb von GST-CAD

handelt es sich um das E. coli Chaperon DnakK.

Nach dem Lauf Uber die Mono-Q-Saule konnte im Fall von GST-CAD wt und
GST-CAD E284A jeweils ein annahernd stéchiometrischer Komplex mit dem Chaperon
DFF45 gereinigt werden (s. Abb. 3.6). Im Gegensatz dazu konnte dies bei den anderen DFF-
Komplexen nicht erzielt werden, da hier mehr Chaperon als Nuklease erhalten wurde.
Nachdem die Fraktionen, in denen sich der DFF-Komplex befand, ermittelt wurden, erfolgte
U.N. eine Umpufferung in Dialysepuffer, der u.a. auch 10% Glycerin enthielt. Somit konnten
die DFF-Komplexe bei -20°C gelagert werden bzw. waren fur die darauffolgenden
Untersuchungen einsetzbar.

Es konnten zwar alle DFF-Komplexe gereinigt werden, allerdings waren diese Komplexe
sehr instabil, was durch die Reinigung der Proteine beobachtet werden konnte. Die
Reinigung wird in erster Linie Uber das Chaperon DFF45 bewerkstelligt, da dieses mit seiner
stark negativen Ladung an die positive Saulenmatrix bindet. Somit wird auch die im Komplex
an DFF45 gebundene Nuklease CAD gereinigt. Wenn allerdings die Bindung innerhalb des
Komplexes durch geschwachte Interaktion der beiden Proteine reduziert ist, kann CAD
wahrend des Waschschrittes von DFF45 gerissen werden. Dies resultiert in einem

Missverhaltnis an Nuklease und Inhibitor im Eluat.

3.1.5 Aktivierungsassay der DFF-Komplexe

Zunachst wurde untersucht, ob die neu generierten DFF-Komplexe, bestehend aus CAD-
Wildtyp oder einer CAD-Variante und DFF45, aktivierbar waren. Dazu wurde der DFF-
Komplex mit Caspase-3 fir 30 min bei 37 °C inkubiert, wodurch der gebundene Inhibitor
DFF45 gespalten werden sollte und dessen Spaltfragmente auf einem SDS-Gel (s. 2.3.1.3)
zu sehen sein sollten.

Es konnte gezeigt werden, dass alle DFF-Komplexe durch Caspase-3 aktivierbar waren, da
die entsprechenden Spaltprodukte detektiert werden konnten. Allerdings war die
Konzentration der Nuklease sehr gering und konnte teilweise auf den Gelen nicht detektiert
werden. Zudem erwiesen sich die Konzentrationen von CAD auf dem Gel als so
unterschiedlich (s. Abb. 3.6), dass in einem weiteren Aktivierungsassay diese zuvor
angeglichen wurden. Hierfir wurde durch densitometrische Auswertungen mit Hilfe des
Programms TotalLab die Nuklease-Konzentration der CAD-Varianten an die des CAD-
Wildtyps angeglichen. Allerdings konnten auch dieses Mal keine uUbereinstimmenden
Nuklease-Konzentrationen der Komplexe erhalten werden, welches auf eine starke

Instabilitdt der Komplexe hinweist.
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Als néchster Schritt wurde ein Nuklease-Aktivitatsassay durchgefiihrt um zu untersuchen,
wie sich der entsprechende Aminosaurerest-Austausch in CAD auf die Spaltaktivitat

auswirkt.

3.1.6 Nuklease-Aktivitdtsassay

Um die Auswirkung der Veradnderung in der Aminosauresequenz von CAD auf die
Spaltaktivitdt zu untersuchen, wurde ein Nuklease-Aktivitatsassay durchgefuhrt (s. 2.6.2).
Hierbei wurde der DFF-Komplex zunachst 30 min bei 37 °C mit Caspase-3 und anschliel3end
fur 20 min bei RT mit Plasmid-DNA (pBluescript SK(+), s.2.2.3) inkubiert. Damit die
Spaltaktivitdt auf die aktivierte Nuklease zurlickzufiihren ist, wurde zusatzlich jeweils ein
DFF-Komplex, der zuvor nicht aktiviert wurde, mit Plasmid DNA inkubiert. Analysiert wurde

die Spaltreaktion mit Hilfe eines Agarosegels (s. 2.3.1.1).

wit E284A WV285A N286D 1322T Y323A R324A
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Abb. 3.7: Spaltverhalten von DFF-Komplexen. Gezeigt ist ein 0.8%iges, Ethidiumbromid gefarbtes
Agarosegel. Eine effiziente Spaltung der DNA ist nur im Falle des Wildtyps (wt) zu erkennen, wobei
die CAD-Varianten E284A und N286D ebenfalls eine DNA-Spaltung zeigen. Die Ubrigen CAD-
Varianten zeigen eine stark reduzierte bis keine Spaltaktivitat.

Im Gegensatz zum Wildtyp, der die Plasmid-DNA effizient spaltet, zeigten die CAD-Varianten
E284A und N286D, die zusammen mit V285A im loop zwischen a-Helix 7 und 8 liegen, eine
geringflgig reduzierte Spaltaktivitat (s. Abb. 3.7). Bei der CAD-Variante V285A ist eine
leichte Zunahme an linearer DNA zu erkennen, wohingegen die Ubrigen CAD-Varianten
kaum bzw. keine Aktivitat zeigten. Auffallend ist, dass der nicht-aktivierte Komplex
CAD E284A/DFF45 enzymatische Aktivitat aufweist.

Um nun noch die Bindungseigenschaft der einzelnen CAD-Varianten mit der des Wildtyps

vergleichen zu kénnen, wurde schliel3lich ein DNA-Bindungsassay durchgefiihrt.

3.1.7 DNA-Bindungsassay

Nachdem die Spalteigenschaft der CAD-Varianten untersucht worden war, erfolgte ein DNA-
Bindungsassay (s. 2.6.3). Hierfur wurden die DFF-Komplexe mit Plasmid-DNA 20 min bei RT

inkubiert und auf einem Agarosegel (s. 2.3.1.1) analysiert.
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pBSK wt E284A V285A N286D [322T Y323A R324A

gebunden

ungebunden

Abb. 3.8: DNA-Bindungsverhalten von DFF-Komplexen. Gezeigt ist ein 0.8%iges, Ethidiumbromid
gefarbtes Agarosegel. Es ist zu erkennen, dass CAD wt die gesamte Plasmid-DNA bindet, die
dadurch eine Mobilitatsanderung erfahrt. Im Gegensatz dazu zeigt die CAD-Variante E284A zwar
ebenfalls eine komplette, allerdings schon reduzierte DNA-Bindung. Die Ubrigen CAD-Varianten
weisen nur noch unvollstédndige, schwache Bindung der DNA auf, wobei unter diesen die CAD-

Variante N286D noch am besten bindet.

Man kann erkennen, dass der Wildtyp das beste Bindungsvermogen besitzt, gefolgt von den
CAD-Varianten E284A und N286D (s. Abb. 3.8). Die ubrigen CAD-Varianten zeigten kaum

DNA-Bindung, was mit den Ergebnissen des Nuklease-Aktivitatsassays korreliert.

Betrachtet man die Stabilitdt der rekombinanten DFF-Komplexe (s. 3.1.3.2) zusammen mit
der Nuklease-Aktivitat (s. 3.1.6) und dem DNA-Bindungsverhalten (s. 3.1.7), stellt man fest,
dass die Ergebnisse der einzelnen Versuche miteinander korrelieren. Die rekombinanten
DFF-Komplexe, die neben dem Wildtyp am besten DNA binden konnen, wie
CAD E284A/DFF45 und CAD N286D/DFF45, zeigen ebenso die beste DNA-Spaltaktivitat.
Zudem weisen diese beiden Varianten auch nach der Reinigung (s. 3.1.4) und der Nuklease-
Konzentrationsangleichung die hochste effektive CAD-Konzentration auf, wohingegen die
Ubrigen CAD-Varianten niedrige Stabilitdit und damit einhergehend auch schlechte DNA-
Bindung und -Spaltung zeigen.

Um herauszufinden, ob die vorangegangenen Ergebnisse lediglich eine Folge
unterschiedlich eingesetzter Nuklease-Konzentrationen waren, wurde zur Quantifizierung

schlie3lich ein Western Blot durchgefiihrt.

3.1.8 Nachweis der Nuklease mittels Western Blot

Im Aktivierungsassay (s. 3.1.5) war es zwar moglich, das im Komplex mit CAD vorliegende
Chaperon DFF45 zu spalten und somit dessen Ablésung vom DFF-Komplex zu erreichen.
Allerdings war es bisher schwierig, die Nuklease auf einem SDS-Gel zu detektieren.
Aufgrund der Nuklease-Aktivitats- und DNA-Spaltassays wurde zwar das Vorhandensein der
Nuklease bereits bestétigt, jedoch war nicht bekannt, ob die zuvor angeglichene CAD-
Konzentration (s.3.1.5) auch wirklich gleich war. Deshalb wurde ein Western Blot

durchgefihrt, da diese Methode der Immunodetektion empfindlicher als eine Coomassie-
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Farbung ist und sich daher gut eignet, um sehr geringe Proteinkonzentrationen zu
detektieren (s. 2.3.1.4).

In diesem Fall wurden nominell angeglichene Nuklease-Konzentrationen (2 uM) eines jeden
DFF-Komplexes eingesetzt, die zuvor Uber Coomassie-gefarbte SDS-Gele quantifiziert

wurden und nun mittels Western Blot analysiert werden sollten.

wt  E2B4A V285A N286D 13227 Y323A R324A

o-GST “ -— B | GST-CAD

Abb. 3.9: Immunologischer Nachweis von GST-CAD. Dargestellt ist ein Western Blot, der die
detektierten Banden von GST-CAD sowohl beim Wildtyp (wt) als auch bei den CAD-Varianten zeigt.

Der hierfiir verwendete Antikdrper war a-GST.

Alle CAD-Varianten sowie die Wildtyp-Nuklease sind im Western Blot durch
Immunodetektion nachweisbar (Abb. 3.9). Die starkste Intensitédt zeigt die Bande von
GST-CAD wt, das somit im Vergleich zu den Nuklease-Varianten in der hdochsten
Konzentration (2 uM) vorliegt. Die CAD-Varianten E284A und N286D zeigen eine etwas
schwachere Bande, da diese beiden niedriger konzentriert sind als der Wildtyp. Eine
schwache Bande fur die GST-fusionierte Nuklease zeigen die Varianten V285A, 1322T,
Y323A und R324A, wobei die Bande von V285A und Y323A am schwachsten ist. Somit
liegen diese vier Nukleasen nur in geringer Konzentration vor. Einer densitometrischen
Auswertung zufolge wurden, ausgehend vom Wildtyp mit 2 uM, folgende Ergebnisse
errechnet. Fir die beiden CAD-Varianten E284A (1.2 uM) und N286D (1.1 uM) wie auch fir
die restlichen Varianten (V285A: 0.3 pM, 1322T: 0.5 pM, Y323A: 0.4 uM und R324A: 0.6 pM)
wurden deutlich geringere Nuklease-Konzentrationen gemessen. Es ist zu erkennen, dass
sowohl die Nuklease-Konzentrationen der Variante V285A als auch der drei Varianten im
loop der IUR deutlich niedriger ausfallen, was an einer Instabilitdt des DFF-Komplexes liegen
konnte.

Demzufolge konnte eine Angleichung der Konzentrationen trotz Berechnung nach
densitometrischer Auswertung der Banden eines Coomassie gefarbten SDS-Geles nicht
erreicht werden, wodurch die vorangegangenen Ergebnisse in einem anderen Blickwinkel
betrachtet werden missen. Denn da schon zu Beginn ungleiche Nuklase-Konzentrationen in
die jeweiligen Assays eingesetzt wurden, resultierten daraus sowohl eine verringerte DNA-
Spaltaktivitdat als auch veringerte DNA-Bindungseigenschaften der CAD-Varianten im

Gegensatz zum Wildtyp.
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3.2 Oligomerenstatus der Untereinheiten im DFF-Komplex

Erste Untersuchungen zeigten, dass es sich im Falle von DFF um einen heterodimeren
Komplex bestehend aus einer Nuklease (CAD/DFF40) und einem Inhibitor (ICAD-L/DFF45)
handelt”. Einige Jahre spéater konnte allerdings gezeigt werden, dass DFF sowohl in
gesunden als auch in apoptotischen Zellen in der Lage ist, Oligomere zu bilden®. Somit wich
das urspringlich angenommene Modell eines heterodimeren Komplexes (CAD/ICAD-L)
einem nun neuen Modell, das von einem Tetramer, bestehend aus zwei DFF-Heterodimeren
(CAD/ICAD-L),, ausgeht. Dies kdnnte bedeuten, dass CAD schon vor der Aktivierung durch
Caspase-3 in einem dimeren Zustand vorliegt, der sich allerdings von dem des aktiven
Dimers unterscheidet. Es wére vorstellbar, dass der DFF-Komplex als Tetramer an DNA
bindet und in diesem gebundenen Zustand durch Caspase-3 aktiviert wird. Durch die
Praformation tetramerer oder héherer Komplexe kann die Nuklease sofort beginnen, DNA zu
spalten, ohne aus der Losung homodimerisieren zu miissen.

Zur Untersuchung der Frage, ob DFF Tetramere bildet, sollte durch Koexpression
unterschiedlich Epitop-fusionierter DFF-Untereinheiten in Sdugerzellen der Oligomerenstatus

von DFF untersucht werden.

3.2.1 Klonierung der DFF-Untereinheiten zum Nachweis oligomerer DFF-
Komplexe
Zu Beginn wurden sowohl verschieden fusionierte CAD- als auch DFF45-Varianten generiert

(s. Tabelle 2.10), die in Dimerisierungsversuchen eingesetzt werden sollten, um

Heterodimere zu erlangen.

3.2.2 Koimmunoprazipitationsversuch

Fur diesen Koimmunoprazipitationsversuch wurden HEK293T-Zellen (s. 2.5.1) mit den oben
genannten CAD-Varianten in drei verschiedenen Ansétzen (s. Tabelle 2.10, Ansatze 1-3)
gemeinsam mit DFF45 transfiziert, die exprimierten Proteine tUber FLAG- oder HA-tag jeweils

gereinigt und schlie3lich die Ergebnisse mit Hilfe eines Western Blots (s. 2.3.1.4) analysiert.
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CAD-FLAG +

CAD-HA -
DFF45 _ +
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Abb. 3.10: Koimmunoprazipitation verschiedener DFF-Komplexe. Gezeigt ist ein Western Blot,
durchgefuhrt mit a-FLAG, a-HA und a-DFF45 Antikérpern. Die Ergebnisse der IPs zeigen in den
ersten beiden lanes die Reinigung der CAD-Konstrukte, die gemeinsam mit DFF45 in HEK293T-Zellen
erfolgreich exprimiert wurden. In den beiden darauffolgenden lanes sollten jeweils drei Banden zu
sehen sein, da in diesen Ansatzen die Zellen jeweils mit drei Plasmiden transfiziert wurden. Da dies
nicht der Fall ist und wie zuvor nur zwei Banden zu erkennen sind, kann man daraus schlieBen, dass

es zu keiner Heterodimerisierung von CAD kam.

Es ist zu beobachten, dass die Expression und Reinigung der DFF-Komplexe, bestehend
aus CAD-FLAG bzw. CAD-HA und dem Inhibitor DFF45 mdéglich ist, was durch die ersten
beiden lanes dokumentiert wurde (s. Abb. 3.10). Sowohl die Reinigungen Uber FLAG-beads
als auch tUber HA-beads verliefen erfolgreich. Die Ergebnisse der Ansatze, die in den beiden
darauffolgenden lanes zu sehen sind, zeigten allerdings, dass es nicht mdglich war, CAD-
Heterodimere zu reinigen. Es wurden zwar HEK293T-Zellen mit zwei verschiedenen CAD-
Konstrukten und DFF45 transfiziert, jedoch konnte neben der DFF45-Bande nur eine
CAD-Bande detektiert werden. Dementsprechend war es nicht méglich durch Koexpression

der beiden CAD-Varianten Heterodimere der Nuklease zu reinigen.

3.2.3 Dimerisierung von DFF45-Protomeren

Um sicher zu stellen, dass es aufgrund der verwendeten Konstrukte oder experimentellen
Bedingungen zu keiner Heterodimerisierung der Nuklease kam, wurden erneut CAD-
Konstrukte und auch ICAD-L-Konstrukte generiert, die unterschiedliche Epitop-tags
aufwiesen. Der erneute Versuch des Nachweises oligomerer DFF-Komplexe wurde auf zwei
unterschiedliche Weisen durchgefuhrt, wobei im ersten Fall die Proteine (s. Tabelle 2.10,
Anséatze 4-6) gemeinsam in Zellen einer Gewebekulturschale koexprimiert wurden. Nach der
Expression wurden die Zellen aufgeschlossen und die Proteine Uber die jeweiligen tags
gereinigt. Zum anderen wurden die Proteine zun&chst jeweils getrennt in Zellen einer
Gewebekulturschale (insgesamt in zwei Schalen) koexprimiert und nach Zellaufschluss

zusammen fir eine Stunde im Kudhlraum inkubiert. Erst danach erfolgte die
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Koimmunoprazipitation (s. 2.6.5), deren Ergebnis erneut mit Hilfe eines Western Blots

(s. 2.3.1.4) analysiert wurde.

1 2 3
CAD-FLAG + - - + - -
CAD-cmyc + + - + + - +
ICADL-FLAG - + + - + + +
ICADL-HA + + + + + + +
IP  cmyc FLAG cmyc FLAG cmyc

a-FLAG Ay aay =

| - —-— | -

Abb. 3.11: Dimerisierung von DFF45-Untereinheiten. Gezeigt ist ein Western Blot, durchgefiihrt mit

o-FLAG und a-HA Antikdrpern. In HEK293T-Zellen koexprimierte Proteine aus einer (1) und aus zwei
Gewebekulturschalen (2, 3), die Uber cmyc- oder FLAG-IP gereinigt wurden. Sowohl im ersten Fall (1)
als auch im zweiten Falle (2) ist in der ersten lane keine Bande bei a-FLAG zu erkennen. Dies
bedeutet, dass keine Heterodimerisierung von CAD statt fand. Jedoch zeigen die darauffolgenden
lanes jeweils Banden bei a-HA, weshalb man von einer Dimerisierung der Untereinheiten von DFF45
ausgehen kann, sowohl in An- als auch in Abwesenheit von CAD. Dies wird auch durch die
Ergebnisse, die in der letzten lane zu sehen sind, bestéarkt. Ebenso kann in dem Fall, in dem die
beiden DFF45-Konstrukte in Zellen einer Schale koexprimiert und Uber ihren FLAG-tag gereinigt
wurden, eine Bande bei o-HA detektiert werden, wodurch eine Dimerisierung der beiden

Untereinheiten nachgewiesen ist.

Diese Western Blot Analyse (s. Abb. 3.15) zeigt eine Vielfalt von Ergebnissen, die folglich
einzeln beschrieben werden. Zunéchst erkennt man, dass sowohl bei Koexpression von zwei
unterschiedlichen CAD-Konstrukten mit DFF45 (s. Abb. 3.11; 1, 1. Spur) als auch bei einer
getrennten Expression mit anschlieender Inkubation der Proteine (s. Abb. 3.11; 2, 1. Spur)
zwar eine Bande bei a-HA vorhanden ist, allerdings keine Bande bei a-FLAG. Da die
entstandenen DFF-Komplexe Uber einen cmyc-tag gereinigt wurden, den eine der beiden
Nukleasen besitzt, sollite bei einer Heterodimerisierung der Nuklease CAD-FLAG
nachzuweisen sein. Da dies nicht beobachtet werden konnte, fand offenbar keine Hetero-
dimerisierung von CAD statt.

Im Gegensatz dazu sind in den beiden jeweils darauffolgenden lanes (s. Abb. 3.11;
1+2, jeweils 2. Spur) zwei deutliche Banden bei a-HA zu erkennen, nachdem zwei
unterschiedliche ICAD-L-Konstrukte mit CAD koexprimiert wurden. Dies wiederum bedeutet,
dass es hier zu einer Dimerisierung der beiden DFF45-Untereinheiten gekommen ist. Dieses
Ergebnis lasst sich auch bestéitigen, wenn die Reinigung der DFF-Komplexe Uber einen

anderen tag erfolgt (s. Abb. 3.11; 3). Auch hier sind beide Banden gut zu erkennen.
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Zuletzt zeigt eine Koexpression der beiden Inhibitoren allein (s. Abb. 3.11; 1, 3. Spur)
ebenfalls eine Bande bei ao-HA, wodurch hier ebenfalls eine Dimerisierung der beiden
DFF45-Konstrukte beobachtet werden konnte. Allerdings ist dieses Verhalten bei einer
getrennten Expression mit darauffolgender Inkubation der Proteine nicht zu beobachten

(s. Abb. 3.11; 2, 3. Spur), da der Dimerisierungsvorgang offenbar sehr langsam stattfindet.

Zwar konnten mit den durchgefuihrten Versuchen keine Heterodimere von CAD erhalten
werden, allerdings wurden andere Ergebnisse erzielt. Zum einen konnte gezeigt werden,
dass es bei einer Koexpression von CAD und zwei DFF45-Konstrukten zu einer
Dimerisierung der Untereinheiten von DFF45 kommt. Zum anderen konnte beobachtet
werden, dass diese beiden DFF45-Konstrukte ebenfalls dimerisieren, wenn sie in
Abwesenheit von CAD koexprimiert werden. Dieser Vorgang der Dimerisierung wird
allerdings durch die Anwesenheit von CAD beschleunigt. Diese Ergebnisse deuten darauf
hin, dass es sich zumindest um einen triméren DFF-Komplex (CAD/ICAD,) handelt.

Nachdem mit verschiedenen Mdglichkeiten versucht wurde, eine Heterodimerisierung von
CAD zu erhalten bzw. CAD-Heterodimere zu reinigen, dies allerdings nicht gelungen war,
wurde bei den im Folgenden beschriebenen Ansétzen der Versuch unternommen, die

Heterodimerisierung von CAD zu erzwingen.

3.3 Forcierte Heterodimerisierung von CAD-Protomeren

Es wurde schon friih angenommen, dass in der Nuklease CAD zwei unterschiedliche
Doménen fiir die DNA-Bindung und -Spaltung verantwortlich sind®®. Des Weiteren wurde
vermutet, dass neben dem katalytischen Zentrum, das im Komplex durch DFF45 inhibiert
wird, noch eine weitere, nicht katalytische DNA-Bindungsstelle existiert, die allerdings nicht
durch den Inhibitor blockiert wird®®. Aufgrund von Ergebnissen meiner Diplomarbeit konnte
schlie3lich gezeigt werden, dass CAD neben dem katalytischen Zentrum, welches mit dem
BBo-Me-Finger-Motiv unspezifisch Uber die kleine Furche mit der DNA interagieren kann,
eine weitere DNA-Bindedomane aufweist®’. Die a-Helix 4, die sich inmitten dieser zweiten
DNA-Binderegion befindet, knupft Kontakte zur groRen Furche der DNA und ist somit flr
eine stabile DNA-Bindung verantwortlich. Demzufolge besitzt ein CAD-Protomer jeweils eine
Domaéne fir die DNA-Bindung und eine fir die DNA-Spaltung.

Da bekannt ist, dass funktionelles CAD nach Aktivierung des DFF-Komplexes als
Homodimer aktiv ist, stellt sich nun die Frage, welches DNA-Bindemotiv mit welchem
katalytischen Zentrum zusammenarbeitet. Ist es ausreichend, wenn beide Motive eines
Protomers zusammenarbeiten (cis-Komplementation), wobei dann zur Hydrolyse einer

Phosphodiesterbindung keine Dimerisierung mehr von Noten ware, oder muss die Nuklease
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homodimerisieren, weil ein DNA-Bindemotiv des einen Protomers mit dem katalytischen
Zentrum des anderen Protomers interagiert (trans-Komplementation, s. Abb. 3.12).

Um dies herauszufinden, wurden verschieden fusionierte CAD-Varianten generiert, die
letztendlich als Heterodimere, eingesetzt in einem Aktivitdtsassay, Aufschluss dariber geben

sollten.

DNA-

. . DM
Bindedoméne R168A+ SM SM
wi H263N H263N R168A
Katalytisches
Zentrum
L J
DSB Nicking Nicking
L 2
cis- trans-

Komplementation Komplementation

l

Dimerisierung

Abb. 3.12: Vereinfachte Darstellung der erwarteten Ergebnisse des Heterodimer-
Aktivitatsassays. Vereinfacht dargestellt sind CAD-Dimere, die jeweils (in einem Protomer) eine
DNA-Bindedomane und ein katalytisches Zentrum aufweisen. Im Fall des Wildtyps (wt), der keine
Mutation besitzt, kommt es bei einem Nuklease-Aktivitdtsassays zu einem Doppelstrangbruch (DSB)
der DNA. Im Gegensatz dazu zeigen die beiden anderen Kombinationen theoretisch ein nicking der
DNA, da nur ein katalytisches Zentrum aktiv ist. Wenn die beiden Zentren eines Protomers mutiert
sind und das aktive Heterodimer (mit Doppel-Variante R168A/H263N) die DNA nickt, besteht eine cis-
Komplementation, d.h. ein Protomer ist ausreichend, um DNA zu spalten. Wenn allerdings dasjenige
Heterodimer, in dem jeweils in einem Protomer das DNA-Bindemotiv und im anderen Protomer das
katalytische Zentrum mutiert sind, nicking zeigte, lage eine trans-Konformation vor. Dies wirde

bedeuten, dass CAD dimerisieren muss, um eine aktive Form zu erlangen.

Da im Vorfeld die Heterodimerisierung von CAD durch gemeinsame Expression oder durch
Inkubation der Proteine nach Zellaufschluss nicht erfolgreich war, wurde eine Strategie zur
erzwungenen Heterodimerisierung versucht. Zu diesem Zweck wurden neue Versuche

durchgefihrt, die in den folgenden Abschnitten beschrieben werden.
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3.3.1 Auswahl und Klonierung der CAD-Varianten

Da zu Beginn bekannt war, welche Aminosaurereste in CAD fiur welche Region
(DNA-Bindedoméne bzw. katalytisches Zentrum) essentiell sind, konnte dieses Wissen fir
die Klonierung geeigneter Expressionsvektoren verwendet werden. Es wurden CAD-
Konstrukte mit verschiedenen tags generiert, um auf diese Weise nach Immunprazipitationen
Heterodimere zu erlangen. Neben Wildtyp-CAD wurden auch Varianten von CAD hergestellt,
die entweder einen oder zwei Aminosaurerest-Austausche aufwiesen. Bei den Varianten mit
nur einem Aminosaurerest-Austausch war entweder das DNA-Bindezentrum (CAD-R168A)
oder das katalytische Zentrum (CAD-H263N) mutiert, wohingegen bei der Doppel-Variante
beide Regionen einen Aminosaurerest-Austausch aufwiesen.

Die verschiedenen CAD-Varianten wurden in zwei verschiedene Plasmid-Vektoren
eingesetzt, pC4-EN-F1 und pCs-RpiE (s. 2.2.3), die jeweils ein Gen enthalten, das fur ein
bestimmtes Protein kodiert. Diese beiden Proteine werden durch Zugabe eines Rapamycin-
Analogs (AP21967) quasi gezwungen, Dimere zu bilden.

Um allerdings sicher zu gehen, dass diese Methode dazu geeignet ist, Heterodimere zu

generieren, wurden zunéchst nur Wildtyp-CAD-Konstrukte eingesetzt.

3.3.2 Expression und Reinigung verschiedener CAD-Varianten

Zu Beginn wurden HEK293T-Zellen (s. 2.5.1) mit DFF45 und drei verschieden fusionierten
CAD-Varianten (wt) transfiziert (s. 2.5.2): CAD-wt-FLAG, CAD-wt-HA und CAD-wt-Strep.
Nachdem die Proteine U.N. exprimiert wurden, konnten am nachsten Tag die Zellen
aufgeschlossen und die Proteine je nach tag gereinigt werden (s. Tabelle 2.11). Um sowohl
die Expression, als auch das Ergebnis der Reinigung beobachten zu kénnen, wurde neben
dem gereinigten Protein auch der Zellextrakt auf ein SDS-Gel (s. 2.3.1.3) aufgetragen, um
schlielich das Ergebnis durch Western Blot (s. 2.3.1.4) zu analysieren. Als Negativkontrolle

dienten die Zellextrakte sowie Eluate, die von nicht-transfizierten Zellen gewonnen wurden.

CAD-wt- CAD-wt-
HA-FLAG CAD-wt-HA HA-Strep

ZE Eluat ZE Eluat ZE Eluat

Transfektion - + - + - + - + - + - +

‘ - FLAG
o-HA . - @

Strep
HA

Abb. 3.13: Expression der unterschiedlich fusionierten CAD-Varianten. Zu sehen ist ein Western
Blot, durchgefiihrt mit a-HA Antikérper. Die jeweilige Bande des Zellextrakts (ZE) zeigt die Expression

der einzelnen CAD-Varianten an, wohingegen im Eluat nur die gereinigten Proteine zu finden sind.
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Expression und Reinigung sind mit Ausnahme von CAD-wt-HA gut, wohingegen die Ergebnisse

sowohl der Zellextrakte als auch der Eluate der nicht-transfizierten Zellen keine Banden zeigen.

Wie in Abbildung 3.13 zu erkennen ist, zeigten zunachst die nicht-transfizierten Zellen weder
im Zellextrakt (ZE) noch nach der Reinigung Uber die entsprechenden tags der Proteine
Banden. Im Gegensatz dazu, wurden bei den transfizierten Zellen sowohl im Zellextrakt als
auch nach der Reinigung die verschieden fusionierten CAD-Varianten nachgewiesen.
Allerdings zeigte sich die Reinigung von CAD-wt-HA Uber HA-beads als nicht erfolgreich, da
hier nur eine sehr schwache Bande zu erkennen war.

Demzufolge wurden fiir den folgenden Versuch die beiden Plasmide pC,4-EN-F1-CAD-wt-HA-
FLAG und pC4-RE-CAD-wt HA-Strep eingesetzt.

3.3.3 Doppel-Affinitatsreinigung der CAD-wt-Heterodimere

Um zu untersuchen, ob eine Heterodimerisierung von CAD-wt-HA-FLAG und
CAD-wt-HA-Strep gelungen war, wurden zunéachst HEK293T-Zellen (s. 2.5.1) mit DFF45 und
diesen beiden Plasmiden in An- oder Abwesenheit von AP21967 (Rapalog) transfiziert
(s. 2.5.2), U.N. exprimiert und am darauffolgenden Tag zunachst Uber einen FLAG-tag und
anschliel3end einen Strep-tag oder umgekehrt (1. Strep-tag und 2. FLAG-tag) gereinigt. Hier
wurde, neben den Eluaten der Reinigung, erneut Zellextrakt mit auf das SDS-Gel (s. 2.3.1.3)
aufgetragen, um die Expression der Proteine verfolgen zu kénnen. Mit Hilfe eines Western
Blots (s.2.3.1.4) konnte untersucht werden, ob nach der zweiten Reinigung ein

heterodimeres Protein erhalten werden konnte.

ZE 1.FLAG 2.5trep ZE 1.S5trep 2. FLAG

Rapamycin - + - + - + - + - + - +

FLAG

Abb. 3.14: Verlauf der Doppel-Affinitatsreinigung von CAD-wt-HA-FLAG und CAD-wt-HA-Strep.
Gezeigt ist ein Western Blot, der mit a-HA Antikdrper durchgefihrt wurde. Es ist zu erkennen, dass im
Zellextrakt (ZE) sowohl mit als auch ohne AP21967 (Rapalog) beide Proteine exprimiert wurden,
wobei die Menge mit Rapalog etwas groRer war. Jedoch konnte nach den jeweilige

Reinigungsschritten kaum (1. FLAG) bzw. kein Protein (1. Strep) detektiert werden.

Die Expression der beiden Proteine CAD-wt-HA-FLAG und CAD-wt-HA-Strep war sowohl mit
als auch ohne AP21967 (Rapalog) gut (s. Abb. 3.14), wobei in Anwesenheit von AP21967
die exprimierte Menge an Protein etwas erhdht war. Allerdings konnte nach der ersten

Reinigung Uber FLAG-tag (1. FLAG) nur noch eine geringe Menge an FLAG-fusioniertem
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Protein detektiert werden. Nach der zweiten Reinigung (2. Strep) war kein Protein mehr
vorhanden. Bei der umgekehrten Reihenfolge der Reinigung (1. Strep, 2. FLAG) konnte
schon nach dem ersten Reinigungsschritt kein Protein detektiert werden. Dies bedeutet,
dass die Reinigung Uber den Strep-tag fehlschlug. Mit diesem Versuch konnte zwar die
Bildung von CAD-Heterodimeren nicht forciert werden, jedoch wurden die Eluate in einem

darauffolgenden Nuklease-Aktivitdtsassay eingesetzt.

3.3.4 Nuklease-Aktivitatsassay mit FLAG/Strep-Konstrukten

Obwohl zuvor keine Heterodimere gezeigt werden konnten, wurden die Eluate nach der
2. Reinigung (s. 3.4.3) in einem Nuklease-Aktivitdtsassay (s. 2.6.2) eingesetzt. Es wurden
jeweils die Eluate mit und ohne Rapalog, sowie die Eluate mit und ohne Caspase-3-
Aktivierung mit Plasmid-DNA inkubiert und schlieBlich auf ein Agarosegel (s.2.3.1.1)

aufgetragen.
1. FLAGI2 Strep 1.Strep/2. FLAG

- + - + Rapalog
+ - +

Abb. 3.15: Nuklease-Aktivitatsassay der FLAG/Strep-Konstrukte von CAD. Gezeigt ist ein
0.8%iges, Ethidiumbromid gefarbtes Agarosegel. Man kann erkennen, dass nur die Komplexe nach
Caspase-3-Aktivierung eine geringe DNA-Spaltung aufweisen, sowohl in An- als auch in Abwesenheit

des Rapalogs; die Menge an linearer DNA nimmt zu. oc: open circle, li: linear, sc: supercoil DNA.

Zwar konnten zuvor keine Heterodimere von CAD detektiert werden, jedoch kann man eine
geringe DNA-Spaltung bei den CAD-Varianten mit Caspase-3-Inkubation erkennen, und
zwar an der zunehmenden Menge an linearer DNA (s. Abb. 3.15). Allerdings ist diese
Zunahme auch bei den Proteinen zu beobachten, die in Abwesenheit von AP21967
(Rapalog) exprimiert und gereinigt wurden.

Um nun bessere Auskunft Uber die Heterodimerisierung zu bekommen, wurden erneut
Proteine exprimiert und zunéchst getestet, ob durch AP21967 eine Heterodimerisierung

Uiberhaupt erzwungen werden kann.
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3.3.5 Untersuchung der FLAG/HA-Konstrukte beziglich forcierter
Heterodimerisierung durch AP2197

Da die Untersuchung der Heterodimerisierung zuvor nicht erfolgreich war (s. 3.3.2), wurde
nun mit neuen Konstrukten, CAD-wt-HA-FLAG und CAD-wt-HA, der folgende Versuch
durchgefihrt.

Zunachst wurde untersucht, ob auch bei diesen Konstrukten das Rapalog AP21967 einen
Einflud auf die Heterodimerisierung zeigte. Hierfir wurden HEK293T-Zellen (s. 2.5.1) mit
beiden Plasmiden, pC4-EN-F1-CAD-wt-FLAG und pC,s-RyE-CAD-wt-HA, sowie einem dritten
Plasmid, pCl-cmyc-DFF45 in An- und Abwesenheit von AP21967 transfiziert, 0.N. exprimiert
und am darauffolgenden Tag Uber FLAG-tag gereinigt. Die Eluate wurden (in zunehmender
Menge) auf ein SDS-Gel (s. 2.3.1.3) aufgetragen und das Ergebnis mit Hilfe eines Western
Blots (s. 2.3.1.4) analysiert.

CAD-wit-HA-FLAG/
CAD-wt-HA/DFF45

- Rapalog + Rapalog

—
aHa (HERESS SR

Abb. 3.16: Heterodimerisierung von CAD-wt-HA-FLAG und CAD-wt-HA. Gezeigt ist ein Western
Blot, durchgefuhrt mit a-HA Antikérpern. Anhand der Ergebnisse dieser FLAG-IP kann man mit
zunehmender Menge an Eluat die Dimerbildung der beiden Nukleasen in Anwesenheit des Rapalogs

erkennen, wohingegen ohne Rapalog nur die Bande von CAD-wt-HA-FLAG zu beobachten ist.

In diesem Fall konnte in Anwesenheit von AP21967 Heterodimere, erkennbar an den zwei
Banden (FLAG und HA), gereinigt werden (Abb. 3.16). Im Gegensatz dazu konnte ohne
Rapalog nur eine Bande (FLAG) detektiert werden und somit nur CAD-wt-HA-FLAG gereinigt
werden. Allerdings zeigten die CAD-Heterodimere keine 1:1 Stéchiometrie auf, was in

folgenden Versuchen verbessert werden sollte.

3.3.6 Generierung von CAD-Heterodimeren aus verschieden fusionierten
CAD-Varianten

Da es nun mdglich war, Heterodimere von CAD zu exprimieren und zu reinigen, wurden
verschiedene Anséatze durchgefuhrt (s. Tabelle 2.12), um CAD-Heterodimere mit
verschiedenen Aminosaurerest-Austauschen zu erhalten. Die Proteine wurden erneut in
HEK293T-Zellen (s. 2.5.1) exprimiert, anschlieRend (ber FLAG-tag gereinigt und das

Ergebnis mit Hilfe eines Western Blots (s. 2.3.1.4) analysiert. Es wurde sowohl der
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Zellextrakt als auch die gereinigten Proteine auf das SDS-Gel (s. 2.3.1.3) aufgetragen, um

zum einen die Expression und zum anderen die Reinigung verfolgen zu kénnen.

Zellextrakt

\?0
O@ efﬁ’

\,x.
@*ﬁ*‘@ @

?0
cf}«

o

Q

FLAG
Ha

a-HA
gereinigte Proteine

Zellextrakt |q
o-HA
gereinigte Proteine

Abb. 3.17: Heterodimere von CAD-Varianten. Gezeigt sind Western Blots durchgefiihrt mit a-HA
Antikérpern. Oben: Man erkennt unterschiedlich starke Expression der einzelnen Proteine (Zellextrakt)
und ebenfalls die stdéchiometrisch unterschiedlich gereinigten Proteine. Unten: Die Expression der
einzelnen Proteine zeigt im Zellextrakt eine anndhernd gleiche Verteilung, wobei die gereinigten CAD-
Heterodimere auch keine 1:1 Stochiometrie aufweisen.

Wie man in Abbildung 3.17 (oben; Zellextrakt) erkennen kann, wurden zwar jeweils beide
Proteine exprimiert, aber auch in unterschiedlicher Menge. Nach der Reinigung tUber FLAG-
tag konnten allerdings nur noch geringe Mengen an Heterodimeren detektiert werden, wobei
zu erkennen ist, dass die Expressionsrate von den jeweilige Plasmiden abhangig war. So
z.B. zeigte CAD-wt-HA-FLAG eine bessere Expression als die FLAG-fusionierten CAD-
Varianten.

Um nun bessere Aussagen treffen zu kénnen, wurde versucht, eine 1:1 Stdchiometrie im
Expressionslevel zu erreichen, indem die Zellen mit unterschiedlichen Mengen an Plasmiden
transfiziert wurden, was auch anndhernd erfolgreich war (s. Abb. 3.17 unten; Zellextrakt).
Man kann erkennen, dass die Proteine einigermafRen gleichmafRig exprimiert wurden. Die
Reinigung zeigte allerdings nur vereinzelt CAD-Heterodimere, die jedoch auch keine 1:1
Stdchiometrie aufwiesen.

Obwohl nur wenige CAD-Heterodimere gereinigt werden konnten, wurden die Proteine in
Nuklease-Aktivitatsassays eingesetzt, um deren Verhalten bezuglich ihrer Spaltaktivitat zu

testen.
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3.3.7 Nuklease-Aktivitatsassay

Die zuvor gereinigten CAD-Heterodimere wurden anschlielend in einem Nuklease-
Aktivitdtsassay eingesetzt, um ihre Spalteigenschaft zu untersuchen. Dazu wurden die DFF-
Komplexe zunachst 30 min bei 37 °C mit Caspase-3 (ohne Caspase-3 als Kontrolle) und
anschlieend mit Plasmid-DNA (pBSK, s. 2.2.3) fir 20 min bei RT inkubiert. Die Proben

wurden auf einem Agarosegel (s. 2.3.1.1) analysiert.

CADwt/ CADwt/ CADwt/ CADwt/ CAD-R/
CADwt CAD-R CADH CAD-DM CAD-H

M pBSK - + - +

Abb. 3.18: Nuklease-Aktivitatsassay der FLAG/HA-Konstrukte von CAD. Gezeigt ist ein 0.8%iges,
Ethidiumbromid gefarbtes Agarosegel. Man kann erkennen, dass sowohl das CAD-wt-Homodimer als
auch das CAD-wt/CAD-H263N-Heterodimer geringe DNA-Spaltung zeigen. Dies deutet darauf hin,
dass ein katalytisches Zentrum und zwei DNA-Bindedoménen fiir eine Spaltung der DNA notwendig
und ausreichend sind. Diese Annahme wird durch das Spaltverhalten der restlichen Heterodimere
bestarkt, da in diesen Fallen jeweils nur ein DNA-Bindemotiv funktionstiichtig ist und somit die DNA
nicht gespalten werden kann. Zudem zeigen alle Proteine eine Anreicherung von open circle (oc)
DNA, was auch ohne Caspase-3-Inkubation zu beobachten ist. oc: open circle, lin: linear, sc: supercoil
DNA.

Das CAD-wt-Homodimer zeigte nach Caspase-3-Inkubation eine leichte Spaltaktivitat,
wohingegen ohne Caspase-3 keinerlei Spaltung zu beobachten war. Das CAD-Heterodimer,
in dem ein Protomer eine inaktive DNA-Bindestelle aufwies (CAD-wt/CAD-R168A), zeigte
kaum Spaltaktivitat, verglichen mit dem Wildtyp. Anders beim CAD-Heterodimer, das aus
einem Wildtyp-Protomer und einem Protomer mit mutiertem katalytischem Zentrum bestand
(CAD-wt/CAD-H263N). Denn hier konnte ebenfalls eine geringe Spaltaktivitdt nachgewiesen
werden. Im Gegensatz dazu zeigten auch die Ergebnisse der beiden CAD-Heterodimere
CAD-wt/CAD-DM und CAD-R168A/CAD-H263N keine Spaltaktivitat.

In diesem Teil der Arbeit konnten CAD-Heterodimere, bestehend aus unterschiedlich
fusionierten CAD-Varianten, in einem 1:1 Verhdltnis der beiden Nukleasen erfolgreich
exprimiert werden. Die darauffolgende Reinigung dieser Heterodimere konnte zwar gezeigt

werden, allerdings wiesen die resultierenden Protein-Komplexe keine 1:1 Sttchiometrie
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mehr auf. Demzufolge konnten auch mit dem darauffolgenden Nuklease-Aktivitatsassays im
Hinblick auf die Spalteigenschaft der CAD-Heterodimere keine eindeutigen Angaben
gemacht werden, da die unterschiedlichen CAD-Konstrukte im Heterodimer nicht
gleichmé&Rig verteilt vorlagen. Deshalb kénnen im Folgenden nur bedingt Aussagen getroffen
werden. Da neben dem CAD-wt-Homodimer nur das CAD-wt/CAD-H263N-Heterodimer
DNA-Spaltung zeigt, kann man davon ausgehen, dass fiur eine DNA-Spaltung zum einen ein
katalytisches Zentrum ausreichend ist und zum anderen beide DNA-Bindedomanen
erforderlich sind. Dies wird auch durch die Ergebnisse der beiden CAD-Heterodimere
bestarkt, die nur eine funktionelle DNA-Bindestelle besitzen. Somit ware eine
Homodimerisierung von CAD zur Erlangung einer katalytisch kompetenten Form

unumganglich.

3.4 Induzierter proteasomaler Abbau von CAD

Wenn der DFF-Komplex bestehend aus der Nuklease CAD und dem Inhibitor/Chaperon
DFF45 einmal durch Caspase-3 aktiviert wurde und somit DFF45 gespalten wird und von
CAD dissoziiert, ist die Nuklease aktiv und kann DNA internukleosomal spalten. Allerdings
ware es von grofiem Vorteil, wenn man die beiden wichtigen Vorgange, die Aktivierung des
DFF-Komplexes durch Spaltung von DFF45 und die Nukleaseaktivitdt von CAD, kontrollieren
kénnte. Dann ware es moglich zu definierten Zeitpunkten den DFF-Komplex, aber v.a. CAD
zu kontrollieren und somit die Nukleaseaktivitat zu regulieren. Wie bekannt ist, wird sobald
CAD nicht mehr mit dem Inhibitor interagiert, die Nuklease ubiquitiniert und vom Ubiquitin-
Proteasom-System abgebaut®.

In dieser Arbeit wurde dieser Aspekt hinsichtlich der Nukleaseaktivitat untersucht und der
proteasomale Abbau induziert. Hierfir wurde mit einem System gearbeitet, das es mit Hilfe
eines Stabilisierungsliganden (Shield1l) ermdglicht, die Menge an gewinschtem Protein in
der Zelle zu regulieren. Dazu wurde das Gen des zu untersuchenden Proteins (CAD bzw.
DFF45) durch Verwendung eines speziellen Vektors (pPTuner, s. 2.2.3) kloniert, der u.a.
eine 12 kDa grol3e Doméne, die FKBP (L106P) Destabilisierungsdoméne (DD) enthélt. Diese
DD bewirkt eine schnelle Degradation des DD-fusionierten Proteins, wohingegen in
Anwesenheit des Stabilisierungsliganden Shieldl die intrazellulare Proteinmenge schnell
erhdht werden kann (s. 2.6.6). Demzufolge lieRe sich mit Hilfe von Shieldl zum einen die
Aktivierung des DFF-Komplexes steuern, indem CAD/DD-DFF45 in Anwesenheit von
Shield1 stabilisiert als Komplex vorliegt und in Abwesenheit DD-DFF45 destabilisiert vorliegt
und proteasomal abgebaut wird. Zum anderen kénnte auch die Nukleaseaktivitat kontrolliert
werden, da DD-CAD in Anwesenheit von Shieldl aktiv ist und DNA spaltet, wohingegen in
Abwesenheit von Shieldl die Nuklease durch Proteasen abgebaut wirde und demzufolge

die DNA nicht mehr spalten kdnnte.
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Zunachste sollte allerdings die Frage geklart werden, ob bei einem DFF-Komplex bestehend
aus CAD/DD-DFF45 in Abwesenheit von Shieldl nur der Inhibitor abgebaut wird und die
Nuklease stabil bleibt, oder ob sowohl Inhibitor als auch Nuklease abgebaut werden. Um
dies herauszufinden, wurden Assays (s. 2.6.4) durchgefiihrt, die den induzierten Abbau des

DFF-Komplexes in vivo untersuchen.

3.4.1 Untersuchungen des proteasomalen Abbaus von DD-DFF45
koexprimiert mit CAD in HEK293T-Zellen

Zu Beginn wurde zundchst DFF45 wie oben beschrieben mit Hilfe des Vektors (pPTuner,
s. 2.2.3) kloniert, der u.a. eine destabilisierende Domane (DD) enthielt. Bei einem in
HEK293T-Zellen (s. 2.5.1) koexprimierten DFF-Komplex konnte durch einen Liganden
(Shield1) der Inhibitor stabilisiert und somit vor proteasomalem Abbau geschiitzt werden.
Neben einer Negativ- und einer Positiv-Kontrolle wurden vier weitere Ansétze getestet,
denen nach unterschiedlichen Zeitpunkten (30, 60, 120, 240 min) das Ligand-enthaltene
Medium entzogen wurde. Nachdem die Zellen geerntet und aufgeschlossen wurden

(s. 2.5.3), konnte mit Hilfe eines Western Blots (s. 2.3.1.4) das Ergebnis analysiert werden.

CAD-HA/DD-DFF45

- + time | Shield1
c-HA Sy Gaup G S s | CAD
a-DFF45 WD G w— - DFFas

Abb. 3.19: Induzierter proteasomale Abbau des DFF-Komplexes. Gezeigt ist ein Western Blot
durchgefuhrt mit a-HA und a-DFF45 Antikdrpern. Es ist zu erkennen, dass ohne Shield1 (500 nM)
DD-DFF45 abgebaut wird und deshalb auch nur eine sehr geringe Menge an CAD exprimiert werden
konnte. Im Gegensatz dazu kann in Anwesenheit von Shieldl der DFF-Komplex stabilisiert werden.

Mit zunehmender Zeit in Abwesenheit von Shieldl ist von beiden Proteinen ein Abbau zu erkennen.

Das Ergebnis zeigt, dass ohne den stabilisierenden Liganden Shieldl DD-DFF45 abgebaut
wurde, und demzufolge auch nur eine sehr geringe Menge an CAD exprimiert werden
konnte. In Anwesenheit von Shieldl allerdings waren beide Proteine stabil (s. Abb. 3.19). Je
langer die Inkubationszeit der Zellen ohne Shield1 war, desto mehr Protein DD-DFF45 wurde
abgebaut.

Da allerdings fir dieses Experiment zwei Western Blots nodtig waren um beide Proteine

detektieren zu koénnen, wurden weitere Konstrukte hergestellt, um sowohl CAD als auch
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DFF45 auf einer PVDF-Membran gemeinsam nachweisen zu kénnen. Dies hatte den Vorteil

einer relativen Quantifizierung der Proteinmengen.

3.4.2 Untersuchungen des proteasomalen Abbaus von DD-CAD bzw.
DD-DFF45 koexprimiert mit DFF45 bzw. CAD in HEK293T-Zellen

Um nun beide Proteine durch Immunodetektion gemeinsam unter Verwendung eines
Antikdrpers nachweisen zu kdnnen, wurden neue Konstrukte generiert, die fur die Detektion
jeweils einen HA-tag enthielten. Da zunachst nur der Inhibitor DFF45 eine destabilisierende
Doméne (DD) enthielt, wurde nun ebenfalls CAD durch Verwendung des DD-enthaltenen
Vektors pPTuner (s. 2.2.3) kloniert. Somit konnten die Untereinheiten beider DFF-Komplexe,
DD-CAD/DFF45 und CAD/DD-DFF45, auf ihr Verhalten bei induziertem proteasomalem
Abbau der mit der destabilisierenden Domane fusionierten Untereinheit untersucht werden.
Die Ansatze entsprachen den vorhergehenden (s.3.4.1), wobei fiir diese Versuche
zusatzlich Kontrollen eingesetzt wurden. Somit wurden HEK293T-Zellen zum einen mit
pPT-DD-CAD-HA und zum anderen mit pCI-CAD-HA transfiziert, um zu sehen, ob
endogenes, in der Zelle bereits vorhandenes DFF45 als Chaperon fungiert und somit die
verschiedenen CAD-Fusionsproteine exprimiert werden kdénnen.

Die Ergebnisse wurden mit Hilfe von Western Blot Analysen und Immunodetektion

(s. 2.3.1.4) sichtbar gemacht und sind in der folgenden Abbildung gezeigt.

DD-CAD-HA/DFF45-HA DD-CAD-HA

* -+ 240 Shield1

CAD

a-HA .. - . .- DFF45

a-actin actin

CAD-HA/DD-DFF45-HA CAD-HA
-+ _ “ﬂ - + 240" Shield1
e G D €D ow DFF45
-HA
* Gl = + F = CAD

C-aCtin | ——— — - — > G = | actin

Abb. 3.20: Proteasomaler Abbau von DD-DFF-Komplexen. Gezeigt sind Western Blots
durchgefuhrt mit o-HA Antikérper. Oben: DD-CAD koexprimiert mit DFF45 und allein exprimiert.
Unten: DD-DFF45 koexprimiert mit CAD und allein exprimiert. Zu erkennen ist bei beiden DFF-
Komplexen, dass unabhangig von der DD-Fusion die Menge an detektiertem CAD abnimmt,
wohingegen eine Abnahme an DFF45 schwer zu erkennen ist, da dessen Expression zu stark ist.

Actin wurde als loading control verwendet.
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Die Ergebnisse zeigen, dass es bei einem Komplex bestehend aus DD-CAD und DFF45 zu
einer Abnahme der Nuklease kommt, wohingegen eine Abnahme des Inhibitors nicht zu
erkennen ist (s. Abb. 3.20).

Dieselben Ergebnisse wurden im Falle des Komplexes CAD/DD-DFF45 erhalten. Sowohl die
im Western Blot nachweisbare Menge an Nuklease als auch DD-DFF45 nehmen in
Abwesenheit von Shield1l mit der Zeit ab.

Bei beiden Blots ist ebenfalls zu erwéhnen, dass ohne Shieldl eine sehr hohe Menge an
DFF45 zu sehen ist, die dementsprechend nicht proteasomal abgebaut wurde, da die
Expression des Inhibitors zu stark ist.

Zudem konnte eine 1:1 Stochiometrie des DFF-Komplexes nicht erhalten werden, da die
beiden Proteine CAD und DFF45 unterschiedlich gute Expression zeigten, wobei der

Inhibitor DFF45 in dieser Zelllinie besser exprimiert werden konnte als die Nuklease.

3.4.3 Fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen des proteasomalen
Abbaus von DD-CAD/-DFF45 koexprimiert mit EGFP-DFF45/-CAD in CHO-

Zellen

Um den proteasomalen Abbau von DD-DFF-Komplexen auf eine andere Art untersuchen zu
kénnen bzw. um ihn besser sichtbar zu machen, wurden neue Konstrukte generiert, die
jeweils ein EGFP (enhanced green fluorescent protein)-Fusionsprotein enthielten.

In diesem Fall wurden in CHO-Zellen (s. 2.5.1) DFF-Komplexe koexprimiert, die zum einen
aus DD-CAD/EGFP-DFF45 und zum anderen aus EGFP-CAD/DD-DFF45 bestanden.
Zudem wurden zwei weitere DFF-Komplexe exprimiert (EGFP-CAD und EGFP-DFF45,
jeweils allein exprimiert), die als Kontrolle dienten, um die Fluoreszenzintensitat der Proteine
vergleichen zu kénnen.

CHO-Zellen wurden mit den jeweiligen Plasmiden transfiziert und nach 24 h die Zellkerne mit
Hoechst 33342 gefarbt (s. 2.6.4.2). Es folgte eine fluoreszenzmikroskopische Auswertung
(s.2.6.4.1).
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Hoechst 33342 Hoechst 33342
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Abb. 3.21: Fluoreszenzmikroskopische Auswertung des proteasomalen Abbaus von
DD-DFF-Komplexen. Gezeigt sind CHO-Zellen 24 h nach Kotransfektion mit CAD/EGFP-DFF45 (A),
DD-CAD/EGFP-DFF45 + Shieldl (B), DD-CAD/EGFP-DFF45 — Shieldl (C), EGFP-CAD/DFF45, (D),
EGFP-CAD/DD-DFF45 + Shieldl (E) und EGFP-CAD/DD-DFF45 — Shield1 (F). Es ist zu erkennen,
dass bei DD-CAD/EGFP-DFF45 mit Shield1 (B) EGFP-DFF45 gut exprimiert wurde, wohingegen ohne
Shieldl (C) die Intensitdt der Fluoreszenz leicht abnimmt. Im Gegensatz dazu ist bei
EGFP-CAD/DD-DFF45 ohne Shieldl (F) keine Fluoreszenz zu erkennen, wohingegen mit Shield1 (E)

die EGFP-Fusionsproteine nicht abgebaut werden. Die Zellkerne wurden mit Hoechst 33342 gefarbt.

Die beiden Kontrollen EGFP-CAD/DFF45 und CAD/EGFP-DFF45 zeigten eine relativ gute
Expression der Fusionsproteine (s. Abb.3.21, A und D). Vergleicht man nun
DD-CAD/EGFP-DFF45 mit und ohne Shieldl (s. Abb. 3.21, B und C), ist zu erkennen, dass
in Anwesenheit von Shieldl die Expression von EGFP gut war. In Abwesenheit von Shieldl
konnte zwar noch EGFP nachgewiesen werden, wobei die Intensitat der Fluoreszenz
abgenommen hatte.

Koexpression von EGFP-CAD/DD-DFF45 in An- und Abwesenheit von Shieldl
(s. Abb. 3.21, E und F) zeigte allerdings, dass ohne Shieldl keine Fluoreszenz detektiert
werden konnte, wohingegen mit Shield1 der Inhibitor/Chaperon stabilisiert und demzufolge
der DFF-Komplex nicht abgebaut wurde.

Um dieses Experiment statistisch zu befestigen, wurden jeweils 120 Zellen gezahlt und
deren Fluoreszenzintensitat (schwach, mittel, stark) ermittelt, was in der folgenden Abbildung

dargestellt wurde.
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Abb. 3.22: Saulendiagramm des proteasomalen Abbaus von DD-DFF-Komplexen. Gezeigt ist ein
Saulendiagramm, welches die ermittelten Fluoreszenzintensitdten der einzelnen DFF-Komplexe
widerspiegelt. Lila: schwache Fluoreszenz, rot: mittlere Fluoreszenz, griin: starke Fluoreszenz. Zu
erkennen ist, dass ohne Shieldl kaum starke Fluoreszenz erhalten wurde, wohingegen mit Shieldl die

Anzahl der Zellen mit starker und mittlerer Fluoreszenz gréRer war.

Dieses Saulendiagramm bestatigt die vorangegangenen Experimente, da exprimierte
DD-DFF-Komplexe in Abwesenheit von Shield1 nur eine geringe Menge an fluoreszierenden
Zellen aufbrachten. Die Proteine lagen somit in einem destabilisierten Zustand vor und
wurden demzufogle durch Proteasen abgebaut. Im Gegensatz dazu konnte in Anwesenheit
von Shieldl eine gréRere Menge an fluoreszierenden Zellen beobachtet werden, weil durch
den Ligand Shieldl das DD-Protein stabilisiert und somit vor dem proteasomalen Abbau
geschutzt werden konnte. Zu erwdhnen ware noch, dass der proteasomale Abbau im Falle
von EGFP-CAD/DD-DFF45 starker zu sehen war als bei DD-CAD/EGFP-DFF45, da hier der
Inhibitor die DD enthielt und demzufolge die geringere Bildung von EGFP-CAD besser
beobachtet werden konnte.

Letzendlich konnte gezeigt werden, dass durch Shieldl der proteasomale Abbau der
Nuklease DD-CAD reguliert werden konnte, indem das Protein in Anwesenheit von Shieldl
vor Abbau geschiitzt wurde und es in dessen Abwesenheit destabilisiert vorlag und somit

abgebaut wurde.
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4. Diskussion

4.1 Charakterisierung einer moglichen chaperone target region
(CTR) in CAD

DFF ist ein heterodimerer Komplex, bestehend aus der apoptotischen Nuklease CAD
(DFF40) und deren Inhibitor ICAD-L (DFF45). Untersuchungen haben gezeigt, dass
synthetisiertes DFF40 in Abwesenheit von DFF45 aggregiert und auch keine Nuklease-
Aktivitat aufweist®®. Ein Jahr spater konnte das gleiche Phanomen fir CAD und ICAD-L
nachgewiesen werden®®. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde angenommen, dass der Inhibitor
auch als Chaperon fiur die Nuklease fungiert, wobei sich ICAD-L (DFF45) nicht in eine der
zwei Hauptklassen der Chaperone einteilen lasst. Denn im Gegensatz zu DnaK/HSP70 oder
zum chaperonin TCP1-ring (TRIiC)/GroEL System arbeitet ICAD-L (DFF45) ohne ATP-
Verbrauch® . Weitere Untersuchungen zeigten, dass allgemeine Chaperone zwar die
Aggregation von CAD (DFF40) verhindern, aber alleine keine funktionsfahige Nuklease
falten kénnen und dass somit ICAD-L (DFF45) als spezifisches Chaperon fur CAD (DFF40)
gilt***®. Durch die Doppelfunktion von ICAD-L (DFF45) als Inhibitor und Chaperon wird
verhindert, dass es in Zellen ohne ICAD-L (DFF45) zur DNA-Fragmentierung kommt. Somit
ist gewahrleistet, dass nur als Antwort auf einen Apoptose-auslésenden Stimulus Caspase-3
den Inhibitor spaltet und die DNase aktiv werden kann. Demzufolge wird prinzipiell
verhindert, dass es in Zellen, die mehr Nuklease als Inhibitor exprimieren, zum DNA-Abbau
und zur Chromatinkondensierung kommt. Allerdings scheint zudem die intrazellulare
Konzentration an ICAD-L (DFF45) die von CAD (DFF40) zu Ubertreffen, so dass stets ein
Uberschuss an Inhibitor vorliegt®®. Dariiberhinaus existiert eine kleinere Isoform des
Inhibitors, ICAD-S (DFF35), die eine zusatzliche inhibitorische back-up Funktion
Ubernimmt’.

Aufgrund der Annahme, dass der C-terminale loop am Ende der C3-Domane der Nuklease
intrinsisch ungefaltet vorliegt und iiber die drei Aminoséurereste **IYR%** Kontakt zum loop
zwischen den beiden a-Helices 7 und 8 mit den Aminoséaureresten 2*EVN?®® hat, die nahe
des katalytischen Zentrums liegen, wurde vermutet, dass der Kontakt zwischen den sechs
Aminosaureresten, vermittelt durch ICAD-L (DFF45), zur Stabilisierung der katalytischen
C3-Domaéne beitragt. Aus diesem Grund wurden sechs Varianten von CAD, die sich in
jeweils einem Aminosaurerest vom Wildtyp unterscheiden, hergestellt und auf Stabilitat,
Spaltaktivitit und DNA-Bindevermégen untersucht, um neue Erkenntnisse uUber die
Chaperon-Bindestelle von ICAD-L (DFF45) zu erfahren.
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4.1.1 Expression und Reinigung von CAD/DFF45-Komplexen

Die Koexpression von GST-CAD bzw. den Varianten von GST-CAD und DFF45 in E.coli
konnte erfolgreich durchgefiihrt werden. Dabei wurden die Nuklease- und Inhibitor-
untereinheiten der Komplexe in nahezu stdchiometrischen Mengen exprimiert (s. 3.1.3).
Auch nachdem die DFF-Komplexe affinitatschromatographisch Uber den GST-tag der
Nuklease gereinigt wurden, konnte ein nahezu stdchiometrisches Verhaltnis der beiden
Untereinheiten bewahrt werden (s. 3.1.4.1). Um die katalytische Aktivitat und das DNA-
Bindungsvermdgen der Nuklease untersuchen zu konnen, mussten allerdings die
DFF-Komplexe von kontaminierender DNA befreit werden, was durch die Verwendung der
Anionenaustauschchromatographie als weitere  Reinigungsmethode erfolgte. Die
Stochiometrie der auf diese Weise gereinigten Komplexe hing jedoch stark von der Stabilitat

der DFF-Komplexe ab.

4.1.1.1 Stabilitat der CAD/DFF45-Komplexe

Nachdem die DFF-Komplexe, bestehend aus GST-CAD (Wildtyp bzw. Varianten) und
DFF45, nach zweistindiger Bindung an Glutathion-Sepharose beads gereinigt wurden,
konnte generell mehr Nuklease als Inhibitor gereinigt werden (s. 3.1.4.1, Abb. 3.5 oben).
Dies ist durchaus erklarbar, da entweder nur Nuklease oder nur rekombinanter Komplex
Uber die GST-Fusion gereinigt werden kdnnen.

Im Gegensatz dazu zeigte die Uber-Nacht-Bindung der DFF-Komplexe andere Ergebnisse.
Der Wildtyp-Komplex wies als einiziger DFF-Komplex ein 1:1 Verhdltnis von
Nuklase:Inhibitor auf, wohingegen bei den DFF-Komplexen mit den Nuklease-Varianten
V285A, 1322T, Y323A und R324A sich mehr DFF45 als GST-CAD in den Eluaten (s. 3.1.4.1,
Abb. 3.5 unten) befand. Dieses Phanomen lasst sich dadurch erklaren, dass DFF45 nach
langer Bindungszeit auch unspezifisch an die GSH-beads binden kann. Ebenso kann es
moglich sein, dass der Inhibitor die Nuklease auch als Dimer oder Oligomer binden kann und
somit DFF45 in unstéchiometrischen Mengen gereinigt wird. Eine Ausnahme stellen hier die
Komplexe mit den CAD-Varianten E284A und N286D dar, da auch nach Uber-Nacht-
Bindung bei diesen Enzymvarianten mehr Nuklease als DFF45 gereinigt werden konnte.

Um einen stochiometrischen DFF-Komplex (1:1) nach der Reinigung zu erhalten, wurden
bereits zuvor andere Reinigungsmethoden durchgefiihrt. Hierfir wurden sowohl GST-
fusionierte Nuklease als auch GST-fusionierter Inhibitor exprimiert und anschlieend
gereinigt, wobei auch hier keine 1:1 Stdchiometrie der DFF-Untereinheiten erzielt werden
konnte. Eine Mdglichkeit um ein ausgeglichenes Verhaltnis von Nuklease und Inhibitor zu
erhalten ist, den Komplex Uber eine Importin besetzte Saule aufzureinigen. Denn wie

Untersuchungen gezeigt haben, kénnen nur eine Nuklease und ein Inhibitor Uber das
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jeweilige NLS an Importin binden, wodurch ein stdchiometrischer DFF-Komplex gereinigt
werden kann®,

Die Tatsache, dass Nuklease und Inhibitor nicht exakt im Verhdltnis 1:1 vorliegen, kann auf
eine Destabilisierung einiger rekombinanter DFF-Komplexe durch die eingefiihrten
Aminoséaurerest-Austausche hinweisen. Auffallig ist dieses Ungleichgewicht aus GST-CAD
und Chaperon bei allen hergestellten Enzymvarianten nach der Anionenaustauschchromato-
graphie. Durch den jeweiligen Aminoséaurerest-Austausch E284A, V285A, N286D im loop
zwischen den a-Helices 7 und 8 bzw. 1322T, Y323A und R324A im C-terminalen loop der
C3-Domaéne der Nuklease wird die Stabilitat des Komplexes offenbar stark reduziert. Somit
kann man vermuten, dass es sich bei diesen Positionen um eine fiur die DFF45-Bindung
wichtige Region in CAD handelt.

Nach affinitdtschromatographischer Reinigung der rekombinanten DFF-Komplexe uber
GSH-beads wiesen die Proben allerdings noch eine starke Verunreinigung mit DNA auf, da
die Nuklease unspezifisch DNA binden kann. Um diese DNA zu entfernen, wurden die DFF-
Komplexe mittels Anionenaustauschchromatographie tber eine MonoQ-HR5/5-Saule unter
Anlegen eines Gradienten von 100-400 mM NaCl eluiert (s. 2.4.3.2). Der Wildtyp-Komplex
und die Variante GST-CAD E284A/DFF45 lieRen sich als Komplex von der Saule reinigen,
wobei die Proteinausbeute der Variante E284A insgesamt viel niedriger war als die des
Wildtyps (s. 3.1.4.2, Abb. 3.6). Da die anionenaustauschchromatographische Reinigung tUber
die DFF45-Untereinheit des Komplexes erfolgte, kann die geringe DFF45-
Ausgangskonzentration nach der affinitdtschromatographischen Reinigung ein Grund fur die
geringe Proteinausbeute der Variante gewesen sein. Die Varianten V285A, N286D, 1322T,
Y323A und R324A lieBen sich jedoch nicht im stéchiometrischen Verhdltnis 1:1 von
Nuklease:Inhibitor reinigen. Ganz im Gegenteil, in diesen Fallen konnte nur eine geringe
Konzentration der jeweiligen Nuklease-Variante gewonnen werden (s. 3.1.4.2, Abb. 3.6), da
ein Groliteil der Komplexe auf der S&ule dissoziierte und somit nur der Inhibitor in grof3em
Uberschuss eluierte.

Dies deutet wieder auf eine geschwachte Bindung der Nuklease-Varianten an den Inhibitor
bzw. an das Chaperon hin. Aufgrund der schwachen Bindung von CAD an DFF45 kann beim
Anlegen des Salzgradienten die Nuklease von der Séaule gewaschen werden, wobei auch die
Entfernung der DNA durch den Salzgradienten zur weiteren Instabilitdit des Komplexes
beitragen kann. Es ist anzunehmen, dass gebundene DNA die Nuklease stabilisiert und
somit die Bindung an DFF45 verbessert.

Nach Reinigung der rekombinanten DFF-Komplexe erfolgte deren Aktivierung um zu testen,
ob sich DFF45 durch Caspase-3 spalten lasst und somit ein Aktivitatsassay durchfihrbar ist.
Denn nach Spaltung des Inhibitors verringert sich seine Bindung an die Nuklease, die

daraufhin dissoziiert und katalytisch aktiv werden kann. Es konnte gezeigt werden, dass sich
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sowohl Wildtyp-Nuklease als auch alle hier getesteten CAD-Varianten durch Zugabe von
Caspase-3 aktivieren lieRen. Allerdings war die Konzentration an Nuklease teilweise so
gering, dass sie auf den SDS-Gelen nicht detektierbar war. Mittels Western Blot und
Immunodetektion konnten darauffolgend zwar alle GST-CAD-Varianten nachgewiesen
werden, allerdings zeigte sich hier erneut ein ungleiches Verhdltnis der Nukleasen relativ
zueinander (s. 3.1.9). Die htéchste Konzentration wies der Wildtyp auf, gefolgt von den CAD-
Varianten E284A und N286A. Niedriger konzentriert waren 1322T und R324A und die
schwachste effektive Nuklease-Konzentration wiesen die Varianten V285A und Y323A auf,
was wohl auch an der Stabilitat der DFF-Komplexe lag.

Da all diese Ergebnisse korrelieren, kann man davon ausgehen, dass die untersuchten
Bereiche, der C-terminale loop am Ende der C3-Domé&ne von CAD und vor allem der loop
zwischen den beiden a-Helices 7 und 8 mit den Aminosaureresten 2*EVN?®, die nahe des
katalytischen Zentrums liegen, besonders bedeutsam fur die Interaktion zwischen Nuklease
und DFF45 sind und somit mdoglicherweise als Zielregion fur die Chaperonfunktion des

Inhibitors dienen.

4.1.2 Nuklease-Aktivitat der CTR-Varianten

Die Caspase-aktivierte-DNase spaltet in Gegenwart von Mg doppelstréangige DNA, indem

d**®” und das

die groRe Furche der DNA Uber die a-Helix 4 der C3-Domane gebunden wir
aktive Zentrum mit dem Bpo-Me-Finger-Motiv in die kleine Furche der DNA binden kann®’,
um dort die Phosphodiesterbindungen anzugreifen und die DNA in nukleosomale Fragmente
zu spalten. Die Analyse des Nuklease-Aktivitatsassays ergab, dass nur die CAD-Variante
GST-CAD E284A ahnliche Spaltaktivitat wie der Wildtyp aufweist. Eine schwache aber noch
messbare Aktivitat zeigte die Variante GST-CAD N286A, denn nach dem DNA-Verdau durch
diese CAD-Variante war keine Uberspiralisierte (sc) DNA mehr vorhanden, wohingegen die
Varianten GST-CAD V285A, GST-CAD 1322T, GST-CAD Y323A und GST-CAD R324A im
Vergleich zum Wildtyp keine enzymatische Aktivitat besalRen (s. 3.1.6, Abb. 3.7). Da jedoch
im darauffolgenden Western Blot nachgewiesen wurde, dass die eingesetzten CAD-
Konzentrationen sehr variierten, muss man eher davon ausgehen, dass die reduzierte
Nuklease-Aktivitat daraus resultierte.

Auffallend ist, dass die mittels Affinitats- und Anionenaustauschchromatographie (s. 3.1.4.1
und 3.1.4.2) gereinigten rekombinanten DFF-Komplexe, auch wenn sie nicht durch
Caspase-3 aktiviert wurden, reduzierte enzymatische Aktivitat, erkennbar an der Bildung
kleiner Mengen linearer DNA im Agarosegel (Abb. 3.7), aufweisen. Diese leichte
nukleolytische Aktivitdt, die durch freie Nuklease entsteht, ist auch beim Wildtyp zu
beobachten. Daraus kann man schlieen, dass es sich hierbei um eine Eigenschaft der

Komplex-Praparationen handelt, die nicht auf den Aminosaurerest-Austausch zuriickzu-
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fuhren ist. Bei den CAD-Varianten Y323A und R324A ist keine katalytische Aktivitat im nicht-
aktivierten Komplex nachweisbar, was aber auch an technischen Schwierigkeiten wie der
ungleichmaRigen Beleuchtung der Geldokumentationsanlage liegen kann. Anders sieht dies
bei der CAD-Variante E284A aus. Der nicht-aktivierte Komplex zeigt zwar im Gegensatz zum
aktivierten Komplex reduzierte Aktivitdt, ist jedoch so aktiv, dass die gesamte
Uberspiralisierte DNA gespalten wurde und nur noch als offen zirkulare und lineare DNA
vorliegt (Abb. 3.7). Offensichtlich hat der Austausch des sauren Aminosdurerestes Glu284
nach Alanin einen starken Einfluss auf das Bindungsvermégen der Nuklease zum Chaperon
DFF45, obwohl der Komplex nach Analyse der anionenaustauschchromatographischen
Aufreinigung (s. 3.1.4.2) noch als stabil eingeschatzt wurde. Die Nuklease-Aktivitat des
Komplexes vor Aktivierung durch Caspase-3 lasst sich durch das verringerte
Bindungsvermogen der CAD-Variante E284 an den Inhibitor und des daraus resultierenden
hohen Anteils freier Nukleasen im inaktivierten Komplex CAD E284A/DFF45 erklaren. Eine
andere Madoglichkeit waére, dass durch den Austausch des Aminosdurerests E284A, die
Struktur der C3-Doméne von CAD so verandert wird, dass DFF45 die Nuklease nicht mehr
inhibieren kann.

Aus diesen Ergebnissen kann bis jetzt nur geschlossen werden, dass der Aminosaurerest-
Austausch bei den CAD-Varianten E284A, V285A und N286D im Bereich des loops
zwischen den a-Helices 7 und 8 und der Austausch bei den CAD-Varianten 1322T, Y323A
und R324A im C-terminalen loop der Nuklease Einfluss auf die Interaktion zwischen
Nuklease und Chaperon hat. Die CAD-Variante E284A zeigt gleichermalRen innerhalb der
generierten CAD-Varianten die hochste Spaltaktivitat, aber auch eine instabile Bindung zu
DFF45. Somit ist der Aminosaurerest E284 zwar wichtig fir die Bindung von DFF45, hat
aber innerhalb des Molekils einen geringeren Einfluss auf die Stabilisierung der Nuklease.
Ob der Einfluss auf die Spaltaktivitatt auch auf den Aminoséaurerest-Austausch
zurlckzufuhren ist, der zu einem funktionslosen aktiven Zentrum fihrt oder ob die geringe
Spaltaktivitat auf ein verringertes DNA-Bindevermoégen zuriickzufiihren ist, kann mit diesen
Ergebnissen jedoch nicht beantwortet werden. Deshalb wird das DNA-Bindevermogen der
CAD-Varianten und des Wildtyps mittels DNA-Bindungsassay uberpruft.

4.1.3 DNA-Bindungsverhalten der CTR-Varianten

Damit die nukleolytische Untereinheit des rekombinanten DFF-Komplexes DNA spalten
kann, muss das Enzym DNA binden kénnen. Diese Interaktion kann mittels eines
sogenannten DNA-Bindungsassays Uberprift werden (s. 2.6.2). Untersuchungen haben
gezeigt, dass sowohl freie Nuklease als auch die Nuklease im Komplex DNA binden kann®’.
In der vorliegenden Arbeit wurde diese DNA-Enzym-Interaktion der rekombinanten DFF-

Komplexe untersucht. Keine der CAD-Varianten zeigt eine gleich starke DNA-Bindung wie
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der Wildtyp, bei dem die DNA vollstandig gebunden ist und dadurch eine elektrophoretische
Mobilitatsdnderung erféhrt. Von den hergestellten Varianten besitzen GST-CAD E284A und
GST-CAD N286D noch die stabilste DNA-Bindung, wohingegen die anderen vier Varianten
GST-CAD V285A, GST-CAD 1322T, GST-CAD Y323A und GST-CAD R324A nur ein sehr
schwaches DNA-Bindungsvermégen aufweisen und ein Grof3teil an DNA ungebunden
vorliegt (s. 3.1.7). Auch bei diesen Ergebnissen muss davon ausgegangen werden, dass das
reduzierte DNA-Bindungsvermégen aufgrund ungleicher CAD-Konzentrationen resultierte.
Denn je geringer die eingesetzte Nuklease-Konzentration ist, desto weniger DNA kann
gebunden werden, wie man auch anhand Abb. 3.8 erkennen kann.

Bei der Interpretation der Ergebnisse des DNA-Bindungsassays (s. Abb. 3.8) muss beachtet
werden, dass eine Mobilitatsdnderung der DNA im Agarosegel nur beobachtbar ist, wenn ein
ausgewogenes Verhaltnis zwischen DNA-Grdol3e und Proteinkonzentration besteht. Ist dieses
nicht gegeben, so kann die Bindung der Proteine an die DNA nicht durch ein verandertes
Laufverhalten der Nukleinsaure im Gel analysiert werden. Da nach affinitats- und
anionenaustauschchromatographischer Proteinreinigung (s.3.1.4.1 und 3.1.4.2) die
rekombinanten DFF-Komplexe nicht in ausreichend hoher Konzentration vorlagen, konnten
diese nur in geringer Konzentration eingesetzt werden. Normalerweise wird bei DNA-
Bindungsassays versucht zuvor Uber Titration das richtige Proteinkonzentration:DNA-
GrolRenverhéltnis zu bestimmen, um einen besseren DNA-Shift zu erzielen.

Offensichtlich reduziert ein einziger Aminosaurerest-Austausch in der Nuklease die
Interaktionsregion zwischen CAD und DFF45 so, dass die Stabilitat des DFF-Komplexes
stark reduziert ist und er schon wahrend der Reinigung Uber die Anionenaustausch-
chromatographie zerfallt. Da allerdings die Aminosadurereste *EVN?*® und **4IYR** nicht
direkt an der DNA-Bindung beteiligt sind, kann man vermuten, dass die verringerte DNA-

Bindung durch eine verstarkte Instabilitat der Nuklease hervorgerufen wird.

Somit konnte in diesem Teil der Arbeit eine Region innerhalb von CAD identifiziert werden,
die zum einen fir die Stabilitdét der Nuklease von grof3er Bedeutung ist und zum anderen
eine Interaktionsregion mit dem Chaperon darstellt. Da die drei Aminoséuren *?1YR** durch
Vorhersagen mehrerer Pradiktoren (s. Abb. 3.1) in einer intrinsisch ungefalteten Region
(IUR) liegen (s. Abb. 3.2), kann man ebenfalls davon ausgehen, dass diese Region die
Mitwirkung eines Faltungshelfers benétigt und somit fir die Chaperonaktivitéat des Inhibitors

wichtig ist.

4.2 Generierung kunstlicher CAD-Heterodimere

Dieser Teil der Arbeit wurde durchgefihrt, um den Mechanismus der DNA-Spaltung durch

die Nuklease CAD genauer analysieren zu konnen. Es sollte eine kinstliche
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CAD-Heterodimerisierung von verschieden fusionierten DFF-Untereinheiten hervorgerufen
werden, um letztendlich durch die Spalteigenschaft dieser CAD-Heterodimere dariber
Aufschluss zu erhalten (s. Abb. 3.12).

Wie bereits erwahnt, konnte durch Untersuchungen gezeigt werden, dass es neben dem
katalytischen Zentrum in CAD ein weiteres Motiv gibt, das fir die DNA-Bindung
verantwortlich ist, und zwar die a-Helix 4%’. Beide DNA-Bindedoménen befinden sich in der
C3-Doméne, die das ,scherenférmige” aktive Zentrum (s. 1.2.1, Abb. 1.4) bilden, in welchem
die chromosomale DNA nukleolytisch gespalten wird. Das katalytische Zentrum kann mit
dem Bpa-Me-Finger-Motiv unspezifisch tber die kleine Furche mit der DNA interagieren,
wohingegen die a-Helix 4 tber die grof3e Furche Kontakte zur DNA knupft und somit fur eine
stabile DNA-Bindung sorgt. Demzufolge weist ein CAD-Protomer zwei wichtige Doméanen fir
DNA-Bindung (a-Helix 4) und -Spaltung (katalytisches Zentrum) auf. Da nun bekannt ist,
dass funktionelles CAD als Dimer aktiv ist, sollte hier untersucht werden, welche Doméanen
miteinander interagieren. Ist eine Dimerisierung von CAD notwendig, da das katalytische
Zentrum des einen Protomers mit dem DNA-Bindemotiv des anderen Protomers
zusammenarbeitet, oder ist es ausreichend, wenn die DNA-Bindung und -Spaltung von
einem Protomer vollzogen wird? Um diese Frage beantworten zu konnen, wurden
verschieden fusionierte CAD-Varianten in HEK293T-Zellen exprimiert, Gber die jeweiligen

Fusionen gereinigt und anschliel3end in Koimmunoprazipitationsversuchen (IPs) eingesetzt.

4.2.1 Koimmunoprazipitationsversuche

Nachdem die jeweiligen Fusionsproteine (s. Tabelle 2.10, Ansatze 1-3) in eukaryotischen
Zellen exprimiert und anschlieRend tber FLAG- bzw. HA-tag gereinigt wurden, folgte eine
Inkubation der Proteine, wodurch eine Heterodimerisierung von CAD resultieren sollte. Die
Ergebnisse, die mit Hilfe eines Western Blots analysiert wurden, zeigen, dass zunéchst die
Expression der DFF-Komplexe erfolgreich war (s. Abb. 3.10). Es konnten sowohl der
CAD-FLAG/DFF45-Komplex als auch der CAD-HA/DFF45-Komplex exprimiert und gereinigt
werden. Allerdings konnten im darauffolgenden Schritt keine Heterodimere von CAD erhalten
werden. Es wurden lediglich die CAD-Varianten detektiert, die den =zur Reinigung
verwendeten tag enthielten.

Es lasst sich nicht genau sagen, welchen Einfluss der tag auf die Struktur von CAD hat und
ob durch ihn die Dimerisierung von CAD abgeschwécht wurde. Doch da der jeweilige tag
N-terminal an CAD fusioniert wurde und sich somit in der C3-Domane befindet, sollte dies
keinen Einfluss haben, da fir die Dimerisierung der beiden CAD-Protomere die C2-Domane
verantwortlich ist. Das Scheitern der Heterodimerisierung koénnte allerdings an einem

schnellen Austausch der Untereinheiten liegen. Mdoglicherweise bilden sich die
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CAD-Heterodimere so schnell, um gleich darauf wieder zu zerfallen und kénnen somit nicht
in einer stabilen Form gereinigt werden. Eine andere Mdglichkeit ware, dass es aufgrund
fehlerhafter Konstrukte nicht moglich war, CAD-Heterodimere zu generieren. Um dies
ausschlielen zu kénnen, wurden in weiteren Untersuchungen zum einen neu generierte
CAD-Varianten eingesetzt und zum anderen eine Koexpression der DFF-Komponenten
durchgefihrt.

Im né&chsten Teil wurden, wie oben bereits erwdhnt, neu generierte CAD-Varianten
(s. Tabelle 2.10, Anséatze 4-6) auf unterschiedliche Weise in HEK293T-Zellen exprimiert.
Einerseits wurden die DFF-Komplexe zunachst getrennt voneinander (CAD-FLAG/DFF45
und CAD-HA/DFF45 jeweils einzeln) in unterschiedlichen Gewebekulturschalen exprimiert
und darauffolgend nach Zellaufschluss zusammen inkubiert. Andererseits wurden beide
Nukleasen mit dem Inhibitor in einer Gewebekulturschale koexprimiert, um
CAD-Heterodimere zu erhalten. Des Weiteren wurden verschiedene Ansatze untersucht in
denen eine CAD-Variante mit zwei DFF45-Varianten ko-/exprimiert wurde oder auch nur
zwei verschieden fusionierte Inhibitoren exprimiert wurden. Nach der jeweiligen Reinigung
der Protein-Komplexe (s. Tabelle 2.10, Ansétze 4-6) wurden die erhaltenen Eluate auf
SDS-Gele aufgetragen und mit Hilfe von Western Blots das Ergebnis analysiert. Sowohl bei
Expression der Proteine in zwei Gewebekulturschalen als auch bei Koexpression in einer
Gewebekulturschale ist keine Heterodimerisierung von CAD zu erkennen. Demzufolge
besteht kein Unterschied, ob die Proteine erst nach Expression zusammen inkubiert oder
koexprimiert wurden. Folglich kann man nicht genau sagen, ob sich bei einer ,getrennten”
Expression der DFF-Komplexe Homodimere von CAD bilden und es deshalb nicht mdglich
ist, CAD-Hetreodimere zu erhalten. Denn bei einer Koexpression der DFF-Komplexe
konnten ebenfalls keine Heterodimere erhalten werden. Es besteht also weiterhin die Frage,
warum die unterschiedlich fusionierten CAD-Varianten nicht dimerisieren und somit ein
Heterodimer bilden. Wie oben schon genannt, kdnnte es der Fall sein, dass entstehende
Nuklease-Heterodimere nur eine kurze Lebensdauer aufweisen, und nachdem sie sich
gebildet haben, gleich wieder in ihre Untereinheiten zerfallen und deshalb nicht zu reinigen
sind.

Mit diesen Versuchen konnte zwar kein CAD-Heterodimer erhalten und gereinigt werden,
allerdings gab es Aufschluss in Bezug auf den Inhibitor DFF45. Man kann beobachten, dass
es zu einer Dimerisierung der beiden Inhibitor-Untereinheiten kommen kann, jedoch nur,
wenn diese koexprimiert wurden. Dass DFF45 nicht nur mit CAD Heterodimere bilden kann,
sondern auch in vitro und in Zellen Homooligomere bildet, war bereits bekannt*’. Ebenso wie
die Tatsache, dass in Anwesenheit von CAD der Inhibitor DFF45 Homodimere bildet®. Im
Gegensatz dazu konnte jedoch hier gezeigt werden, dass auch in Abwesenheit von CAD
DFF45 dimerisiert (s. Abb. 3.11; 1, 3. Spur). Allerdings wird die Dimerisierung der beiden
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DFF45-Untereinheiten durch die Anwesenheit von CAD verstarkt (s. Abb. 3.11; 1, 2. Spur).
Aufgrund dieser Ergebnisse kann vermutet werden, dass es sich bei einem DFF-Komplex
zumindest um einen trimaren Komplex bestehend aus einer Nuklease und zwei Inhibitoren
handelt. Diese Annahmen werden auch von frihen Untersuchungen bestérkt, die einen
UberschuR an DFF45 innerhalb eines exprimierten DFF-Komplexes zeigen und somit einen
trimaren DFF-Komplex befiirworten wiirden®’.

In diesem Teil der Arbeit war es nicht méglich CAD-Heterodimere zu erhalten bzw. diese zu
reinigen. Deshalb wurde daraufhin der Versuch unternommen die Heterodimerisierung von

CAD zu erzwingen.

4.3 Forcierte Heterodimerisierung von CAD-Protomeren

Da es mit Hilfe der vorangegangenen Untersuchungen nicht mdglich war, Heterodimere der
Nuklease CAD zu exprimieren und zu reinigen, wurde letztendlich die Dimerisierung von
CAD forciert. Denn sollte es der Fall sein, dass CAD instabile Heterodimere bildet, die nach
der Bildung gleich wieder zerfallen, kdnnte eine solche Forcierung dieses Problem
beseitigen.

Die erzwungene Heterodimerisierung sollte mit einem System erfolgen, das dies mit Hilfe
zweier Plasmide, pC4-EN-F1 und pCs-R4E (s. 2.2.3), bewerkstelligen sollte. Beide Plasmide
enthalten jeweils ein Gen, das zum einen fir FKBP12 und zum anderen fir eine einzelne
Kopie des madifizierten FRB,gs. (Ry) kodiert. Durch die Zugabe eines Rapamycin-Analogs
(AP21967) werden somit beide Proteine gezwungen Dimere, in diesem Fall Heterodimere zu
bilden. Demzufolge wurde zu Beginn das Gen, das fur CAD kodiert mit einem zusatzlichen
tag (FLAG, HA, Strep) in die jeweiligen Plasmide kloniert und zunachst in HEK293T-Zellen
auf Expression getestet. Nach erfolgreicher Expression und Reinigung der CAD-
Heterodimere sollte ein Nuklease-Aktivitatsassay folgen um letzendlich Auskunft zu erhalten,
ob fur die nukleolytische Spaltung der DNA eine Dimerisierung von CAD notwendig ist oder

ob auch ein CAD-Protomer ausreichend ist.

4.3.1 Expression und Reinigung der CAD-wt-Varianten

Nachdem zun&chst unterschiedlich fusionierte CAD-Varianten mit dem Inhibitor DFF45 in
HEK293T-Zellen erfolgreich exprimiert wurden, erfolgte anschlieRend die Reinigung der
Proteine Uber die jeweiligen tags, die ebenfalls erfolgreich war (s. Abb. 3.13). Es konnte
allerdings beobachtet werden, dass im Gegensatz zu CAD-wt-HA-FLAG und
CAD-wt-HA-Strep, das dritte Protein CAD-wt-HA zwar gut exprimiert wurde, jedoch nach der
Reinigung kaum Protein gegenwartig war. Dies ist mit einer schlechten Bindung der Proteine
an die HA-beads zu begrinden, da im Zellextrakt (ZE) noch relativ viel CAD-wt-HA
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(verglichen mit den anderen CAD-Varianten) vorhanden war. Deshalb ist es mdglich, dass
die HA-fusionierten Nukleasen nur schlecht an die HA-beads gebunden hatten oder dass die
Bindung nicht effizient genug war und die Proteine beim Waschvorgang von den beads
gewaschen wurden. Aufgrund dessen wurden fir die weiteren Versuche die folgenden
Plasmide eingesetzt, pC4-EN-F1-CAD-wt-HA-FLAG und pC,;-RyE-CAD-wt HA-Strep.

4.3.2 Doppel-Affinitatsreinigung

Nach erfolgreicher Expression der beiden CAD-Varianten CAD-wt-HA-FLAG und
CAD-wt-HA-Strep folgte eine Doppel-Affinitatsreinigung (s. 3.3.3), um mit Hilfe der beiden
verschiedenen Fusionen (FLAG- und Strep-tag) die entstandenen CAD-Heterodimere von
Homodimeren zu trennen.

Die Expression der beiden CAD-Varianten erfolgte sowohl in An- als auch in Abwesenheit
von AP21967 gut (s. Abb. 3.14), jedoch konnten die vermeintlichen Heterodimere nicht
gereinigt werden.

Das Scheitern dieser Doppel-Reinigung kénnte mehrere Ursachen haben. Zum einen kénnte
die Interaktion zwischen den beiden Protomeren zu gering sein, um gereinigt zu werden, so
dass der Komplex, gebunden an HA-beads, auseinandergerissen wird. Es konnte allerdings
auch sein, dass durch die tags die Bindung an die HA-beads beeintrachtigt wurde und es

deshalb nicht mdglich war, die entstandenen CAD-Heterodimere zu reinigen.

4.3.3 Nuklease-Aktivitatsassay

CAD erzeugt in seiner Wildtyp-Form einen Doppelstrangbruch, da beide katalytischen
Zentren und beide Bindedomé&nen des Homodimers intakt sind. Deshalb sollte bei einem
forcierten Heterodimer die Plasmid-DNA komplett gespalten werden. Dies ist jedoch nicht
der Fall, wenn man Abb. 3.15 betrachtet. Es ist zwar zu erkennen, dass es nur bei
Caspase-3-Aktivierung zu einer schwachen Spaltung der DNA kam, jedoch nur anhand der
Tatsache, dass die Menge an linearer DNA zunimmt. Interessant ist allerdings, dass nach
der zweiten Reinigung uber Strep-tag die Plasmid-DNA gespalten wird, obwohl im Western
Blot kein Protein nachgewiesen werden konnte; ebenso nach der ersten Reinigung uber
Strep-tag. Hier erkennt man auch eine schwache Bande linearer DNA, wohingegen im
Western Blot keine Nuklease detektiert werden konnte. Wenn es sich nun um unspezifische
Spaltung handeln wuirde, miissten auch die nicht aktivierten CAD-Varianten eine
Spaltaktivitat zeigen. Da dies aber nicht der Fall ist, kann man davon ausgehen, dass die
DNA-Spaltung von CAD durchgefuhrt wurde. Es kdnnte auch sein, dass FLAG-fusioniertes
CAD unspezifisch an Strep-Saulen binden konnte, somit falschlicherweise eluiert wurde und

nun eine Spaltaktivitat aufweist. Wenn es sich hier um Heterodimere handelt, dann um keine
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erzwungenen Heterodimere, da die Spalteigenschaft dieselbe war, egal ob in An- oder in
Abwesenheit von AP21967.

Da anhand dieser Ergebnisse keine eindeutige Aussage gemacht werden konnte, wurden
erneut Proteine exprimiert und zuné&chst untersucht, ob durch Zugabe von AP21967 eine

Heterodimerisierung von CAD erzwungen werden kann.

4.3.4 Dimerisierungsversuch der neu generierten Konstrukte

Um eine Aussage Uber den Mechanismus der DNA-Spaltung durch CAD treffen zu kénnen,
wurden erneut neue CAD-Varianten untersucht. Nach Expression von CAD-wt-HA-FLAG und
CAD-wt-HA und anschlieBender Proteinreinigung Uber FLAG-tag konnte das Ergebnis
mittels Western Blot sichtbar gemacht. Wie man gut erkennen kann, wurde ohne Rapalog
jeweils nur CAD-wt-HA-FLAG detektiert, wohingegen in Anwesenheit von AP21967 man
deutlich zwei Banden beobachten kann, d.h. in diesem Fall wurden CAD-Heterodimere
gereinigt (s. Abb. 3.16). Die Intensitdt der oberen Bande (CAD-wt-HA-FLAG) ist jedoch
starker im Vergleich zur Bande von CAD-wt-HA. Grund fiir dieses Ergebnis kénnte sein,
dass diese Proteine den fir die Reinigung notwendigen tag enthalten und somit vielleicht
auch Homodimere bestehend aus (CAD-wt-HA-FLAG), gereinigt wurden, weshalb auch
keine 1:1 Stochiometrie der beiden CAD-Varianten erhalten wurde. Da dieser Versuch nur
mit Wildtyp-CAD durchgefiihrt wurde, um zundchst zu testen, ob Heterodimere erhalten
werden kdnnen, wurden in den darauffolgenden Versuchen CAD-Varianten eingesetzt, die

ein oder zwei Aminosaurerest-Austausche aufweisen.

4.3.5 Forcierte CAD-Heterodimere

Da sowohl die Expression als auch die Reinigung der CAD-wt-Heterodimere erfolgreich war,
konnte nun begonnen werden, mit den verschiedenen CAD-Varianten (s. Tabelle 2.12)
Heterodimere zu forcieren. Es wurden im Vorfeld sechs verschiedene CAD-Varianten
generiert, in denen entweder ein oder zwei Aminosdurereste ausgetauscht wurden. Somit
wurden CAD-Varianten hergestellt, die entweder in der DNA-Bindedomane, im katalytischen
Zentrum oder in beiden Domanen einen Austausch enthielten (s. 3.3.1; Abb. 3.12). Durch
Koexpression dieser CAD-Varianten mit einer CAD-wt-Variante konnen Heterodimere
erhalten werden, bei denen in einem Protomer das Kkatalytische Zentrum, die DNA-
Bindedoméne oder beide Domanen inaktiv sind, und somit im Gegensatz zum CAD-wt-
Heterodimer eine veranderte Spaltung der DNA zeigen.

Man kann deutlich erkennen, dass im Zellextrakt des CAD-wt-Dimers und des CAD-wt-HA-
FLAG/CAD-H263N-HA-Heterodimers beide CAD-Protomere gleich stark exprimiert wurden
und somit ein 1:1 Verhaltnis vorliegt (s. Abb. 3.17; oben). Diese Stochiometrie geht allerdings
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nach der Reinigung verloren, wie man in der Abbildung darunter erkennen kann. Bei den
restlichen Heterodimeren war dies nicht der Fall, da hier mehr HA-fusioniertes Protein
exprimiert wurde, wobei nach der Reinigung mehr FLAG-fusioniertes Protein vorhanden war.
Die unterschiedliche Expressionsstarke konnte daran liegen, dass im Allgemeinen die
Expressionsrate verschiedener Proteine auch unterschiedlich ist und nicht alle Proteine in
bestimmten Zelllinien gleich stark exprimieren. Der Grund fir die groRe Menge an
gereinigtem FLAG-fusioniertem CAD besteht darin, dass zum einen Uber diesen tag gereinigt
wurde und zum anderen, dass wahrscheinlich die Heterodimerisierung nicht stark genug
war, die Heterodimere wahrend der Reinigung dissoziierten und somit nur die FLAG-
fusionierten CAD-Varianten gereinigt werden konnten.

Um das Problem der unterschiedlichen Stéchiometrie in der Expression der einzelnen CAD-
Varianten zu Idsen, wurde in einem darauffolgenden Versuch die Menge an Plasmid, das in
die Zellen transfiziert wird, angeglichen. Jedoch konnte auch dieses, aufer beim CAD-wt-
HA-FLAG/ CAD-H263N-HA-Heterodimer, keine 1:1 Stochiometrie der CAD-Varianten
erhalten werden. Im Gegensatz zum vorangegangenen Versuch konnte aber eine gréfl3ere
Menge an CAD-Heterodimeren gereingt werden, wobei die Menge an FLAG-fusionierten
CAD-Varianten erneut tberwog. Auch in diesem Fall ist es mdglich, dass die starken Banden
(FLAG) von CAD-HA-FLAG-Homodimeren verursacht wurden.

Zuletzt wurden die Eluate in einem Nuklease-Aktivitdtsassay eingesetzt, um eine bessere

Einsicht in den DNA-Spaltmechanismus der Nuklease CAD zu bekommen.

4.3.6 Nuklease-Aktivitatsassay

Die zuvor erhaltenen CAD-Heterodimere wurden schlieBlich in Nuklease-Aktivitatsassays
eingesetzt, um durch die Spaltergebnisse eine Aussage Uber das Spaltverhalten von CAD
machen zu kénnen. Eine vollstdndige Spaltung der eingesetzten Plasmid-DNA ist zwar in
keinem der Ansatze zu sehen, jedoch zeigen alle CAD-Heterodimere eine Vermehrung von
open circle DNA (s. Abb. 3.18). Dies ist allerdings auch der Fall, wenn zuvor keine Caspase-
3-Aktivierung statt fand, was bedeutet, dass Uberall eine unspezifische DNA-Spaltung zu
sehen ist. Nur das CAD-wt-Heterodimer und das CAD-wt-HA-FLAG/CAD-H263N-HA-
Heterodimer zeigen eine leichte Spaltaktivitat, die anhand der Anhaufung von linearer DNA
Zu erkennen ist.

Das Spaltverhalten dieses Heterodimers, das einen Aminosaurerest-Austausch (H263N) im
katalytischen Zentrum aufweist und somit nur ein funktionelles aktives Zentrum besitzt, zeigt,
dass ein katalytisches Zentrum fiir die DNA-Spaltung vollig ausreichend ist, wohingegen die
Anwesenheit zweier DNA-Bindungsmotive notwendig ist. Dies bestatigt auch das Ergebnis
des CAD-wt-HA/CAD-R168A-HA-FLAG-Heterodimers, denn in diesem Fall sind beide

katalytischen Zentren funktionstiichtig, aber eine der beiden DNA-Bindedomanen ist durch
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einen Aminosaurerest-Austausch inaktiviert. Da sich hier keine DNA-Spaltung beobachten
lasst, kann davon ausgegangen werden, dass demzufolge CAD dimerisieren muss, da fir
eine erfolgreiche DNA-Spaltung zwar ein katalytisches Zentrum ausreicht, aber beide DNA-
Bindedomanen funktionstiichtig sein missen.

Es kénnte zwar auch der Fall sein, dass es sich bei den eingesetzten Heterodimeren um
CAD-wt-Homodimere handelt und deshalb eine DNA-Spaltung resultierte, jedoch sollte dann
im Fall des CAD-wt-HA/CAD-R168A-HA-FLAG-Heterodimers ebenfalls eine Spaltung der
DNA zu sehen sein, wenn CAD-wt-Homodimere gereinigt wurden, was jedoch nicht der Fall

ist.

Nach diesen Experimenten konnte letztenendes ein Ergebnis erzielt werden, das den
Mechanismus der DNA-Spaltung durch die Nuklease CAD besser beschreibt. Somit muss
eine Dimerisierung von CAD erfolgen, da beide DNA-Bindemotive fur eine DNA-Spaltung
bendtigt werden, jedoch nur ein katalytisches Zentrum ausreichend ist.

4.4 Der induzierte proteasomale Abbau von DD-DFF-Komplexen

Der DNA-Fragmentierungsfaktor DFF besteht im inhibierten Zustand als Komplex aus der
Nuklease CAD (DFF40) und dem Inhibitor bzw. Chaperon ICAD-L (DFF45). Wird dieser
Komplex durch Caspase-3 aktiviert, indem ICAD-L gespalten wird und von der Nuklease
dissoziiert, ist CAD aktiv und nun in der Lage DNA nukleolytisch zu spalten. Allerdings ist
dieser Vorgang irreversibel, d.h. wenn durch ein apoptotisches Signal die Caspase-Kaskade
ausgelost wird (s. 1.1.1) und demzufolge CAD aktiviert wird, erfolgt die DNA-Spaltung. Wenn
es nun moglich ware diese beiden Vorgénge, das Aktivieren des Komplexes durch Inhibitor-
Spaltung und die Nuklease-Aktivitat selbst, zu kontrollieren, kénnte man in bestimmten
Zellen kiunstlich Apoptose hervorrufen und die DNA-Spaltung regulieren.

Hier wurde nun mit einem speziellen System versucht, dies zu erreichen. Das verwendete
Proteo Tuner™ System (Clontech) beinhaltet neben einem Vektor (pPTuner, s. 2.2.3), der
eine FKBP (L10P) Destabilisierungsdomane (DD) enthdlt, einen Stabilisierugsliganden
Shield1l. Die cDNAs fur CAD bzw. DFF45 wurden folglich mit Hilfe des pPTuner Vektors
kloniert, wodurch nach Transfektion von HEK293T-Zellen ein DD-fusioniertes Protein
exprimiert werden konnte. Die DD bewirkt eine schnelle Degradation des DD-Proteins,
wohingegen in Anwesenheit des Stabilisierungsliganden Shieldl das DD-Protein stabilisiert

wird und somit die Proteinmenge reguliert werden kann (s. Abb. 4.1).
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Abb. 4.1: Ligand-abhangige, gezielte und reversible Protein-Stabilisierung. Eine kleine
Destabilisierungsdoméne (DD; blau) ist an das zu untersuchende Protein fusioniert. Der kleine
Membran-permeable Ligand Shieldl (rot) bindet an DD und schitzt damit das Protein vor
proteasomalem Abbau. Wird Shieldl entfernt, kommt es zu einem schnellen Abbau des gesamten

Fusionproteins (ProteoTunerT'\’I Systems User Manual).

4.4.1 Induzierter proteasomaler Abbau von CAD/DD-DFF45

Zunachst wurde nur der Inhibitor DFF45 auf seine Eigenschaft beziglich des proteasomalen
Abbaus untersucht. In Anwesenheit von Shieldl ist zu erkennen, dass bei beiden DD-
fusionierten Proteinen, sowohl DFF45 als auch CAD, der Komplex stabilisiert vorliegt und
demzufolge keine Degradation erfolgte (s. Abb 3.19). Im Gegensatz dazu kann in
Abwesenheit des Liganden kein Protein mehr detektiert werden, weder DD-DFF45 noch
CAD. Dieses Ergebnis korreliert auch mit den Resultaten von Untersuchungen, die mit Zink-
Finger-Nukleasen (ZFN) durchgefiihrt wurden’®. Hier wurden ZFN ebenfalls mit einer DD
fusioniert, wodurch das Expressionslevel der ZFN reguliert werden konnte. Somit konnte
eine hohe Rate an gene targeting gewahrleistet werden, wahrend die Toxizitat verringert
wurde.

Im Fall von DD-DFF45 war die Degradation vorhersehbar, da dieses Protein die DD aufweist
und somit ohne stabilisierenden Liganden proteasomal abgebaut wird. Allerdings ist es
interessant, dass auch CAD degradiert wird, da dieses keine DD enthalt. Man kann davon
ausgehen, wenn im DFF-Komplex der Inhibitor eine DD-Fusion besitzt und somit der
proteasomale Abbau dieses Proteins vorprogrammiert ist, die Nuklease ebenfalls abgebaut
wird. Wie man allerdings anhand der weiteren Ansétze, bei denen das Ligand-enthaltende
Medium nach unterschiedlichen Zeitpunkten entfernt und durch normales Medium ersetzt
wurde, erkennen kann, erfolgt der Abbau des Inhibitors schneller als der Abbau der

Nuklease. Dies kann damit erklart werden, dass der Inhibitor auch die DD enthalt und somit
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fur die Degradation ,gekennzeichnet” wurde. Es ist allerdings auch mdglich, dass es sich
nicht um einen Abbau von CAD handelt, sondern dass keine Nuklease gebildet werden
kann. Das zu Beginn exprimierte Chaperon kann zwar noch einer sehr geringen Menge an
CAD zur korrekten Faltung verhelfen, sobald jedoch DFF45 durch Proteasomen abgebaut
wird, fehlt diese Chaperonfunktion und die Bildung von CAD wird demzufolge gestoppt.

Da in diesem Versuch zwei Western Blots notwendig waren, um die Ergebnisse zu
analysieren, wurden fur den nachsten Versuch neue Konstrukte generiert, die eine

Quantifizierung vereinfachen sollten.

4.4.2 Proteasomaler Abbau von DD-CAD/DFF45 und CAD/DD-DFF45

Da bisher nur der induzierte proteasomale Abbau eines DFF-Komplexes bestehend aus
CAD und DD-DFF45 untersucht werden konnte, wurde daraufhin ebenfalls ein DD-CAD-
Konstrukt generiert, mit dessen Hilfe die Degradation bezlglich der Nuklease getestet
werden sollte.

Obwohl die eukaryotischen Zellen jeweils mit der gleichen Menge an Plasmid (CAD/DFF45)
transfiziert wurden, zeigte sich eine stark unterschiedliche Expression der beiden Proteine.
Im Fall der Koexpression von DD-DFF45 und CAD (s. Abb. 3.20, unten) konnte man wie im
vorherigen Versuch eine Abnahme von CAD erkennen, was entweder durch Abbau der
Nuklease oder vielmehr durch geringere CAD-Bildung resultiert (s. 4.4.1). Eine Abnahme von
DD-DFF45 ist zwar nur zu erahnen, da die Menge an exprimiertem Inhibitor zu grofd war, um
einen Unterschied zu erkennen. Doch da DFF45 an DD fusioniert ist, muss es zu einem
proteasomalen Abbau des Inhibitors fithren. Auffallig ist allerdings, dass in Abwesenheit von
Shieldl relativ viel DD-DFF45 zu sehen ist, was einmal durch dessen langsamen Abbau,
aber auch durch starke Expression zustande kommt. Denn obwohl versucht wurde mittels
geringerer Gendosis das Expressionslevel von DD-DFF45 zu reduzieren, konnte dies nicht
erreicht werden. Auch die loading control zeigt, dass die Abnahme nicht auf einen Fehler in
der Durchfuhrung zurtickzufiihren ist, da die Detektion von Actin relativ gleichmaRig ist.
Betrachtet man die Kontrolle, in der nur CAD exprimiert wurde, fallt auf, dass die Nuklease
allein nicht exprimiert werden konnte und somit nicht gentigend endogenes DFF45 bereits in
den Zellen vorhanden ist, um dies zu gewahrleisten.

Vergleicht man nun diese Ergebnisse mit den Ergebnissen, die aus den Versuchen mit
DD-CAD/DFF45 resultierten, kann man sehen, dass es auch hier zu einer Abnahme von
CAD kam, die allerdings schwer zu erkennen ist (s. Abb. 3.20, oben). Es ist auch hier zu
beobachten, dass zum einen in Abwesenheit von Shieldl eine grofe Menge an DFF45
detektiert wurde und zum anderen, dass bei gleicher Plasmidmenge, mit denen die Zellen
transfiziert wurden, die beiden Proteine (DD-CAD/DFF45) stark unterschiedliche Expression

zeigen. Der proteasomale Abbau des DD-CAD ist eine Folge der DD-Fusion (s.0.). Jedoch
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kann auch in diesem Fall keine Degradation des Inhibitors detektiert werden, da die
exprimierte Proteinmenge zu grof3 ist, um einen Unterschied zu erkennen. Wie bereits im
vorherigen Versuch zeigt sowohl die loading control eine relativ gleichmaRlige Verteilung der
Proben als auch die Kontrolle mit einzeln exprimiertem DD-CAD keinerlei Proteinbanden.
Anhand dieser Versuche kann man davon ausgehen, dass in einem DFF-Komplex in dem
DFF45 an die Destabilisierungsdoméane DD fusioniert wird, der Inhibitor proteasomal
abgebaut wird. Die Expression der Nuklease wird wiederum stark reduziert, da kein
Faltungshelfer mehr vorhanden ist. Im Gegensatz dazu kann man bei einem DFF-Komplex,
bestehend aus DD-CAD/DFF45, lediglich sagen, dass die Nuklease degradiert wird.
Bezlglich des Inhibitors kann ein Abbau nur erahnt werden, da die exprimierte Proteinmenge
Zu grof ist.

Um dies jedoch besser zeigen zu kdnnen, erfolgte die Visualisierung dieser Ergebnisse mit

Hilfe fluoreszenzmikroskopischer Untersuchungen.

4.4.3 Fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen des proteasomalen

Abbaus von DD-DFF-Komplexen

Um den proteasomalen Abbau der DD-DFF-Komplexe besser sichtbar zu machen, wurden
neue Konstrukte generiert, die zusatzlich ein EGFP (enhanced green fluorescent protein)-
Fusionsprotein enthielten.

In beiden Kontrollen (CAD/EGFP-DFF45 und EGFP-CAD/DFF45) kann man eine grine
Fluoreszenz beobachten, die allerdings im Fall von EGFP-DFF45 starker ist als bei
EGFP-CAD. Ist die destabilisierende Domane DD mit CAD fusioniert und EGFP mit DFF45
so ist zu beobachten, dass in Anwesenheit von Shieldl eine starke Fluoreszenz des
Inhibitors zu erkennen ist. Wird dem Medium der Ligand entzogen, kommt es bei DD-CAD zu
einem proteasomalen Abbau, der zwar nicht visuell jedoch mit Hilfe eines Western blots
nachzuweisen ist (s.0.). Der Inhibitor erfahrt zwar auch einen minimalen Abbau, wie man
aufgrund verringerter Fluoreszenzstarke beobachten kann, allerdings weit weniger drastisch.
Dieses Ergebnis korreliert mit dem Vorhergehenden, da man auch hier kaum eine
Degradation des Inhibitors nachweisen konnte, da die Menge an neu exprimiertem Inhibitor
zu grold ist. Im Gegensatz dazu zeigt aber die andere DFF-Komplex Variante EGFP-
CAD/DD-DFF45 ein anderes Ergebnis. In Anwesenheit von Shieldl ist zwar ebenfalls
Fluoreszenz erkennbar, doch nachdem auch hier dem Medium der Ligand entzogen wurde,
ist diese Fluoreszenz verschwunden. Das bedeutet, wenn DFF45 an DD fusioniert ist und
dadurch in Abwesenheit von Shield1l durch Proteasen abgebaut wird, so wird die Nuklease
CAD, die in diesem Fall mit EGFP fusioniert war, entweder ebenfalls abgebaut oder durch
das Fehlen des Chaperons erst gar nicht gebildet.
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Um diese Ergebnisse besser quantifizieren zu kénnen, wurden pro well 120 Zellen gezahit
und deren Fluoreszenzintensitat bestimmt. Im Sdulendiagramm (s. Abb. 3.22) kann man
zwar nur einen Kkleinen Unterschied zwischen der leichten und mittleren Intensitat der
Fluoreszenz beziglich An- und Abwesenheit von Shieldl erkennen, doch wenn man die
Balken der starken Fluoreszenzintensitat betrachtet, sieht man einen deutlichen Unterschied.
Im Fall des DD-CAD/EGFP-DFF45-Komplexes ist zu erkennen, dass ohne Shieldl die
Fluoreszenz und somit die Menge an exprimiertem EGFP-DFF45 verringert ist. Im
Gegensatz dazu zeigt bei EGFP-CAD/DD-DFF45 das Entfernen des Liganden einen weitaus
drastischeren Effekt. In diesem Fall zeigen weniger Zellen eine starke Fluoreszenz, was
durch einen proteasomalen Abbau des Inhibitors und der damit reduzierten Expression der

Nuklease erklart werden kann.

4.5 Ausblick

In dieser Arbeit konnte eine Region identifiziert werden, die am C-Terminus der Nuklease
CAD lokalisiert ist und moglicherweise als chaperone target region fur den Inhibitor bzw. das
Chaperon ICAD-L/DFF45 dient. Diese vermutlich intrinsisch unstrukturierte Region (IUR) tbt
eine intramolekulare Interaktion mit einem loop zwischen den a-Helices 7 und 8 aus. Um nun
die Spaltaktivitat einzelner CAD-Varianten besser charakterisieren zu kénnen, sollte eine
Kinetik durchgefuhrt werden, mit deren Hilfe sich die Unterschiede bezlglich Spaltaktivitat
zwischen Wildtyp und Variante genauer analysieren lieBen. Eine weitere Idee ware ein
Peptid zu synthetisieren, welches dem C-terminalen loop von CAD entspricht und dieses
hinsichtlich ICAD-L/DFF45-Bindung zu untersuchen. Wirde das synthetisierte Peptid an den
Inhibitor binden, ware dies ein weiteres Indiz fur die Interaktion der beiden DFF-
Untereinheiten und dafir, dass es sich um eine mdgliche chaperone target region handelt.
Es wére ebenfalls mdoglich CAD-Varianten zu generieren, die jeweils eine der drei
Aminosaurereste **EVN?® und **1YR** durch ein Cystein ersetzt hatten, wobei der Abstand
der beiden Cycsteinreste nicht zu grof3 sein darf. Denn durch milde Oxidation im Beisein
geringer Mengen an DTT bildet sich zwischen diesen beiden Cysteinresten eine
Disulfidbriicke aus und vermitteltet somit den Kontakt zwischen dem C-terminalen loop und
dem loop zwischen den a-Helices 7 und 8. Wéren diese CAD/DFF40- Varianten auch ohne
Koexpression mit ICAD-L/DFF45 aktiv, wiirde die Vermittlung des Kontakts innerhalb der
intramolekularen Interaktionsregion der Chaperonfunktion von ICAD-L/DFF45 entsprechen.
Es ware aufRerdem wiinschenswert, einen CAD-Faltungsassay zu etablieren, mit dessen
Hilfe man die Auswirkung der vermittelten Interaktion zwischen dem C-terminalen loop und
dem loop zwischen den a-Helices 7 und 8 auf die Struktur der C3-Domé&ne mit Hilfe von

Fluoreszenzmessungen untersuchen kann. In Bezug auf den Inihibitor ware es interessant
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die Region innerhalb des Proteins zu lokalisieren, welche an die intramolekulare
Interaktionsregion bindet. Dies lieRe sich vermutlich durch C-terminale Deletionsvarianten
von CAD/DFF40 untersuchen, da ab einer bestimmten Aminosaure wohl keine Interaktion
mehr moglich ist.

Um einen Erfolg bezliglich der Generierung kinstlicher CAD Heterodimere zu erlangen, gibt
es mehrere Mdglichkeiten, die in der Zukunft durchgefiihrt werden kénnen. Eine Mdglichkeit
fur die zukinftige Arbeit ware die C-terminale Fusion der tags fur die Reinigung von CAD,
um eine mdgliche Behinderung der Heterodimerisierung durch die N-terminalen tags zu
umgehen. Zudem koénnte anstelle der Generierung und Reinigung kinstlicher Heterodimere
durch eine Doppelaffinitdtsreinigung auch ein single chain Protein erstellt werden, bei
welchem die beiden Protomere tber verschieden lange Linker-Regionen zu einem einzigen
Protein verknipft werden. Dies héatte den Vorteil, dass die Heterodimerisierung nicht
erzwungen werden muss und zudem koénnte die Reinigung Uber einen einzelnen tag
erfolgen.

Fir weitere Untersuchungen hinsichtlich des induzierten proteasomalen Abbaus des DFF-
Komplexes ware es interessant, inwiefern die DNA-Spaltaktivitat der Nuklease beeintrachtigt
ist. Denn durch die DD-Fusion an CAD ist die Nuklease in Anwesenheit des
Stabilisierungsliganden (Shield1) zwar vor Degradation geschiitzt, aber wie verhalt es sich
mit der Nuklease-Aktivitat? Ist es moéglich, durch Entfernen und Zugabe des Liganden CAD
.,an- und auszuschalten*? Dies konnte mit einfachen Nuklease-Aktivitdtsassay
herausgefunden werden. Ebenso ware es moglich, die Nuklease mit einem Inhibitor zu
koexprimieren, der bspw. durch eine TEV (tobacco etch virus)-Spaltstelle aktivierbar ist.
Somit kdnnte durch die Spaltung von TEV im Inhibitor ICAD-L/DFF45 der DFF-Komplex

aktiviert und durch Shield1 die Aktivitat der Nuklease gesteuert werden.
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5. Zusammenfassung

In dieser Arbeit ist es gelungen eine Region in der Nuklease CAD zu identifizieren, die
intrinsisch unstrukturiert vorliegt, wichtig fur die Stabilitat der Nuklease ist und somit als eine
potentielle chaperone target region fur den Inhibitor DFF45 gesehen werden kann. Wie
bereits zuvor bekannt war, benétigt CAD zur korrekten Faltung u.a. die Hilfe von DFF45, der
neben der inhibitorischen Funktion auch eine Chaperonfunktion aufweist. Durch sogenannte
Pradiktoren konnte im Vorfeld eine intrinsisch unstrukturierte Region (IUR) am C-Terminus
der Nuklease vorhergesagt werden. Um diese Region deutlich eingrenzen zu koénnen,
wurden sechs CAD-Varianten generiert, die jeweils einen Aminosdurerest ausgetauscht
haben. Die CAD-Varianten wurden nach erfolgreicher Expression Uber Affinitats- und
Anionenaustauschchromatographie gereinigt und schlie3lich in einem Nuklease-Aktivitats-
assay und einem DNA-Bindungsassay eingesetzt, um die jeweilige Eigenschaft beztglich
des Aminoséureaustausches zu untersuchen. Dabei konnte gezeigt werden, dass zunachst
die Stabilitat der DFF-Komplexe stark reduziert war, da bereits wahrend der Reinigung die
Komplexe zerfielen und somit kaum noch Nuklease gereinigt werden konnte. Da in
darauffolgenden Versuchen unterschiedliche CAD-Kozentrationen eingesetzt wurden, konnte
demzufolge keine Aussage darlber getroffen werden, ob ein AS-Austausch die DNA-Spalt-
oder Bindungseigenschaft von CAD beeinflusst. Man kann jedoch davon ausgehen, dass die
Aminosaurereste *?IYR** im C-terminalen loop der C3-Doméne fiir die Stabilitat der
Nuklease und eine Interaktion zwischen Nuklease und Chaperon wichtig sind.

CAD liegt in nicht apoptotischen Zellen als heterodimerer Komplex mit dem Inhibitor DFF45
vor, der Uber eine Chaperonfunktion verfiigt. Sobald durch ein apoptotisches Signal eine
Enzymkaskade in Gang gesetzt wird und Caspase-3 den Komplex aktiviert, wird DFF45
gespalten und somit CAD aktiviert, das dann als Homodimer seine Nuklease-Aktivitat
ausubt. In dieser Arbeit sollten artifizielle Heterodimere von CAD generiert, exprimiert und
gereinigt werden, um diese schlie3lich in Nuklease-Aktivitdtsassays einsetzen zu kdnnen.
Dies sollte AufschluR Uber den Spaltmechanismus der Nuklease geben. Die Konstrukte
konnten zwar erfolgreich generiert, exprimiert und gereinigt werden, jedoch konnten keine
kinstlichen Heterodimere von CAD erhalten werden. Im Gegensatz dazu zeigten aber die
Koimmunoprazipitationsversuche andere interessanten Ergebnisse. So konnte eine
Dimerisierung der beiden Inhibitor-Protomere sowohl in Abwesenheit als auch in
Anwesenheit von CAD beobachtet werden, was flr einen trimdaren DFF-Komplex
(CAD/ICAD-L,) sprechen wirde. Nachdem diese Methode zur Generierung von CAD-
Heterodimeren fehl schlug, wurde nun mit Hilfe eines Rapamycin-Analogs versucht eine
Heterodimerisierung zu erzwingen. Dazu wurde CAD durch Verwendung von zwei speziellen

Vektoren Kkloniert, mit deren Hilfe eine Dimerisierung zweier CAD-Proteine erzwungen
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werden sollte. Auch in diesem Fall konnte eine erfolgreiche Generierung und Expression der
Proteine verzeichnet werden. Allerdings konnte nach der Reinigung der Proteine nicht mit
Sicherheit davon ausgegangen werden, dass es sich um CAD-Heterodimere handelt, was
man schlielich auch im Nuklease-Aktivitdtsassay beobachten konnte. Somit konnte in
diesem Teil der Arbeit leider kein aussagekraftiges Ergebnis erzielt werden.

Ein weiteres Ergebnis dieser Arbeit ergab die Untersuchung des DFF-Komplexes beziiglich
des induzierten proteasomalen Abbaus. Hierfir wurden die zu untersuchenden Proteine
CAD und DFF45 mit einer destabilisierenden Domane DD fusioniert, durch die eine schnelle
Degradation erfolgt. In Anwesenheit eines Stabilisierungsliganden (Shield1) wird jedoch das
DD-fusionierte Protein vor einem Abbau geschiitzt. Es konnte gezeigt werden, dass in einem
CAD/DD-DFF45-Komplex der Inhibitor, der DD enthélt, von Proteasen abgebaut wird. Die
Nuklease wird aufgrund des fehlenden Chaperons nur noch in sehr geringen Mengen
exprimiert. Im Gegensatz dazu zeigt ein Komplex bestehend aus DD-CAD/DFF45 lediglich
eine Degradation der Nuklease, die in diesem Fall DD besitzt. Ein Abbau des Inhibitors ist
nur schwer zu erkennen, da die Expression von DFF45 zu stark war und demzufolge mehr
Inhibitor nachgeliefert als abgebaut wurde. Somit konnte durch die Fusion von DD an CAD
und die Zugabe von Shieldl die intrazellulare Nuklease-Konzentration reguliert werden.
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6. Anhang

6.1 Abklrzungsverzeichnis

Abkiirzung

A

°C

vl

Q

% (VIV)
% (w/v)

A
AAP
Abb.
abs.
ad
AIDS

AlF
AP21967
Apaf-1
APS

AS

Asp

ATP

bp
BSA
bzw.

CAD
CHO
CIDE

cm
CMV
CTR
Cys

d

D

DA

DD
DFF
DFF40

DFF45

vollstéandiger Name

delta

Grad Celsius

Mikro- (10°®)

Ohm

Volumenprozent pro Volumen
Gewichtsprozent pro Volumen

Alanin oder Ampere
Agaroseauftragspuffer
Abbildung

absolut

auffillen auf

Acquired Immune Deficiency
Syndrome

apoptosis inducing factor
Rapamycin-Analog
apoptosis-activating factor 1
Ammoniumperoxosulfat
Aminosaure
Asparaginsaure
Adenosin-5’-triphosphat

Basenpaare
bovine serum albumin
beziehungsweise

Caspase-activated DNase
Chinese hamster ovary

cell death-inducing DFF45-like
effector

Zentimeter
Cyto-Megalie-Virus
Chaperone target region
Cystein

desoxy-

Asparaginsaure

Dalton

Destabilization domain
DNA-Fragmentierungs-Faktor
40 kDa Untereinheit von DFF
(Nuklease)

45 kDa Untereinheit von DFF
(Inhibitor)

Abkirzung

d.h.
DISC

DMEM

DMSO
DNA
dNTP
ds
DTT

E
ECL

E. coli
EDTA
EGFP

EGTA
EMSA

Endo G
et al.
etc.
EtOH

FADD
FasL
FCS

GST

H/His
HA
HEK
HEPES

HPLC

vollstéandiger Name

das heifl3t

death-inducing signalling
complex

Dulbecco’s Modified Eagle
Medium

Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsaure
Desoxyribonukleosidtriphosphat
doppelstrangig

1,4-Dithiothreitol

Glutaminsaure

enhanced luminol-based
chemiluminescent
Escherichia coli
Ethylendiamintetraacetat
Enhanced Green Fluorescent
Protein
Ethylenglycoltetraacetat
Electrophoretic Mobility Shift
Assay

Endonuklease G

und andere

et cetera

Ethanol

Farad

Fas-associated death domain
Fas Ligand

Fotales Kalberserum

Gramm oder
Gravitationskonstante
Glycin
Glutathion-S-Transferase

Stunde

Histidin

Hamagglutinin

human embryo kidney
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-
piperazinyl)-ethansulfonsaure
high performance liquid
chromatography
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Abkiirzung
Hsp

I
ICAD
P
IPTG

IUR

LAP
LB
lin

Mgz+

NaAc
NacCl
NaOH
NLS

ocC
op ™

PAGE
PBS

PBST

PCR
PEG
Pfu

PI3P

PVDF

vollstandiger Name
heat shock protein

Isoleucin

Inhibitor von CAD
Immunoprézipitation
Isopropyl-B-D-1-
thiogalaktopyranosid
Intrinsisch unstrukturierte
Region

Kilo- (10°)

Liter oder linear
Laemmligel-Auftragspuffer
Luria-Bertani (Medium)
linear

Magnesium

nano- (10

Asparagin

Natriumacetat
Natriumchlorid
Natriumhydroxid

nuclear localisation signal

open circle
optische Dichte bei
x nm Lichtwellenlange

Polyacrylamidgelelektrophorese
Phosphate Buffered Saline

Phosphate Buffered Saline
Tween-20

polymerase chain reaction
Polyethylenglycol
Pyrococcus furiosus
Phosphatidyl-Inositol-3-
Phosphat
Polyvinylidenfluorid

Arginin

Abkirzung

rom
RPMI
RT

S.0.
s.u.
sc
SDS
sec

Taq
TBE
TEMED

Tet
TNF
TRAIL

Tris
Trp

TSS
Tyr

u.a.
U.N.
uv

Vol.

2=

z.B.
ZE

vollstdndiger Name

revolutions per minute
Roswell Park Memorial Institut
Raumtemperatur

Siehe

siehe oben

siehe unten
supercoiled

sodium dodecylsulfate
Sekunde

Zeit

Temperatur oder Threonin
Thermus aquaticus
Tris-Borat-EDTA

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

tumor necrosis factor
TNF-related apoptosis-inducing
factor

Tris-(hydroxymethyl)-
aminomethan

Tryptophan
transformation-storage-solution
Tyrosin

units

unter anderem
Uber Nacht
Ultraviolett

Volt oder Valin
Volumen

Watt
Wildtyp

Tyrosin

zum Beispiel
Zellextrakt

Als Dezimaltrennzeichen wird in dieser Arbeit ein Punkt verwendet. Aminosauren werden mit

den

international

Ublichen Drei-Buchstaben-

bzw. Ein-Buchstaben-Codes abgekirzt.

Veranderte Enzym-Varianten werden nach folgendem Schema benannt: Alte Aminoséure

(Ein-Buchstaben-Code), Positionsnummer, neue Aminosaure (Ein-Buchstaben-Code).
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6.2 Pufferverzeichnis

Losungen fur mikrobiologische Arbeiten

e LB-Medium
10 g Caseinhydrolysat
5 g Hefextrakt
10 g NaCl
mit NaOH auf pH 7.5 einstellen
ad 1l H,O

e STE-Puffer
10 mM Tris-HCI, pH 8.0
100 mM NacCl
1 mM EDTA

Puffer flr Gelelektrophoresen

e Agaroseauftragspuffer (AAP)
250 mM EDTA
25 % (w/v) Saccharose
1.2 % (w/v) SDS
0.1 % (w/v) Bromphenolblau
mit NaOH auf pH 8.0 einstellen

e Coomassie-Farbeldsung

0.1 % (w/v) Coomassie Brilliant Blue-G2!

2% (w/v) Phosphorsaure
5% (w/v) Aluminiumsulfat
10% (v/v) Ethanol

e Laemmli-Auftragspuffer (LAP)
160 mM Tris-HCI, pH 6.8
2 % (w/v) SDS
5 % (v/v) 2-Mercaptoethanol
40 % (v/v) Glycerin
0.1% (w/v) Bromphenolblau

Puffer fir Western blots

e Blockpuffer
4 % (w/v) Magermilch geldst in TTBS

e Transferpuffer
50 mM Tris
40 mM Glycin
0.05 % (w/v) SDS
20 % (v/v) Methanol

TSS-Losung
LB-Medium mit:

40 % (w/v) PEG 6000
5 % (v/v) DMSO

50 mM MgCl,

pH 6.0-6.5

Laemmli-Laufpuffer
10 mM Tris-HCI, pH 8.0
100 mM NaCl

1 mM EDTA

TBE-Puffer

100 mM Tris, pH 8.3
100 mM Borséaure
2.5 mM EDTA

TPE-Puffer
80 mM Tris-Phosphat, pH 8.0
2mM EDTA

Waschpuffer (TTBS)
100 mM Tris-HCI, pH 7.5
150 mM NacCl

0.1 % Tween 20
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Reinigungspuffer fir DFF

e Aufschluss- und Waschpuffer
20 mM HEPES, pH 7.4
1 mM EDTA
100 mM NacCl
10 % Glycerin
5mMDTT
0.01 % Tritron X 100

e Dialysepuffer
20 mM HEPES, pH 7.4
1 mMEDTA
100 mM NacCl

Puffer fir MonoQ 5/5

e Hochsalz
20 mM HEPES
10 mM KCI
1,5 mM MgCl,
1 mM EDTA
1 mM EGTA
400 mM NacCl
1mMDTT

Puffer flr eukaryotische Zellen

e Aufschluss- und Waschpuffer

CeILyticTM M Cell Lysis Reagent mit:

250 mM NacCl
1 mMDTT

Puffer fir Assays

e Shiftpuffer
20 mM HEPES, pH 7.4
2 mM EDTA
100 mM NacCl
10 % Glycerin
0.01 % Chaps

Allgemeine Puffer

e Bradford-Puffer
10 mM Tris pH 8.0
50 mM NacCl

Elutionspuffer

20 mM HEPES, pH 7.4
1 mM EDTA

100 mMNacCl

10 % Glycerin
5mMDTT

0.01 % Tritron X 100
20 mM Glutathion
10 % Glycerin

5mM DTT

0.01 % Chaps

Niedrigsalz
20 mM HEPES
10 mM KCI

1,5 mM MgCl,
1 mM EDTA

1 mM EGTA
400 mM NaCl
1mMDTT

Elutionspuffer
Aufschluss- und Waschpuffer
mit dem jeweiligen Peptid

Spaltpuffer

20 mM HEPES, pH 7.4
2 mM EDTA

100 mM NacCl

5 mM MgCl,

10 % Glycerin

0.01 % Chaps

PBS

10 mM NazPO, * 2H,0, pH7.4
1.7 mM KH,PO,

137 mM NacCl

2.7 mM KCI
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