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® Elliptizitat (mdeg)

Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
uv ultraviolett

v/v Volumen/Volumen

w/v Masse/Volumen

Anmerkung zur Terminologie

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Anglizismen sind kursiv gedruckt.
Fir Aminosdauren wurde der Dreibuchstaben-, fir Nukleinsauren der Ubliche
Einbuchstaben-Code verwendet. Der Begriff Expression wird in dieser Arbeit auch
auf die Proteine verwendet, welche mit rekombinanten Genen hergestellt wur-
den. FUr nahezu alle Experimente in dieser Arbeit wurden verschiedene EndoG-
Varianten verwendet, dabei bezieht sich innerhalb eines Absatzes der Begriff En-
doG auf die jeweils dort abgehandelte Variante.
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2. Einleitung

DNA ist der Trager der Erbinformation. Im Zuge der Zellteilung muss diese Informa-
tion effektiv und sicher vervielfacht und weitertransportiert werden. Flr Prozesse
wie z. B. Replikation, Rekombination und DNA-Reparatur sind Nukleasen daher
unerlasslich. Nukleasen hydrolysieren Phosphodiesterbindungen in Nukleinsauren
und kommen ubiquitar in allen Organismen vor [Rangarajan & Shankar, 2001].

Die zuerst identifizierten Nukleasen sind Proteinnukleasen [Araki, 1903,
Iwanoff et al., 1903]. Neben den Proteinnukleasen gibt es noch die sogenannten
chemischen Nukleasen [Cowan, 2001]. Als chemische Nukleasen werden sowohl
organische Verbindungen wie Uracil und Hydrazin, als auch Metallverbindungen
wie KMnQg4, OsO4 und die Eisen- und Kupferkomplexe Kupfer-o-Phenanthrolin und
EDTA-Fe bezeichnet [Gravert & Griffin, 1996, Perrin et al., 1996]. Dabei erfolgt die
Spaltung ohne Sequenzspezifitdt. Eine weitere Form von Nukleasen sind Ribozy-
me, welche aus RNA bestehen und als Ribonukleasen wirken [Kruger et al., 1982].

Nukleasen werden zur besseren Klassifizierung nach verschiedenen Kriterien
eingeteilt, die sich manchmal aufgrund der groRen Bandbreite an Enzymen lber-
schneiden kdnnen [Rangarajan & Shankar, 2001]. Man unterscheidet:

1. nach Art des bevorzugten Substrats, DNasen oder RNasen

2. nach der Lage der zu spaltenden Phosphodiesterbindung, Endo- oder Exonu-
kleasen

3. nach Struktur- oder Sequenzpraferenzen (Einzel- oder Doppelstrang)

Dieses System ermaoglicht z. B. die Unterscheidung zwischen bakteriellen Restrik-
tionsendonukleasen, welche DNA innerhalb einer streng definierten Nukleinsau-
remotivs spalten [Wilson, 1991], und sequenzunspezifischen Nukleasen, wie der
RNase A. Die in dieser Dissertation charakterisierte Endonuklease aus Drosophila
melanogaster gehort zu den RNA/DNA-unspezifische Endonukleasen. Bisher wur-
den mehr als 30 RNA/DNA-unspezifische Endonukleasen aus einer Vielzahl von
pro- und eukaryotischen Organismen isoliert, die sowohl intra- als auch extrazellu-
lar vorliegen [Rangarajan & Shankar, 2001]. Die wohl am besten untersuchte un-
spezifische Nuklease ist die extrazellulare Nuklease Serratia marcescens, welches
ein Homologes zu den eukaryotischen Endonukleasen G und der hier vorgestellten
Nuklease darstellt [Rangarajan & Shankar, 2001].
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2.1. Die Endonuklease G

Die Endonuklease G (EndoG) ist eine evolutionar konservierte Endonuklea-
se (siehe Abbildung 1), die Uber eine N-terminale, mitochondriale Lokalisa-
tionssequenz verfugt. Sie gehort zu der Familie der DNA/RNA-unspezifischen
R x-Metall-Nukleasen [Low, 2003, Kihlmann et al., 1999, Schafer, 2007]. Ruiz-
CARILLO und RENAUD isolierten 1987 eine Nuklease aus Huhner-Erythrozyten-
Zellkernen und konnten zeigen, dass diese Endonuklease bevorzugt (dG),-(dC),-
Abschnitte der DNA spaltete. Da der G-Strang 4-10 mal schneller gespalten wur-
de als der C-Strang wurde das unbekannte Enzym Endonuklease G genannt
[Ruiz-Carillo & Renaud, 1987, Schafer, 2007]. Dieser Name wurde fur nahezu al-
le eukaryotischen Homologe Ubernommen, nur die EndoGs aus Saccharomy-
ces cerevisiae und Caenorhabditis elegans behielten ihren Namen Nucl und
Cps-6 [Dake et al., 1988, Parrish et al., 2001]. Bereits 1959 wurde von BEAUFAY
et al. eine ,basische Desoxyribonuklease” in den Mitochondrien von Rattenle-
bern gefunden [Beaufay et al., 1959], welche héchstwahrscheinlich mit dem jetzt
als Endonuklease G (EndoG) bezeichneten Enzym identisch ist. Seit dieser Zeit
wurde in verschiedenen Veroéffentlichungen von einer mitochondrialen unspe-
zifischen Endonuklease berichtet. So wurde 1966 sowohl in Neurospora cras-
sa als auch in Rattenlebern eine Nukleaseaktivitat beschrieben, welche deut-
lich mit Mitochondrien assoziiert ist [Linn & Lehmann, 1966, Curtis et al., 1966].
Diese wurde in den 1980er Jahren auch in Hefe, Maus und Rind identifiziert
[Dake et al., 1988, Tomkinson et al., 1988, Cummings et al., 1987]. Nachfolgend

S.marcescens_NUCA-1352597
-taurus_ENDOG-585596
-sapiens ENDOG-4758270
-musculus_Endog-6679647
.gallus_k123-3175987
-laevis_AW637625-7394746
.rerio-AL928650.2-23395759
.melanogaster CG8862-20129899
.gambiae_agCG52044-21288463
.elegans_C41D11.5-3915485
.pombe_SPAC17C9.08-19115510
.cerevisiae NUC1-6322253

nuNnP»uouNXeRxwW

allgemeine Base, Histidin divalentes Me-lon
bindendes Asparagin

Abbildung 1: Sequenzvergleich der Aminosauren der aktiven Zentren ausgewahlter ho-
mologer Vertreter von DNA/RNA-unspezifischen Nukleasen aus der DRGH-Familie. Die
streng konservierten Aminosauren sind dunkel unterlegt. Markiert ist das Histidin im
DRGH-Motiv, welches als allgemeine Base die Nukleinsaurehydrolyse katalysiert und das
Asparagin, welches direkt das katalytische Metallion bindet. Modifiziert nach Schafer et
al., J. Mol. Biol., 338, 217-228, 2004.
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wurden auch die EndoG-Homologen in Homo sapiens und Caenorhabditis elegans
untersucht [Widlak et al., 2001, Parrish et al., 2001]. Neben den eukaryotischen
Vertretern der Endonukleasen G wurden auch in Prokaryoten homologe Proteine
identifiziert, so z.B. die Nuklease aus dem gram-negativen, pathogenen Entero-
bakterium Serratia marcescens und NucA aus dem Cyanobakterium Anabaena
spec. [Nestle & Roberts, 1969a, Muro-Pastor et al., 1992].

Es wird vermutet, dass die, bereits 1969 identifizierte, Serratia-Nuklease und
die Anabaena-NucA eine nutritive Funktion austUben [Franke et al., 1999]. Wei-
terhin wurde spekuliert, dass die Nukleasen als Bakteriocine wirken und damit
das Wachstum konkurrierender Mikroorganismen behindern [Franke et al., 1999].
1993 untersuchten COTE und RuIz-CARILLO die Endonuklease G und stellten fest,
dass die Nuklease murine mitochondriale RNA- und DNA/RNA-Substrate spalte-
te. Die Autoren spekulierten daher, dass die mitochondrial-lokalisierte EndoG Pri-
mer fur die mitochondrialer DNA-Replikation generiert [COoté & Ruiz-Carillo, 1993].
Diese Funktion wurde von OHSATO et al. bezweifelt, da die mitochondriale DNA-
Replikation in der Matrix stattfindet. EndoG hingegen befindet sich im Intermem-
branraum der Mitochondrien [Ohsato et al., 2002]. 2002 postulierten HUANG et
al., dass EndoG madglicherweise die Inversion der L and S Komponenten in der
DNA des Herpes simplex-Virus Typ 1 auslost [Huang et al., 2002]. Diese Ergeb-
nisse konnten 2006 durch RNAi-knock-out-Versuche bestatigt werden. Des Weite-
ren wurde beobachtet, das die Zellwachstum in Abesenheit von EndoG verlang-
samt war [Huang et al., 2006]. Da der EndoG-Lokus jedoch mit einem weiteren
Gen Uberlappt, konnte eine BeeinfluBung der Ergebnisse durch das Fehlen weite-
rer Proteine nicht ausgeschlossen werden. In 2001 wurde EndoG erstmals als eine
apoptotische Nuklease beschrieben. Bemerkenswert war, dass EndoG, in einem
Caspase-unabhangig Weg, in der Lage war, DNA in CAD-defizienten Zellen abzu-
bauen [Li et al., 2001, Schafer, 2007]. Auf die widerspruchliche Rolle der EndoG in
der Apoptose wird in Kapitel 2.1.2 eingegangen.

Bei der EndoG handelt es sich um eine unspezifische Nuklease, die sowohl
RNA, als auch einzel- und doppelstrangige DNA hydrolysiert [Widlak et al., 2001].
Daneben besitzen die verschiedenen EndoG-homologen Proteine unterschied-
lich schwache Substratpraferenzen, welche vor allem fur die Serratia-Nuklease
intensiv untersucht wurden [Friedhoff et al., 1996b]. Die Serratia-Nuklease hy-
drolysiert doppelstrangige DNA und RNA sowie heterogene einzelstranige DNA
und RNA, wobei hauptsachlich 5’-phosphorylierte Tetra-, Tri-, Dinukleotide en-
stehen [Nestle & Roberts, 1969b, Yonemura et al., 1983]. Einzelstrangige Homo-
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polynukleotide, wie z. B. Poly(dA), Poly(G) und Poly(U) hingegen wurden von der
Serratia-Nuklease kaum abgebaut [Yonemura et al., 1983]. Von MEISS et al. wur-
de gezeigt, dass die Serratia-Nuklease bevorzugt doppelstrangigen Nukleinsauren
mit einer A-Helix-Konformation abbaut [Meiss et al., 1999]. Es wurde gezeigt, dass
Poly(dG)-Poly(dC) effizient gespalten wird, wohingegen Poly(dA)-Poly(dT), welches
die B-Helix-Konformation annimmmt, kaum gespalten wird [Meiss et al., 1995].
Auch fur NucA aus Anabaena spec., die EndoG aus Huhn und die bovine En-
doG wurde eine bevorzugte Spaltung von Poly(dG)-Poly(dC)-Strangen nachgewie-
sen [Meiss et al., 1998, Ruiz-Carillo & Renaud, 1987, Co6té et al., 1989]. DNA und
doppelstrangige RNA kdnnen in der A-Helix-Konformation auftreten, wohingegen
einzelstangige RNA bis auf Ausnahme von Poly (A) bevorzugt in der B-Helix-
Konformation auftritt [Saenger et al., 1975, Meiss et al., 1999]. Es wurde daher
spekuliert, das die die Bindung von Nukleinsauren in A-Form durch die Serratia-
Nuklease einen Vorteil darstellt, da sowohl DNA als auch RNA gebunden und hy-
drolysiert werden kdnnen [Meiss et al., 1999]. Aufgrund intensiver Untersuchun-
gen von NESTLE und ROBERTS galten Pentanukleotide als kleinste mogliche Sub-
strate fur die Serratia-Nuklease [Nestle & Roberts, 1969b]. Jedoch konnte spa-
ter gezeigt werden, dass sowohl die Serratia-Nuklease, als auch die Anabaena-
NucA in der Lage sind die synthetische Verbindung Desoxythymidin-di-3"-5"-(p-
nitrophenyl)-phosphat zu spalten [Friedhoff et al., 1999, Haberland, 2001]. Die-
ses Minimalsubstrat wird an der 5°-Seite hydrolysiert, wobei p-Nitrophenol so-
wie Desoxythymidin-3“-(p-nitrophenyl)-phosphat entstehen. Die Geschwindigkeit
der Hydrolyse von Desoxythymidin-di-3 -5 "-(p-nitrophenyl)-phosphat ist dabei um
den Faktor 108 niedriger als mit hochmolekularer DNA [Haberland, 2001]. Neben
der Endonukleaseaktivitat, die allen EndoGs gemeinsam ist, wurden flir Nucl aus
Saccharomyces cerevisiae und fur die Nuklease aus Neurospora crassa zusatz-
lich eine schwache 5"-Exonukleaseaktivitat beim Abbau von dsDNA beschrieben
[Dake et al., 1988, Fraser et al., 1989]. Durch diese Exonukleasefunktion kdnnen
Strangbriche, die in dsDNA eingebracht wurden, effektiv erweitert und auf diese
Weise langere ssDNA-LUcken generiert werden, erklarten FRASER et al..

FUr die EndoG-Aktivitat wird ein divalentes Metallion als Kofaktor bendtigt. Die
Aktivitat der Serratia-Nuklease ist abhangig von Mg?* in Konzentrationen von 5 bis
10 mM [Nestle & Roberts, 1969b]. In Gegenwart von dem ebenfalls untersuchten
Mn?* zeigte die Nuklease nur ein Drittel der Aktivitat, welche mit Mg?* erreicht
wurde. Die bovine EndoG und die Anabaena-NucA hingegen werden am starksten
durch Mn2* aktiviert [Cummings et al., 1987, Muro-Pastor et al., 1992]. Wohinge-
gen die humane EndoG eine maximale Aktivitat in Gegenwart von Mg?* aufweist
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[Widlak et al., 2001]. Die EndoG aus Mus musculus kann gleichermalien durch
Mg?2*,Mn?* und Co?* stimuliert werden und zeigt, genauso wie die humane En-
doG, keine Aktivitat mit Ca2* [Tomkinson et al., 1988]. Dariiber hinaus konnte die
murine EndoG durch Zn?* aktiviert werden, welches in Gegenwart von Mg?* die
katalytische Aktivitat von humaner EndoG inhibiert [Widlak et al., 2001]. Die be-
notigten Konzentrationen der divalenten Metallionen liegen dabei, abhangig von
Enzym und lon, zwischen 0,5-5 mM.

Hohe Konzentrationen an monovalenten Salzionen wirken inhibierend auf die
EndoG-Aktivitat. So wurde flir nahezu alle eukaryotischen Proteine berichtet, dass
bereits Konzentrationen von 100-150 mM die katalytische Aktivitat beeintrachti-
gen [Low, 2003]. Besonders stark ist die Inhibierung im Falle der humanen EndogG,
welche schon bei Kaliumkonzentrationen von 80-100 mM keine DNA mehr hydroly-
siert [Widlak et al., 2001]. Auch fur die Anabaena-NucA wurde beschrieben, dass
NaCl-Konzentrationen Uber 100 mM die nukleolytische Aktivitat deutlich beein-
trachtigen [Meiss et al., 1998].

Das Enzym aus Serratia marcescens ist in einem Bereich von 4-50°C ak-
tiv [Ahrenkoltz et al., 1994]. Ein Temperaturoptimum von 35°C wurde fur die
Nucl aus Saccharomyces cerevisiae und die Anabaena-NucA [Dake et al., 1988,
Meiss et al., 1998] bestimmt. Die Serratia-Nuklease ist einem pH-Bereich von
7-10 aktiv. Die grofSte Aktivitat wurde von NESTLE und ROBERTS bei pH 8.5
gemessen, YONEMURA et al. beobachteten hingegen eine Maximalaktiviat bei
pH 8.0 [Nestle & Roberts, 1969b, Yonemura et al., 1983]. Auch die humane En-
doG ist in diesem pH-Bereich aktiv und das pH-Optimum von 7-8 wurde
auch far die bovine EndoG, das Enzym aus Saccharomyces cerevisiae und
die Anabaena-NucA beobachtet [Widlak et al., 2001, Gerschenson et al., 1995,
Dake et al., 1988, Meiss et al., 1998].

Von zwei Vertretern der DRGH-Nukleasen, der Serratia-Nuklease und
der Anabaena-NucA, konnten bisher die Kristallstrukturen ermittelt werden
[Miller et al., 1994, Shlyapnikov et al., 2000, Ghosh et al., 2005]. Die Sekundar-
strukter der Serratia-Nuklease kann in drei Regionen unterteilt werden
[Shlyapnikov et al., 2000]. Die Serratia-Nuklease besteht zunachst aus einem 6-
strangigen zentralen (3-Faltblatt , welches von einer a-helikalen Domane und
einer a/B-Region flankiert wird (siehe Abbildung 2A). Das Enzym liegt, genau-
so wie alle homologen Enzyme bis auf die Anabaena-NucA, als Homodimer
vor [Miller & Krause, 1996]. Dabei zeigten MILLER und KRAUSE, dass die elektro-
statischen Felder beider aktiver Zentren nicht interagieren und schlussfolger-
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ten, dass sie dadurch unabhangig voneinander Nukleinsauren spalten kénnen
[Miller & Krause, 1996]. FRANKE et al. konnten zeigen, dass beide Untereinhei-
ten in der dimeren Serratia-Nuklease funktionell unabhangig voneinander sind
[Franke et al., 1999]. Weiterhin wurde postuliert, dass durch simultane Bindung
von einer Nukleinsaure, durch beide aktiven Zentren in einem dimeren Molekdl,
die Aktivitat beeinflusst wird. Die Autoren konnten anhand einer inaktiven Nuklea-
sevariante zeigen, dass ein riesiges Netzwerk zwischen Nuklease und makromole-
kularer DNA gebildet wird, welches multiple Bindestellen bereitstellt und somit zu
einem prozessiven Abbau fuhrt [Franke et al., 1999]. Dabei wird die Dimerisierung
der Serratia-Nuklease Uber das Histidin 184 vermittelt, welches nicht in anderen
EndoGs konserviert ist. So liegt die Anabena-Nuklease als einzige bisher beschrie-
bene EndoG-homologe Nuklease als Monomer vor [Meiss et al., 1998] und besitzt
an der entsprechenden Position ein Arginin. Da gezeigt wurde, dass durch Aus-
tausch von His 184 zu Arg, Thr, Ala oder Asp die Serratia-Nuklease keine Homodi-
mere mehr bilden konnte, erklart das in der Anabaena-NucA vorliegende Arginin
moglicherweise die fehlende Dimerisierung [Franke et al., 1999]. Da die bisher be-
schriebenen eukaryotischen Endonukleasen G ebenfalls als Homodimere auftre-
ten und an der dem Histidin 184 in der Serratia-Nuklease entsprechenden Position
ebenfalls kein Arginin besitzen, wird dort die Dimerisierung offenbar Uber andere
Aminosauren vermittelt. Auch die Anabaena-NucA besteht aus einem 6-strangigen
[-Faltblatt und einem kleinen 2-strangigen (-Faltblatt [Ghosh et al., 2005]. Ob-
wohl die Serratia-Nuklease und Anabaena-NucA nur eine 22%ige Sequenzidentitat
besitzen, ist die Gesamtstruktur beider Proteine sehr dhnlich (siehe Abbildung 2A)
[Ghosh et al., 2005]. Dabei besteht das aktive Zentrum aus dem 2-strangigen
[-Faltblatt und einer «-Helix. Diese Form des aktiven Zentrums ist charakte-
ristisch fur BB «-Metall-Nukleasen [Kihlmann et al., 1999, Friedhoff et al., 1999].
Die Nukleasen dieser Nuklease-Superfamilie hydrolysieren ihre Substrate ent-
weder unspezifisch, sequenz- oder strukturspezifisch und kénnen in drei Unter-
familien eingeteilt werden, die nach dem charakteristischen Aminosauremotiv
in ihren aktiven Zentren benannt wurden [KUhlmann et al., 1999]: die His-Cys-
Box-Nukleasen (z.B. I-Ppol [Flick et al., 1998]), die HNH-Nukleasen (z.B. Colicin
E7 und E9 bzw. I-Hmul [Hsieh et al., 1997, Maté & Kleanthous, 2004]) und die
DRGH-Nukleasen (mitochondriale EndoG, die Serratia-Nuklease, die Syncephala-
strum racemosum-Nuklease und die Nuklease C1 aus Cunninghamella echinulata
[COté et al., 1989, Nestle & Roberts, 1969a, Ho et al., 1998, Ho & Liao, 1999]). Die
zweite Gemeinsamkeit, neben der homologen Struktur des aktiven Zentrums die-
ser Nukleasen, ist die Abhangigkeit der nukleolytischen Funktion von divalenten
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Metallionen.

Dieses Metallion wird in der Anabaena-Nuklease oktaedrisch von 4 Wassermole-
kilen umgeben, dem Sauerstoff eines Sulfat-lons und der Seitenkette des Aspa-
ragins 155, welches damit die einzige direkte Koordinationsstelle zwischen Protein
und Kofaktor ausbildet (siehe Abbildung 2B und 1) [Ghosh et al., 2005]. Diese Art
der Interaktion mit divalenten Metallionen ist typisch fur eine ganze Gruppe ande-
rer Nukleasen, deren aktive Zentren ebenfalls flr die Bindung eines hydratisier-
ten lons optimiert sind, so z.B. die homologe Serratia-Nuklease und die homing-
Endonuklease I-Ppol [Miller et al., 1999, Galburt et al., 1999]. In diesen Beispielen
werden die meisten Interaktionen der aktiven Zentren mit dem divalenten Metall-
ion Uber Wassermoleklle vermittelt und direkte Kontakte zwischen Aminosauren
und dem Metallion sind eher selten. Dabei befindet sich die Bindestelle fur das
hydratisierte, zweiwertige Metallion sowohl in der Serratia-Nuklease, als auch in

Abbildung 2: Vergleich der Struktur von
Serratia- und Anabaena-Nuklease. A Dar-
gestellt ist die Uberlagerung von Band-
diagrammen, welche die Strukturen der

B R93 H124 Anabaena-NucA (violett) und einem Mo-
nomer der Serratia-Nuklease (blau, Ket-
R57 89 te A) wiedergeben. Deutlich zu sehen ist

die Ahnlichkeit der Strukturen. B Struktur

A 163 der aktiven Zentren der Anabaena- (vio-
m"l?i'r(g E127 lett) und der Serratia-Nuklease (blau), in-

klusive des betreffenden Metallions Mn2*

AlZl ﬁ_ss in NucA (orange) und Mg?* in der Serra-
tia-Nuklease (grau) und einem Sulfat-lon:
D86 N119 NucA (gelb), Serratia-Nuklease (grun).

(Aus Ghosh et al. , J. Biol. Chem., 280,
27990-27997, 2005.)
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der Anabaena-NucA in einem uberwiegend positiv geladenen Spalt, welcher auch
das charakteristische DRGH-Motiv enthalt. An der dipolartigen Oberflache beider
Proteine werden Nukleinsauren gebunden [Miller et al., 1994, Ghosh et al., 2005].
Als Reaktionsmechanismus wird fur die Serratia-Nuklease postuliert, dass mit Hilfe
der allgemeinen Base Histidin 89 (aus dem DRGH-Motiv) einem Wassermolekul ein
Proton entzogen wird (siehe Abbildung 2). Dieses greift dann nukleophil die Phos-
phordiesterbindung am Rlckgrat der Nukleinsduren an [Friedhoff et al., 1996al.
Dabei unterstitzen eine Reihe von Aminosauren die Positionierung des Sub-
strats entlang des Spalts und auch die Stabilisierung des Ubergangszustands.
Auch fur die Anabaena-NucA konnte nachgewiesen werden, dass das Histidin 124
aus dem DRGH-Motiv als allgemeine Base die Nukleinsaurehydrolyse katalysiert
[Ghosh et al., 2005].

Bei den zuerst identifizierten prokaryotischen DRGH-Nukleasen handelt es
sich um sezernierte Proteine. So wird die Serratia-Nuklease als Praprotein ge-
bildet, wobei das reduzierende Milieu des Zytoplasmas die Ausbildung der Di-
sulfidbricken verhindert [Ball et al., 1992]. Erst bei der Sezernierung in den
Extrazellularraum wird ein Signalpeptid abgespalten. Weiterhin kommt es zur
Ausbildung zweier Disulfidbricken, welche notwendig sind fur die nukleolyti-
sche Aktivitat. [Ball et al., 1992]. Da die Disulfidbricken erst im oxidativen, Pe-
riplasma ausgebildet werden, wird der Abbau Zell-interner Nukleinsauren ver-
hindert. Die eukaryotischen Endonukleasen G hingegen liegen alle mitochon-
drial vor [Cummings et al., 1987, Dake et al., 1988, Schafer et al., 2004]. Die in-
trazellularen Nukleinsauren werden so durch die Sequestrierung der EndoG im
mitochondrialen Intermembranraum geschutzt. Diese Lokalisation wird Uber eine
N-terminal-codierte mitochondriale Lokalisationssequenz vermittelt, die nicht sehr
stark konserviert ist. Weiterhin konnte fir mehrere EndoGs gezeigt werden,
dass im reifen Protein die Signalsequenz abgespalten wird [C6té et al., 1989,
Widlak et al., 2001].

2.1.1. NucA und NuiA aus Anabaena spec.

Spezifische Nukleaseinhibitoren wurden bisher fur mehrere Mitglieder der (33 «-
Metall-Familie beschrieben, so liegen in Escherichia coli fur die toxischen Colicine
spezifische inhibierende Immunproteine vor [Kleanthous et al., 1999]. Der einzige
bisher beschriebene Inhibitor fur eine DRGH-Nuklease ist NuiA, der die Anabaena-
NucA inhibiert (siehe 2.1.1) [Muro-Pastor et al., 1997].
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Denn wahrend sich Eukaryoten durch die Sequestrierung ihre Endonuklease G im
mitochondrialen Intermembranraum schuitzen, verfugt die Anabaena-NucA Uber
den spezifischen Inhibitor NuiA [Muro-Pastor et al., 1997], welcher keine Homolo-
gen in anderen Organismen besitzt. Dabei weist der NucA-NuiA-Komplex eine 1:1-
Stéchiometrie auf [Meiss et al., 1998]. Im Gegensatz zu allen anderen bisher be-
schriebenen Endonukleasen G und homologen Proteinen, welche als Homodimere
auftreten, liegt NucA als Monomer vor. FRANKE et al. konnten zeigen, dass die di-
mere Serratia-Nuklease dem monomeren Anabaena-Enzym beim Abbau polyme-
rer Substrate Uberlegen ist [Franke et al., 1999]. Warum in den DRGH-Nukleasen
die Aminosauren, welche die Dimerisierung vermitteln, im Gegensatz zu Amino-
sauren, welche die katalytische Domane bilden, nicht konserviert sind, bleibt un-
klar. Es wird jedoch argumentiert, dass das Cyanobakterium Anabaena aufgrund
des autotrophen Energiegewinns einem geringeren Selektionsdruck ausgesetzt ist
als Serratia marcescens, welche von externen Energiequellen abhangig ist. Es be-
stand daher keine Notwendigkeit fUr Anabaena ein dimeres Enzym zu evolvieren.
In Abwesenheit von NuiA ist die Expression von NucA aufgrund der stark toxi-
schen Wirkung nicht mdglich [Meiss et al., 1998]. Es handelt sich um eine sehr
starke Interaktion zwischen NucA und NuiA, fiir welche ein Kp-Wert von 1-10712 M
bestimmt wurde [Meiss et al., 2000]. Durch Analyse der Kristallstruktur des Kom-
plexes konnten die Aminosauren, welche die Interaktion zwischen NucA und NuiA
vermitteln, identifiziert werden [Ghosh et al., 2007]. Insgesamt werden 13 Was-
serstoffbricken zwischen NucA und NuiA ausgebildet. Die Struktur von NuiA wird
als ,offener Kiefer” bezeichnet, wobei der obere Teil aus den Aminosauren Threo-
nin  195p,ia und Glutaminsaure 24\,ia besteht, welche in das aktive Zentrum
von NucA eintreten. Der unter Teil besteht aus Asparaginsaure 75p,ia und Trypto-
phan 76p,ia, welche einen vorstehenden Bereich von NucA umbhdtillen. Die Bindung
der Anabaena-Nuklease-NucA durch ihren spezifischen Inhibitor NuiA geschieht di-
rekt im katalytischen Zentrum [Ghosh et al., 2007]. Dabei dringt des C-terminale
Threonin 195 des NuiA in das aktive Zentrum von NucA, bindet dort das kata-
lytische divalente Metallion und ersetzt dadurch ein koordiniertes Sulfatmolekul
(siehe Abbildung 2B). Dieses war bereits in der Struktur der NucA allein gefun-
den worden und imitiert wahrscheinlich die 5°-Phosphatabgangsgruppe. Dies ist
die erste Struktur eines Komplexes, in der das katalytische Metallion direkt so-
wohl mit der Nuklease, als auch mit dem Inhibitor interagiert. Auch Glutaminsau-
re 24yuia dringt in das aktive Zentrum ein und die Seitenketten dieser Amino-
saure imitieren dabei die Ladung eines DNA-Phosphats. Somit wird die Bindung
von NuiA offenbar durch Nachbildung der Enzym-Substrat-Interaktion vermittelt.
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Durch Untersuchungen an C-terminalen Deletionsmutanten war bereits zuvor ge-
zeigt worden, dass der C-Terminus von NuiA an der Bindung beteiligt sein muss
[Meiss et al., 2000], denn diese Varianten zeigten einen stark erhdohten Kp-Wert
und waren nur bei einem 50- bis 100-fachem molaren Uberschuss in der Lage,
NucA bei nanomolaren Konzentrationen komplett zu hemmen.

2.1.2. Rolle der EndoG in der Apoptose

Als Apoptose wird der evolutionar konservierte, programmierte Zelltod verstan-
den. Die Apotose ist essentiell fir die Entwicklung und Aufrechterhaltung von Ge-
weben. So kénnen, mittels Apotose, infizierte oder beschadigte Zellen beseitigt
werden [Vaux & Korsmeyer, 1999, Samejima & Earnshaw, 2005, Schafer, 2007].

Apoptotische Zellen weisen charakteristische Merkmale auf. Solche Kennzei-
chen der Apoptose sind das Schrumpfen von Zytoplasma und Zellkern, Chromatin-
kondensation und - fragmentierung, Plasmemembranausstulpungen und abschlie-
Bender Zerfall in Vesikel, den sogenannten apoptotic bodies [Wyllie et al., 1980].
Die entstandenen apoptotischen Zellreste werden dann mittels Resorption durch
benachbarte Zellen beseitigt [Raff, 1998, Schafer, 2007]. Im Gegensatz zur Apop-
tose ist die zweite Form des Zelltods, die Nekrose, ein passiver Prozess, der un-
kontrolliert ablauft. Charakteristisch ist das Anschwellen der nekrotischen Zellen,
wobei deren Plasmamembran zerstért wird. Als Folge kommt es zum Platzen der
Zellen, wobei das Zytoplasma und die Zellorganellen in den Extrazellularraum frei-
gesetzt und anschlieBend durch Makrophagen beseitigt werden [Schafer, 2007].

Die apoptotische Hydrolyse der chromosomalen DNA wird durch Endonukleasen
katalysiert, welche die DNA in drei Stufen abbauen [Samejima & Earnshaw, 2005].
An diesen Abbauprozessen sind zwei Klassen von Nukleasen beteiligt: zum
Einen die sogenannten zellautonomen Nukleasen und zum Anderen die waste-
management-Nukleasen (siehe Abbildung 3). Die zellautonomen Nukleasen ha-
ben wahrend der Apoptose direkten Zugang zum Kernplasma und sind we-
sentlicher Bestandteil des apoptotischen Programms, wobei ihre Aktivitat di-
rekt das Fortschreiten der Apoptose beeinflusst [Samejima & Earnshaw, 2005].
Die waste-management-Nukleasen hingegen sind in gesunden Zellen am Ab-
bau von DNA beteiligt, die nicht aus dem eigenen Zellkern stammt. Die-
se Nukleasen werden entweder im Endoplasmatischen Retikulum synthe-
tisiert oder in den extrazellularen Raum sezerniert, wobei die lysosoma-
len Nukleasen an der Phagozytose-vermittelten DNA-Hydrolyse beteiligt sind
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[Samejima & Earnshaw, 2005, Schafer, 2007].

Der apoptotische Abbau der chromosomalen DNA geschieht in zwei un-
terschiedlichen und voneinander unabhangigen Phasen, die beide nachein-
ander stattfinden [Samejima & Earnshaw, 2005]. Zunachst findet eine DNA-
Fragmentierung statt, bei der die zellautonomen Nukleasen der apoptotischen
Zelle die DNA hydrolysieren. Nach der phagozytotischen Aufnahme der Zell-
vesikel der apoptotischen Zelle durch Nachbarzellen findet in diesen der ab-
schlieBende DNA-Abbau durch lysosomale Nukleasen statt (siehe Abbildung 3)
[Samejima & Earnshaw, 2005]. Der zellautonome DNA-Abbau wird wiederum in
zwei Stufen unterteilt, zunachst wird die chromosomale DNA an Positionen

proapoptotische Zelltod Phagozytose vollstandige
Stimulation Auflosung

@-@d@@

HMW- > LMW- > weiterer Abbau in

Abbau Abbau der Makrophage
zellautonome Nukleasen waste-managment-Nukleasen

: i Nekrose Zg\ extrazellulérer|
I6sung / Aufschluss /

Abbildung 3: Ubersicht iiber zellautonome und waste-management-Nukleasen wahrend
der Apoptose und der Nekrose. Zellkompartimente, wie auch die DNA, bleiben innerhalb
der apoptotischen Zelle, bis sie phagozytotisch aufgenommen werden. Dabei sind zellau-
tonome Nukleasen flUr den initialen Abbau der DNA wahrend der Apoptose verantwort-
lich (high- und low-molecular-weight-Abbau). Nach der phagozytotischen Aufnahme der
apoptotischen Zelle wird die verbleibende DNA durch waste-management-Nukleasen hy-
drolysiert. Nekrotische Zellen lysieren und entlassen ihre intrazellularen Bestandteile in
den Extrazellularraum, wo DNA und RNA durch waste-management-Nukleasen abgebaut
werden. Modifiziert nach Samajima & Earnshaw, J Biol. Chem., 276, 45427-45432, 2005.
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innerhalb der internukleosomalen linker in etwa 50-300 kb grofe Fragmen-
te gespalten [Walker et al., 1994], was auch als high-molecular-weight-Abbau
(HMW) bezeichnet wird. Im Anschluss erfolgt der Abbau dieser Fragmente zu
Oligonukleotiden, was als low-molecular-weight-Abbau (LMW) bezeichnet wird
[Samejima & Earnshaw, 2005]. Die Hydrolyse diese Oligonukleotide geschieht
dann in den lysosomalen Vesikeln durch DNase | [Liu et al., 1999b]. Die zellau-
tonomen Nukleasen sind die Caspase-anhangige Nuklease (CAD), EndoG, DNa-
se Il und DNase v, die durch eine Vielzahl von Faktoren stimuliert werden, wie
z.B. Histon H1, HSP70, DNA-Topoisomerase Il und AIF [Samejima et al., 2001,
Li et al., 2001, Candé et al., 2002, Samejima & Earnshaw, 2005], wobei CAD als
die major nuclease bezeichnet wird. Dabei ist noch nicht restlos geklart, welche
Proteine die nukleolytische Aktivitat haben und welche nur als Kofaktoren wirken
[Samejima & Earnshaw, 2005].

Auch die apoptotische Rolle der EndoG ist umstritten. In CAD-knock-out-Mausen
konnte in apoptotischen Zellen die Fragmentierung nuklearer DNA beobachtet
werden [Li et al., 2001]. Dabei war der Phanotyp der Mause unauffallig. Es konnte
festgestellt werden, dass die verbleibende DNaseaktivitat mit den Mitochondri-
en assoziiert war und durch Fraktionierung mitochondrialer Mausextrakte wurde
die fur den DNA-Abbau verantwortliche Nuklease identifiziert, Endonuklease G. Es
konnte in weiteren Untersuchungen festgestellt werden, dass EndoG nach apopto-
tischer Stimulation aus den Mitochondrien entlassen wird und in den Zellkern ein-
dringt. Daruber hinaus konnten LI et al. zeigen, dass eine spezifischer EndoG-
Antikdrper die DNA-Fragmentierung in apoptotischen CAD-defizienten Zellextrak-
ten vollstandig inhibiert, wahrend durch Zugabe eines Praimmunserums DNA-
Fragmentierung beobachtet werden konnte. Auch konnten sie in-vivo nachwei-
sen, dass die apoptotische DNase in CAD-defizienten Zellen tatsachlich aus den
Mitochondrien entlassen wird. Aus all diesen Beobachtungen schlussfolgerten LI
et al., dass EndoG die fur die apoptotische DNA-Fragmentierung verantwortliche
DNase in CAD-defizienten Zellen sei [Li et al., 2001].

Doch spater wurden nach drei verschiedenen Untersuchungen an EndoG-knock-
out-Mausen widersprlchliche Daten verdffentlicht. So wurde in der ersten Stu-
die berichtet, dass die EndoG-defizienten Mause bereits in fruhen Stadien der
Embryogenese sterben [Zhang et al., 2003]. Auch zeigten EndoG*/-Zellen eine
erhohte Apoptoseresistenz und eine Reduktion der Caspaseaktivierung, DNA-
Fragmentierung und Chromatinkondensation. Wurden EndoG*/--M&use mit CAD-
defizienten Mausen gekreuzt, konnte nach Apoptoseinduktion nahezu keine DNA-
Fragmentierung und Chromatinkondensation in EndoG*/-CAD”"-Zellen mehr be-
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obachtet werden. IRVINE et al. hingegen zeigten, dass EndoG-defiziente Mause le-
bensfiahig sind [Irvine et al., 2005]. Dariiber hinaus zeigten EndoG™ -Zellen eine
mit dem Wildtyp vergleichbare DNA-Fragmentierung und Chromatinkondensation
wahrend der Apoptose. Diese Beobachtungen konnten auch durch DAvID et al. be-
statigt werden [David et al., 2006], welche zeigten dass die Maus-Embryogenese
und Entwicklung in EndoG-knock-out-Mausen normal verlief. Auch in dieser Studie
konnte keine Veranderungen wahrend der Apoptose in diesen EndoG-defizienten
Mausen beobachtet werden. Dabei unterschieden sich die EndoG-knock-out-
Mause in der ersten Studie von den beiden anderen Studien nur darin, dass in
der ersten Studie neben EndoG zusatzlich noch ein unbekanntes Gen unterbro-
chen wurde. Falls das Produkt dieses Gens essentiell ist, konnte dies die wider-
spruchlichen Beobachtungen erklaren. Auch kdnnten in EndoG-defizienten Zellen
die anderen apoptotischen Nukleasen die Funktion der EndoG Ubernehmen, was
den unauffalligen Phanotyp in den zwei anderen Studien erklaren kénnte.

In Caenorhabditis elegans wurde bisher kein dem CAD/ICAD-System ent-
sprechendes Aquivalent gefunden. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass
das EndoG-homologe Cps-6 mit verschiedenen Proteinen interagiert und
einen Enzymkomplex bildet, das sogenannte Degradosom [Parrish et al., 2001,
Parrish & Xue, 2006], welches neben Cps-6 noch das AlIF-homologe Wah-1 und
sechs andere Nukleasen enthalt. Daruber hinaus konnte gezeigt werden, dass
eine RNAi-induzierte Reduktion der Cps-6-Aktivitat die DNA-Fragmentierung be-
eintrachtigt. Desweiteren wurde ein verzogertes Auftreten apoptotischer Zellen
beobachtet [Parrish et al., 2001].

Dass EndoG Apoptose induzieren kann, wurde durch SCHAFER et al. gezeigt. Durch
Uberexpression von aktiver boviner EndoG in Sdugetierzellen kam es zu einem
erhdhten Anteil apoptotischer Zellen, wahrend durch Uberexpression einer inakti-
ven EndoG-Variante die Zellen weiterhin lebensfahig waren [Schafer et al., 2004].
Dabei konnte auch gezeigt werden, dass die mitochondrial lokalisierte EndoG nach
Apoptoseinduktion die Mitochondrien verlie und im Zellkern nachzuweisen war.
Dies war zuvor auch schon fur die murine EndoG gezeigt worden [Li et al., 2001].
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2.2. Zielsetzung

Apoptose ist als aktiv durchgefuhrtes ,Selbstmordprogramm® der Zelle ist essen-
tiell fur die Entwicklung und Aufrechterhaltung von Geweben.[Wyllie et al., 1980].
Dabei wird das Fortschreiten der Apoptose in Zellen durch das Schrumpfen
des Zytoplasmas, Chromatinkondensation und - fragmentierung, Plasmamem-
branausstllpungen und abschlieBenden Zerfall in Vesikel charakterisiert. Es wur-
den bisher mehrere Nukleasen identifiziert, die fUr den Abbau der chromoso-
malen DNA verantwortlich sind [Samejima & Earnshaw, 2005], unter anderem
CAD und Endonuklease G [Samejima et al., 2001, Li et al., 2001]. Dabei wird die
katalytische Aktivitat von CAD durch den spezifischen Inhibitor ICAD reguliert
[Samejima & Earnshaw, 1998]. Flur die eukaryotische Endonuklease G wurde je-
doch bisher kein spezifischer Inhibitor identifiziert. Obwohl EndoG und EndoG-
Homologe bereits in Serratia marcescens, Neurospora crassa, Anabaena spec.,
Saccharomyces cerevisiae, Caenorhabditis elegans, Mus musculus, Bos taurus
und Homo sapiens untersucht wurden, gibt es bisher keine Veroffentlichungen zur
EndoG in Drosophila melanogaster.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte das wahrend meiner Diplomarbeit als Droso-
phila-Homologes der Endonuklease G identifizierte Protein und sein spezifischer
Inhibitor funktionell charakterisiert werden [WeiRbach, 2005]. Dabei sollten bei-
de Proteine sowohl einzeln, als auch der gebildete EndoG-EndoGIl-Komplex un-
tersucht werden. Des Weiteren sollte die Rolle von EndoGl wahrend der Apop-
tose untersucht werden. DarUber hinaus sollte eine moégliche Assoziation der bei
der massenspektrometrischen ldentifizierung von EndoGl ebenfalls identifizierten
Drosophila-14-3-3-Proteine untersucht werden.
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3. Material und Methoden

3.1. Material

3.1.1. Bakterienstamme

Escherichia coli BL21(DE3) Codon+
E.coli B F~ dcm ompT hsdSy(rg”mg~) gal A(DE3) Codon+

Escherichia coli XL1-blue
E.coli recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F" proAB lacl9 A
M15(/acZ) TnlO(tet")]

3.1.2. Drosophila melanogaster-Zellen

Schneider2-Zelllinie
Die Zelllinie stammt von einer Primarkultur aus 20-24 h alten Drosophila
melanogaster-Embryonen ab [Schneider, 1972]. Sie wurde von Invitrogen,
Karlsruhe bezogen.

3.1.3. Enzyme, Proteine und Antikorper

Alkalische Phosphatase Roche Diagnostics, Mannheim
bovine Poly(A)-Polymerase (PAP 531) Dr. CLAUDIA TEMME (MLU Halle)
BSA Merck, Darmstadt

DNase | Roche Diagnostics, Mannheim
Leupeptin Roche Diagnostics, Mannheim
methyliertes BSA ANKE LIEPELT, MLU Halle
MitoTracker® Orange CM-H2 TMRos Invitrogen, Karlsruhe
Pepstatin Roche Diagnostics, Mannheim
Poly(L)-Lysin Sigma-Aldrich, Steinheim
Proteinase K Merck, Darmstadt
Pwo-DNA-Polymerase PegLab, Erlangen
Restriktionsenzyme und Puffer NEB, Frankfurt/Main

RNase A Roth, Karlsruhe
RNase-Inhibitor (RNasin) Promega, Mannheim

swine-anti-rabbit-lgG HRP DAKO, Glostrup (Danemark)
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SP6-RNA-Polymerase Roche Diagnostics, Mannheim
T4-DNA-Ligase NEB, Frankfurt/Main
T4-Polynukleotidkinase NEB, Frankfurt/Main
T7-RNA-Polymerase Roche Diagnostics, Mannheim
Taq-DNA-Polymerase Promega, Mannheim

Ni-NTA HRP Konjugat Qiagen, Hilden

monoklonales mouse-anti-flag-tag-1gG Sigma-Aldrich, Steinheim
Cy3-gekoppeltes anti-mouse-lgG Dianova, Hamburg
FITC-gekoppeltes anti-mouse-lgG Dianova, Hamburg

3.1.4. Nukleinsauren und Nukleotide

ATP, x—32 P Hartmann Analytic, Braunschweig
ATP, y—32p Hartmann Analytic, Braunschweig
UTP, x—32 P Hartmann Analytic, Braunschweig
dNTPs, NTPs GE Healthcare, Minchen
m7GpppG NEB, Frankfurt/Main

OligoAze Dr. SYLKE MEYER, MLU Halle
Poly(A) Roche Diagnostics, Mannheim

D. melanogaster cDNA-Klon BACPAC, Oakland (Ca, USA)

3.1.5. Oligonukleotide

Alle in dieser Arbeit verwendeten PCR- und Sequenzierprimer wurden von der Fir-
ma Invitrogen (Karlsruhe) bezogen.

Name Lange (nt) Sequenz (5‘-3¢)

EndoG 574-593 intern forward 20 AAC ACg CTg gAg gCA CAC gT
EndoG 820-839 intern forward 20 CCA TCA gTg TgT TTC Agg Tg
EndoGl 612-631 intern forward 20 TCT gTC Tgg CgA ATT TgA gg
PETM-11 reverse 20 ggT ggT gCT CgA gTg Cgg CC
pETM-11 forward 20 gAg ATA TAC CAT gAA ACA TC
T7 Promotor 20 TAA TAC gAC TCA CTA TAg gg
T7 Terminator 19 gCT AgT TAT TgC TCA gCg ¢

Tabelle 1: Name und Sequenz der verwendeten Oligonukleotide zur Sequenzierung.
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Name Lange (nt) Sequenz (5‘-3¢)

EndoG DAGA forward 47 CCg ACg ATC ggg CTA TgA TgC Cgg ggC CAT
ggC CgC CgC Tgg AAA TC

EndoG DAGA reverse 47 gAT TTC CAg Cgg Cgg CCA Tgg CCC Cgg CAT

CAT AgC CCg ATC gTC ggT

Tabelle 2: Name und Sequenz der verwendeten Oligonukleotide zur ortsgerichteten Mu-
tagenese. Ausgetauschte Nukleotide sind fett gedruckt dargestellt.

Name Lange (nt) Sequenz (5‘-3¢)

EndoG start Ncol 29 CAT gCC ATg gCT ATg AgT gCT CCT CgA gT
EndoG stop Kpnl 30 gAC Tgg TAC CgC TAg ACT TTC TTg CCA TTg
EndoG DAGA start 28 gCg gTA CCA TgA gTg CTC CTC gAg Tgg g
EndoG DAGA stop 55 CCg AAT TCC TAT TTA TCA TCA TCA TCT TTA

TAA TCg ACT TTC TTg CCA TTg ATg ¢

EndoGADAGA start 30 CGG gAT CCA TAT ggC TGc CAg TTT gAT TCC
EndoGADAGA stop 28 gCC ggA ATT CCT AgA CTT TCT TgC CAT T
EndoGAN start Ncol 30 CAT ACC ATg gCT gCC AgT TTg ATT CCC CgC
EndoGIAHis start Ndel 30 ATA gTA CTT CAT ATg TCC AAg CgC AAg gCC
EndoGIAHis stop EcoRl 30 CAT ggC gCT CgA ATT CCT AAT CAT CAT TTA

Tabelle 3: Name und Sequenz der verwendeten Oligonukleotide zur Klonierung. Einge-
fuhrte Restriktionsschnittstellen sind unterstrichen.

3.1.6. Plasmide

pBR322
pCoHygro
pET21d
pETM-11
pMT/V5-His C
pRSETCc
pSP6-L3pre Ass

3.1.7. Kits und Standards

1 kb DNA ladder
100 bp DNA ladder

[Bolivar et al., 1977]
Invitrogen, Karlsruhe
Novagen, Darmstadt
EMBL, Heidelberg

Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
[Kerwitz et al., 2003]

Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe

Big Dye” Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit Applied Biosystems, Darmstadt

High Pure PCR Purification Kit
peqGOLD Plasmid Miniprep Kit
Plasmid Midi Kit

Roche Biosciences, Mannheim
PeqgLab, Erlangen
Qiagen, Hilden
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Proteinstandard SDS-6H
PageRuler™ Prestained Protein Ladder

3.1.8. Saulen und Saulenmaterial

AutoSeq™ G50 spin column

MonoQ™ HR 5/5

Sephadex™ G-50

Hydroxylapatit Bio-Gel® HTP Gel
DEAE-Sepharose

Phenyl-Superose® HR 5/5

Superdex 200 HR 10/30

Superdex 200 prep grade HiLoad 16/60
Ni-NTA-Agarose

3.1.9. Feinchemikalien

Roche Diagnostics, Mannheim

Fermentas, St. Leon-Rot

GE Healthcare, Minchen
GE Healthcare, Minchen
GE Healthcare, Minchen

Bio-Rad Laboratories, Munchen

GE Healthcare, Minchen
GE Healthcare, Minchen
GE Healthcare, Munchen
GE Healthcare, Minchen
Qiagen, Hilden

Alle Standardchemikalien wurden in der Qualitat pro analysi von Merck, Darmstadt

oder Sigma-Aldrich, Steinheim bezogen.

40% Acrylamid/bis-Acrylamid (19:1)
30% Acrylamid

Agarose

Coomassie Brilliant Blue G250
Coomassie Brilliant Blue R250
DEPC

DTT

Isopropyl-f3-D-thiogalactopyranosid (IPTG)

SDS

Nonidet P-40

Phenol

Phenol, TE-gesattigt

PMSF

Ponceau S

Reagenzien fur Bakterienmedien
TEMED

Tween 20

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Gerbu, Gaiberg

PeglLab, Erlangen

Fluka, Steinheim

Fluka, Steinheim

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Gibco, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
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3.1.10. Sonstiges

Biorad Protein Assay (Bradford)
Nitrocellulosemembran, Protran
Dialyseschlauche
Membranfilter

Phosphorimager-Screens
Rontgenfilme
Scintillationscocktail
Western blot-Detektion

Bio-Rad Laboratories, Munchen
Schleicher & Schull, Dassel
SERVA, Heidelberg

RC 58, PorengrofSe 0,2 um,
Schleicher & Schdll, Dassel
Molecular Dynamics, Fuji
Kodak

Lumasafe™ Plus, LSC

Super Signal, Pierce
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3.2. Methoden
3.2.1. Mikrobiologische Methoden

3.2.1.1. Sterilisierung

Hitzestabile Losungen und Glasgerate wurden fiir 30 min bei 121°C und Uber-
druck in einem Autoklaven sterilisiert. Hitzelabile Losungen wurden hingegen ste-
rilfiltriert (0,2 wm Filter, Nalgene).

3.2.1.2. Kultivierung von Escherichia coli

Die Anzucht von Escherichia coli-Kulturen erfolgte in LB-Medium bei 37°C. Zu
Selektionszwecken wurden LB-Agarplatten (1,5% Agar) mit entsprechenden Anti-
biotikazusatzen genutzt.

Luria-Bertani (LB)-Medium

1% (w/v) Bactotrypton

0,5% (w/v) Hefeextrakt

1% (w/v) NaCl

mit NaOH auf pH 7,5 eingestellt
gaf. 1,5% Agar

3.2.1.3. Herstellung elektrokompetenter Escherichia coli-Zellen

Zur Herstellung elektrokompetenter E. coli-Zellen wurden 400 ml LB-Medium
mit 5 ml einer Ubernachtkultur angeimpft und bei 37°C inkubiert. Nach dem die
Kultur eine ODggg von 0,6 bis 0,8 erreicht hatte, wurden die Zellen fir 10 min bei
4000g und 4°C geerntet. Nacheinander wurde das Zellpellet mit 400 ml, 200 ml
und 50 ml eiskaltem, sterilem 10%-igem (v/v) Glycerin gewaschen und letztlich in
1 ml derselben Losung aufgenommen. AbschlieBend wurden die Zellen in 50 pl-
Aliquots pippettiert, in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.

3.2.1.4. Elektroporation kompetenter Escherichia coli-Zellen

Um Plasmid-DNA in Escherichia coli zu transformieren, wurde die
Elektroporation verwendet. 50 ul der elektrokompetenten Zellen wur-
den auf Eis mit 0,5-2 ul eines Ligationsansatzes bzw. 20-100 ng



3 MATERIAL UND METHODEN 24

Plasmid-DNA gemischt und in eine vorgekihlte Elektroporationskivette
(PegLab, Erlangen) pipettiert. Der Strompuls wurde mit folgenden Eigenschaften
ausgeldst: 2500 V, 25 uF, 5 ms, 201 Q. Die Zellen wurden in 700 ul LB-Medium
resuspendiert und 30-60 min bei 37°C geschuttelt. AbschlieBend wurden die
Zellen auf antibiotikahaltigen LB-Agarplatten ausplattiert oder zum Heranziehen
einer Vorkultur direkt in 100 ml antibiotikahaltiges LB-Medium gegeben.

3.2.1.5. Kultivierung von Drosophila-Schneider2-Zellen

Schneider2-Zellen wurden in Schneider’s Insect Medium (Sigma-Aldrich, St-
einheim) bei 25-26°C kultiviert [Schneider, 1972]. Dem Medium wurde zusatz-
lich 5-10% hitzeinaktiviertes, fotales Kalberserum (Biochrom, Berlin) und eine
Antibiotika/Antimykotika-L6sung (Gibco, Karlsruhe) zugegeben. Die semiadharen-
ten Zellen wurden standardmaBig in 25 cm?-Kulturflaschen gezogen. In Vorbe-
reitung einer Transfektion erfolgte die Kultivierung in 6-well-Platten. Alle 5 Tage
wurden die Schneider2-Zellen in eine neue Kulturflasche, welche frisches Medium
enthielt, Uberfuhrt. Dabei wurden die Zellen 1:10 verdunnt, ohne dass zuvor die
Zellzahl bestimmt wurde.

3.2.1.6. Bestimmung der Lebendzellzahl

Mit Hilfe von Tryanblau kann die Anzahl toter Zellen in einer Kultur bestimmt
werden. Bei toten Zellen ist die Zellmembran nicht mehr vollstandig intakt und der
Farbstoff gelangt in die Zellen, welche unter dem Mikroskop dann blau erscheinen.
20 ul einer verdinnten Zellldsung wurden mit 180 ul Trypanblau-Lésung gemischt.
Die Anzahl der toten Zellen wurde anschlieBend in einer Zahlkammer (Thoma) be-
stimmt. Dabei wurde darauf geachtet, dass wahrend der logarithmischen Wachs-
tumsphase die Anzahl der toten Zellen 5% nicht Gberstieg.

Trypanblau-Lésung
0,4% (w/v) Trypanblau in 1x PBS pH 7,4

3.2.1.7. Transfektion von Plasmid-DNA durch Calciumphosphatfallung

Die Transfektion erfolgte in 6-well-Platten mit einem Durchmesser von 3,5 cm.
Einen Tag vor der Transfektion wurde eine Zelldichte von 1-10° Zellen/ml in 3 ml
eingestellt. Pro Transfektion wurden 19 pug Plasmid-DNA mit 36 pul einer 2 M CaCl;-
Losung gemischt und dann mit sterilem Wasser auf ein Gesamtvolumen von 300 pl
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gebracht. Sollte eine stabile Zelllinie hergestellt werden, wurde noch 1 ug des
Selektionsvektors pCoHygro, der fur eine Hygromycin-Resistenz codiert, hinzuge-
fugt. AnschlieBend wurde die CaCl,/DNA-L6sung tropfenweise unter standigem
RUhren in 300 ul 2xHBS-Puffer gegeben. Nach 30 bis 40 Minuten Inkubation bei
Raumtemperatur erfolgte die wiederum tropfenweise Zugabe der Transfektionslo-
sung in die 6-well-Platten. Nach 16-24 Stunden wurde durch zweimaliges Waschen
mit komplettem Schneider2-Zellmedium nicht aufgenommes Prazipitat entfernt.
Bei einer transienten Transfektion mit einem induzierbaren Expressionsplasmid
erfolgte die Induktion nach einer weiteren Inkubation von 24 Stunden mit 500 uM
CuSOQgqy, in der Regel flr weitere 24 h. Nach Ablauf von weiteren 24 h wurden die
Zellen entweder geerntet oder fur die Immunfluoreszenz (3.2.1.8) weiter bearbei-
tet. Um stabile Zelllinien herzustellen, wurde 3 Tage nach der Transfektion dem
Komplettmedium noch 350 ug/ml Hygromycin zur Selektion zugegeben.

2xHBS-Puffer

50 mM HEPES pH 7,1
1,5 mM NayHPO,
1% (w/v) NaCl

3.2.1.8. Immunfluoreszenz in Schneider2-Zellen

FUr Untersuchungen mittels Immunfluoreszenz wurden stabil oder transient
transfizierte Schneider2-Zellen verwendet (3.2.1.7). 24 Stunden nach der Induk-
tion mit 500 uM CuSO4 wurden die Schneider2-Zellen auf Deckglaschen, die mit
1 mg/ml Poly(L)-Lysin beschichtet waren, in 12-well-Platten zentrifugiert. Mit Aus-
nahme der Inkubationen mit dem primaren und sekundaren Antikérpern erfolgten
alle folgenen Inkubations- und Waschschritte in den wells bei Raumtemperatur.
Die Zellen wurden kurz mit mit PBS gewaschen und dann flr 15 min in 3,7% Para-
formaldehyd in PBS (Accustain, Sigma-Aldrich, Steinheim) fixiert. Nach zwei weite-
ren Waschschritten mit PBS wurden die Zellen 5 min mit 0,3%(v/v) Triton X-100 in
PBS permeabilisiert und anschlieBend erneut zweimal mit PBS gewaschen. Nach
30 min Inkubation in der Block-Lé6sung wurden die Deckglaschen aus den wells
entnommen und mit der Zellseite auf einen 30 ul Tropfen primaren Antikérpers ge-
legt, welcher sich auf Parafilm befand. In der Regel wurde der primare Antikérper
1:1000 in Block-L6sung und der sekundare Antikdrper 1:500 in PBS mit 0,1%(v/v)
Triton X-100 verdunnt. Die Inkubation fand in einer feuchten Kammer flr 1 Stunde
bei 37°C statt. Alle weiteren Waschschritte erfolgten mit 0,1%(v/v) Triton X-100
in PBS . Nach dreimaligen Waschen folgte die Inkubation mit dem sekundaren
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Antikorper fur 1 Stunden in der feuchten, dunklen Kammer. Nach nochmaligem
dreimaligem Waschen im Dunklen wurden die Deckglaschen nacheinander kurz
in Wasser und 100% Ethanol getaucht und anschlieBend getrocknet. Abschlie-
Bend wurde das Deckglas mit der Zellseite nach unten auf einem Objekttrager,
welcher mit 10 ul ProLong® Gold Antifade Reagent mit DAPI (Invitrogen, Karlsru-
he) beschichtet war, fixiert. Die Aushartung erfolgte im Dunkeln Gber Nacht bei
Raumtemperatur. Fur die Farbung der Mitochondrien wurden die induzierten Zel-
len in frischem Komplettmedium, welches 100-500 uM MitoTracker® enthielt, fur
15-30 min inkubiert. AnschlieBend wurden sie genauso behandelt wie zuvor be-

schrieben.

1xPBS Blockldsung

80 mM Na;HPO4 2,5% Milchpulver in 1xPBS
20 mM NaH,PO4 0,1%(v/v) Triton X-100
100 mM NacCl

3.2.2. Molekularbiologische Methoden

3.2.2.1. Plasmidpraparation

Zur lsolierung geringer Mengen an Plasmid-DNA [Birnboim & Doly, 1976] wur-
den 1,5 ml einer Ubernachtkultur mit dem peqGOLD Plasmid Miniprep Kit pra-
pariert. FUr grolere Mengen Plasmid-DNA wurden des Plasmid Midi Kit (Qiagen)
verwendet.

3.2.2.2. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Amplifizierung von DNA-Fragmente erfolgte mittels der Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) [Mullis & Faloona, 1987]. In einer 50 ul-Reaktion wurden
50 ng Plasmid-DNA oder 0,5-2 ul einer RT-Reaktion (Reverse-Transkriptions-
Reaktion) als template eingesetzt. Im Falle einer Kolonie-PCR wurde keine Plasmid-
DNA eingesetzt, sondern direkt eine E. coli-Kolonie von der LB-Agarplatte ge-
pickt und im Reaktionsmix resuspendiert. Der PCR-Ansatz enthielt des Weiteren
den PCR-Puffer, 50 pmol der entsprechenden Primer, 2,5 mM MgCl,, 0,2 mM
einer dNTP-Mischung sowie 0,5-2,5 U thermostabile DNA-Polymerase. Nach ei-
ner Initialdenaturierung bei 94°C fur 2 Minuten erfolgten 25-30 Reaktionszyklen.
Ein Reaktionszyklus bestand aus 45 s Denaturierung bei 94°C, gefolgt von 45 s
Hybridiserung bei einer primer-abhangigen Temperatur und DNA-Elongation bei
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72°C. Die Elongationszeit war dabei abhangig von der Lange des DNA-Fragments
und der verwendeten Polymerase. Die Hybridisierungstemperatur flr Primer bis
20 nt Lange wurde mittels der ,,2+4-Regel“berechnet, dabei wurden ca. 5-10 K
vom errechneten Wert abgezogen. Fir langere Primer wurde die Formel Ty =
69,3°C + 41 - 1GENC _ 830 yerwendet, wobei S fiir die Gesamtlange der Primers
und n fuar die Anzahl an entsprechenden Nukleotiden steht. Aufgrund ihrer proof-
reading-Aktivitat wurde die Pwo-DNA-Polymerase fur die Amplifizierung von DNA-
Fragmenten, die direkt zum Klonieren verwendet wurden, benutzt. Fir Kolonie-
PCRs wurde dagegen Tag-DNA-Polymerase verwendet.

3.2.2.3. 5°-Dephosphorylierung

Plasmide, die fur eine Klonierung genutzt werden sollten, wurden nach dem Ver-
dau dephosphoryliert. Dabei wurden 1-10 ug DNA fur eine Stunde mit 2 U Alkali-
scher Phosphatase im mitgelieferten Puffer bei 37°C inkubiert. Nach der anschlie-
Benden Phenol/Chloroform-Extraktion wurden die linearisierten Plasmide mit Etha-
nol gefallt und in Wasser geldst.

3.2.2.4. Ligation

Das zuvor mit Restriktionsenzymen geschnitten DNA-Fragment wurde in einen
Vektor, der zuvor mit den gleichen Restriktionsenzymen inkubiert wurde, ligiert.
Daflir wurde ein 10facher molarer Uberschuss des DNA-Fragments mit 20-100 ng
Plasmid im Ligationspuffer mit 400 U T4-Ligase gemischt (Endvolumen 15 ul) und
entweder fur 5 min bei Raumtemperatur oder bei 16°C uber Nacht inkubiert. 1 bis
3 ul des Ligationsansatzes wurden dann zur Transformation von E. coli-Zellen ein-
gesetzt.

3.2.2.5. Verdau mit Restriktionsenzymen

Der Verdau von PCR-Fragmenten und Plasmiden mittels Restriktionsendonuklea-
sen wurde in der Regel nach den Empfehlungen des Herstellers mit Hilfe des mit-
gelieferten Puffersystems durchgefihrt.

3.2.2.6. Agarose-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung von Nukleinsaurefragmenten wurden Agarose-Gele verwendet.
Die Agarosekonzentration war dabei abhangig von der Grof8e der zu trennenden
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Nukleinsauren und betrug zwischen 0,5-2% (w/v) in 1x TBE. Zur Detektion der
geladenen DNA wurden der Agaroselosung vor dem GieBRen der Gele 0,5 pug/ml
Ethidiumbromid zugesetzt. Um die Proben auftragen zu kénnen, wurden sie mit
Ladepuffer gemischt. Als Marker wurden die 1 kb und 100 bp /adder (Gibco) ver-
wendet. Die Detektion erfolgte unter UV-Licht und wurde mit einem Videosystem
dokumentiert.

TBE-Puffer Ladepuffer
89 mM Tris pH 8,3 30% (v/v) Glycerin
89 mM Borsaure 0,25% (v/v) Bromphenolblau
2 mM EDTA 0,25% (v/v) Xylencyanol
in 1x TBE

3.2.2.7. Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Um DNA-Fragmente zu reinigen, wurden sie aus einem Agarosegel ausgeschnit-
ten und mit dem High Pure PCR Purification Kit nach Herstellerangaben behandelt.

3.2.2.8. DNA-Sequenzierung

Sequenzierungen wurden durchgefihrt, um die korrekte DNA-Sequenz vom
Plasmiden nach der Klonierung sicherzustellen. Dabei wurde die Methode des en-
zymatischen Kettenabbruchs durch Einbau von fluoreszenzmarkierten Didesoxy-
nukleotiden angewendet [Sanger et al., 1977]. Durchgefuhrt wurde die Sequen-
zierungreaktion mit dem Big Dye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit (Applied
Biosystems) nach Herstellerangaben. Es wurde Plasmid-DNA sowohl aus Mini-, als
auch Midi-Praparationen verwendet. Die Analyse erfolgte mit dem Genetic Analy-
ser (ABI) mittels Kapillarelektrophorese.

3.2.2.9. Denaturierende Polyacrylamidgelelektrophorese

Als hochauflésendes Gelsystem zur Auftrennung von Nukleinsauren wurde die
denaturierende Polyacrylamidgelelektrophorese verwendet. Die PAA-Gele setzten
sich aus 5-20% Polyacrylamid (Acrylamid:bis-Acrylamid 19:1) und 8,3 M Harnstoff
in 1XTBE zusammen. Sie wurden durch Zugabe von 30 ul TEMED und 160 ul 10%
APS je 25 ml Gellésung polymerisiert. Vor dem Laden wurden die Nukleinsaure-
proben mit dem doppelten Volumen an Formamid-Ladepuffer gemischt und 5 min
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bei 95°C denaturiert. Die PAA-Gele wurden nach einem Vorlauf von 30 min (Lauf-
puffer 1XTBE) beladen. Als Marker dienten partiell hydrolysiertes A;g und Hpall-
verdauter, radioaktiv 5 -markierter pBR322-Vektor35.

Formamid-Ladepuffer
80% (w/v) Formamid

1 mM EDTA

0,2 mg/ml Xylencyanol

0,2 mg/ml Bromphenolblau

3.2.2.10. Klonierungen

EndoGl, EndoGl 1-192, EndoGl 193-359, 14-3-3e¢ und 14-3-3( wurden von
Dr. CLAUDIA TEMME kloniert. Die Sequenz von EndoGl, 14-3-3¢ und EndoG wur-
de von den cDNA-Klonen 16111, 66H2 und 21H12 amplifiziert, wahrend 14-3-3¢
aus S2-Zell-cDNA gewonnen wurde. Entsprechende Restriktionsschnittstellen wur-
den durch Primer eingefligt. Dabei wurden 14-3-3e¢ und 14-3-3C mit Hilfe von
BamHI/EcoRIl und EndoGl und die verkurzten EndoGl-Varianten mit Clal/EcoRlI in
den pRSET C-Vektor eingefihrt. Um EndoGIAHis herzustellen, wurde die amplifi-
zierte cDNA mit Hilfe von Ndel/EcoRIl in den pRSET C-Vektor eingebracht. EndoG
und EndoGAN53 wurden mit den Restriktionsenzymen Ncol/Kpnl in den pETM-11-
Vektor [Sauter et al., 2003] ligiert. Um die EndoGAN53 DAGA-Variante herzustel-
len, wurde die ortsgerichtete Mutagenese an der kompletten cDNA durchgefuhrt
und anschlieBend mittels BamHI/EcoRI in den pRSET C-Vektor eingeflgt.

Fur die flag-EndoG DAGA-Variante wurde ebenfalls eine ortsgerichtete Mutage-
nese an der kompletten cDNA durchgefthrt, welche dann mit einem 3‘-Primer
amplifiziert wurde, der das naturliche Stop-Codon durch einen flag-tag ersetz-
te. Das Produkt wurde Uber Kpnl/EcoRI-Schnittstellen mit dem Schneider2-Zell-
Expressionsplasmid pMT/V5-His C fusioniert.

FUr die EndoGlI 1-191 und die EndoG DAGA-Variante wurde ein klnstliches Stop-
Codon eingebracht. Bei der Klonierung von EndoGl 192-359, EndoGAN53 und
EndoGANS53 DAGA wurde entsprechend ein Start-Codon eingefuhrt.

Die Klonierung und Proteinreinigung von EndoGAN55 wurde von Dr. ANTON
MEINHART (MPI Heidelberg) durchgefuhrt. Das gereinigte Protein wurde mir freund-
licherweise von ihm zur Verfigung gestellt. EndoGAN55 wurde in einem bicistro-
nischen Vektor mit EndoGl kloniert. Dabei wurde EndoGIl amplifiziert und Uber die
Ncol/EcoRI-Schnittstellen in den pET21d-Vektor ligiert. EndoGAN55 wurde mit Hil-
fe eines 5'-Primers amplifiziert, welcher flr eine Ribosomenbindestelle und ein
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Start-Codon kodiert. Das Produkt wurde Uber die EcoRI/Notl-Schnittstellen in das
pET21d-EndoGI-Expressionskonstrukt in frame mit einem C-terminalen His-tag
kloniert. Alle Konstrukte wurde mittels Sequenzierung Uberpruft.

3.2.3. Proteinchemische Methoden

3.2.3.1. SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Proteine wurde mittels der diskontinuierlichen SDS-Polyacrylamidgelel-
ektrophorese (SDS-PAGE) aufgetrennt [Laemmli, 1970]. Zur Denaturierung
und vollstandigen Entfaltung wurden die Proteinproben vor dem Laden mit
SDS-Probenpuffer gemischt und far 5 min bei 95°C inkubiert.

2x SDS-Probenpuffer
10 mM Tris pH 6,8
20% (v/v) Glycerin
6% (w/v) SDS

5% Mercaptoethanol

0,01% (w/v) Bromphenolblau

3.2.3.2. Coomassie-Farbung

Nach Beendigung der Elektrophorese wurde das Sammelgel abgetrennt und
verworfen. Das Trenngel wurde mit Coomassielésung angefarbt. Zur Entfarbung
des Hintergrunds wurde das Gel bis zur Sichtbarkeit der Banden in Entfarber ge-
schuttelt. Dabei liegt die Nachweisgrenze fur Coomassie-gefarbte Banden bei 200-
400 ng/0,5 cm Bande.

Farbeldésung Entfarber
50% (v/v) Methanol 30% (v/v) Methanol
10% (v/v) Essigsaure 10% (v/v) Essigsaure

0,4 g/l Coomassie Brilliant Blue G 250
0,4 g/l Coomassie Brilliant Blue R 250

3.2.3.3. Western Blotting

Die mittels einer SDS-PAGE (3.2.3.1) aufgetrennten Proteine, wurden in Trans-
ferpuffer auf eine Nitrocellulosemembran Ubertragen. Bei dem Verfahren nach
KYHSE-ANDERSEN wurde eine semi-dry-Blotapparatur (Hoefer, CA, USA) verwendet
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[Kyhse-Andersen, 1984]. Um zu Uberpruifen ob der einstindige Transfer erfolgreich
war, wurden die gebundenen Proteine mit Ponceau S-Losung angefarbt und an-
schlieBend die Markerproteine gekennzeichnet. Das gebundene Ponceau S wurde
durch TN-Tween-Lésung abgewaschen. Durch Inkubation in 2,5% (w/v) BSA bzw.
Milchpulver flr 30-60 min wurden unspezifische Bindungsstellen abgesattigt (Blo-
cken). Nachfolgend wurde der spezifische primare Antikérper (Titer 1:1000) direkt
in die Blocklésung gegeben und fur 1-2 h inkubiert. Anschlieend wurde die Mem-
bran funfmal far je 5 min mit TN-Tween gewaschen. Der sekundare Peroxidase-
gekoppelte Schwein-anti-Kaninchen-Antikérper (Titer 1:10000 in TN-Tween) wurde
flr eine Stunde mit der Membran inkubiert. Im Anschluss wurde erneut je fUinfmal
5 min in TN-Tween gewaschen. Nach Inkubation mit dem Super-Signal-Substrat
(Pierce) fur 5 min wurde die entstandene Chemilumineszenz durch Auflegen eines
Rontgenfilms sichtbar gemacht. Zum Nachweis von Proteinen mit His-tag wurde
ein Ni-NTA-Konjugat verwendet, welches mit Peroxidase gekoppelt ist. Dabei wur-
de nach dem Blocken die Membran dreimal gewaschen und anschliefend mit dem
Konjugat (Titer 1:1000) fur eine Stunde inkubiert. Nach einem weiteren Wasch-
schritt erfolgte die Detektion.

Transferpuffer Ponceau S-Losung TN-Tween

48 mM Tris pH 9,2 0,5% (w/v) Ponceau S 50 mM Tris pH 7,5
39 mM Glycin 1% (v/v) Essigsaure 0,2% (v/v) Tween
1,3 mM SDS 150 mM NaCl

20% (v/v) Methanol

3.2.3.4. Silberfarbung

Um geringer konzentrierte Proteinbanden in SDS-Gelen zu detektieren, wurde
die Silberfarbung angewendet [Nesterenko et al., 1995]. Die Methode ist zur bes-
seren Ubersicht in Tabelle 4 wiedergegeben.
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Aktion Lésung Zeit
Fixieren 60 ml 50% (v/v) Aceton + 1,5 ml 50 % (w/v) TCA + 5 min

25 ul 37 % (v/v) HCHO
Waschen H>0O 5 min
Vorbehandeln (1) 60 ml 50% (v/v) Aceton 5 min
Vorbehandeln (2) 60 ml H,O + 0,1 ml 10% (w/v) Na;5,03-5 H,0 1 min
Waschen H-0 3 x5 sec
Impragnieren 60 mlI H>,O + 0,8 ml 20% (w/v) AgNOs3 + 8 min
0,6 ml 37% (v/v) HCHO
Waschen H>0O 2 x5 sec
Entwickeln 60 ml H,O + 1,2 g Na,CO3 + 25 ul 37% (v/v) HCHO + 10-60 sec
25 },L| 10% (W/V) Na25203-5 Hzo
Stoppen 1% (v/v) Essigsaure 30 sec
Waschen H,0O 3 x5 sec

Tabelle 4: Silberfarbung von SDS-PAGE nach [Nesterenko et al., 1995]

3.2.3.5. Bestimmung der Proteinkonzentration

Bradford-Test

Die Proteinbestimmung erfolgte standardmaBig nach  BRADFORD
[Bradford, 1976]. Bovines Serumalbumin (BSA) diente als Proteinstan-
dard zur Herstellung einer Eichkurve. Das Reagenz von BioRad wurde mit
der Proteinlésung fur 5 min inkubiert. Die Detektion des entstandenen
Farbkomplexes erfolgte durch Messung der Absorption bei 595 nm.

Absorptionsmessung

Bei reinen Proteinldsungen wurde die Konzentration durch Messung der Ab-
sorbtions ermittelt. Die Berechnung der Proteinkonzentration erfolgte nach
dem LAMBERT-BEERSCHEN Gesetz. Dabei entspricht E der Extinktion , ¢ der
Konzentration der absorbierenden Substanz, d der Schichtdicke und € der
molaren Absorptionskoeffizienten .

E=c-d-e
Gleichung 1

Die spezifischen Extinktionskoeffizienten wurden mit dem Programm
Protean™ von DNASTAR, Inc. ermittelt.

SDS-PAGE

War die Konzentration des Proteins unter der Nachweisgrenze fur den
BRADFORD-Test bzw. war die Losung nicht vollig frei von Kontamination wurde
diese mit Hilfe eines SDS-Gels (3.2.3.1) bestimmt. Daftr wurden verschie-
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dene Mengen der zu bestimmenden Proteinldsung und fur eine Eichreihe
definierte Mengen BSA auf einem SDS-Gel getrennt. Nach der Coomassie-
Farbung wurde das Gel dann gescannt und die Proteinmengen mit der Eich-
reihe bestimmt.

3.2.3.6. Expression und Reinigung von EndoGAN53

Zur Expression von EndoGAN53 wurden E. coli BL21(DE3) Codon+ gleichzeitig
mit dem EndoG und dem EndoGIAHis Plasmid transformiert. Um die Expression
beider Proteine sicherzustellen, wurde sowohl mit Ampicillin (EndoGl), als auch Ka-
namycin (EndoG) selektiert. Anzucht der Zellen, Induktion, Aufschluss und Ni-NTA-
Chromatographie erfolgten wie fur EndoGl beschrieben (siehe 3.2.3.7). Nach der
Ni-NTA-Chromatographie wurden die EndoGAN53-enthaltenden Fraktionen verei-
nigt und gegen Phenylsuperose-Puffer dialysiert. Im Anschluss erfolgte eine Fal-
lung mit 10% Ammoniumsulfat im Eisbad fur 1 h. Mittels Zentrifugation wurden
ausgefallte Proteine entfernt und der Uberstand auf eine 1 ml-Phenylsuperose-
Saule geladen. Die Elution erfolgte in einem Volumen von 20 ml mit einem sin-
kendem Ammoniumsulfat-Gradienten. Alle EndoGAN53-enthaltenden Fraktionen
wurden vereinigt und gegen Hydroxylapatit-Puffer dialysiert. Das Protein wurde
auf eine 1 ml Hydroxylapatit-Saule geladen und mit einem 10 ml-Gradienten bis
zu 0,2 M Kaliumphosphat im gleichen Puffer ohne MgCl; eluiert.

Phenylsuperose-Puffer Hydroxylapatit-Puffer
50 mM Tris pH 7,5 20 mM Imidazol pH 7,4
20% (v/v) Glycerin 10% (v/v) Glycerin

20 mM KCI 50 mM KCI

0,02% (v/v) NP40 1 mM MqgCl;

0,5 mM DTT 1 mMDTT

3.2.3.7. Expression und Reinigung von 14-3-3¢ und 14-3-3(, EndoGIl und
EndoGl-Varianten

Zur rekombinanten Uberexpression wurde der E. coli Stamm BL21(DE3) Codon+
mit dem jeweiligen Expressionskonstrukt transformiert. Die Anzucht erfolgte an-
schliefend bei 37°C in LB-Medium. Erreichte die Kultur eine ODggg von 0,6-0,8,
wurde die Expression durch Zugabe von 1 mM IPTG induziert und die Tempera-
tur auf 25°C gesenkt. Nach 3 h wurden die Zellen geerntet und einmal mit PBS
gewaschen. Das Zellpellet wurde in Lysepuffer, der mit 1 mM PMSF, 2 ug/ml Pep-
statin und 2 pug/ml Leupeptin versetzt war, resuspendiert und durch Ultraschall
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aufgeschlossen. Nach der Zentrifugation bei 30000g, 4°C fur 30 min wurde der
Uberstand in fliissigem Stickstoff eingefroren und bei -80°C gelagert. Die folgen-
de Proteinreinigung erfolgte bei 4-8°C. Ni-NTA-Agarose wurde zunachst in Lyse-
puffer aquilibriert und 1 ml Ni-NTA-Agarose mit den Proteinextrakten gemischt.
AnschlieBend erfolgte eine zweistlindige Inkubation im Kihlraum auf einem Roll-
schittler. Das Saulenmaterial wurde dann zentrifugiert und der Uberstand abge-
nommen. Die Ni-NTA-Agarose wurde nacheinander mit 20 ml Lysispuffer und mit
10 ml Lysepuffer, der 10 mM Imidazol enthielt, gewaschen. Die Proteinelution er-
folgte in einer Leersaule von Bio Rad, in welche die Ni-NTA-Agarose nach dem
letzten Waschschritt geflllt wurde. Es erfolgte eine Stufenelution mit je 2 ml Lyse-
puffer, welcher 100 mM, 200 mM und 500 mM Imidazol enthielt. Fir den nachsten
Reinigungschritt wurden die Eluate mit KCl-freiem MonoQ-Puffer 1:3 verdinnt und
auf eine 1 ml MonoQ FPLC-Saule geladen. Nach einem 10 ml Waschschritt mit
MonoQ-Puffer erfolgte die Elution gebundener Proteine in einem 20 ml Salzgradi-
enten von 100 bis 500 mM KCI. Es wurden 0,5 ml Fraktionen gesammelt. Fraktio-
nen, die das Uberexprimierte Protein enthielten, wurden vereinigt und mit einem
Amicon Ultra Centrifugal Filter Device (Millipore, Schwalbach) durch Zentrifugati-
on konzentriert. Im Anschluss wurden 2-4 ml des konzentrierten Proteins auf eine
mit Puffer aquilibrierte Superdex 200 prep grade 10/60 Saule geladen. In einem
separaten Lauf wurden Blue Dextran, BSA, Ovalbumin, Chymotrypsinogen A und
Ribonuklease A als Marker analysiert.

Lysepuffer MonoQ-Puffer Puffer der Gelfiltration
50 mM Tris pH 7,5 50 mM Tris pH 7,5 50 mM Kaliumphosphat pH 7,4
10% (v/v) Glycerin 10% (v/v) Glycerin 10% (v/v) Glycerin
300 mM KCI 100 mM KCI 100 mM NacCl
0,02% (v/v) NP40 0,02% (v/v) NP40
1 mMDTT

3.2.3.8. Expression und Reinigung von EndoGAN55

Expression und Reinigung von EndoGANS55 und EndoGl aus dem bicistronischen
Konstrukt erfolgte durch Dr. ANTON MEINHART (MPI, Heidelberg). Das gereinigte Pro-
tein wurde mir freundlicherweise zur VerfiUgung gestellt. Die Expression erfolgte
in BL21 (DE3) CodonPlus RIL (Stratagene, Waldbronn). Die Zellen wurden in LB-
Medium bis zu einer optischen Dichte von 0,6 (ODggg) angezogen und anschlie-
Bend auf 20°C abgekuhlt. Die mit 0,5 mM IPTG induzierte Expression erfolgte Uber
Nacht. Die Zellen wurden geerntet und in 50 mM Tris (pH 8,0), 250 mM NaCl,
2 mM MgSQO4, 10 mM [3-Mercaptoethanol resuspendiert und durch Ultraschall
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aufgeschlossen. Das Lysat wurde zentrifugiert und der Uberstand in 50 mM Tris
(pH 8,0), 2 mM MgSOg4, 2 mM DTE verdinnt und auf eine MonoQ-Saule geladen.
Wahrend EndoGl an die Saule gebunden wurde, befand sich EndoGAN55 komplett
im Durchfluss und wurde anschlielfend auf eine aquilibrierte 1 ml-HiTrap-Heparin-
Saule (50 mM Tris (pH 8,0), 2 mM DTE) geladen. Das gebundene EndoGANS55 wur-
de mit einem 20 ml Gradienten bis 1 M NaCl eluiert und durch ein Gelfiltration auf
einer Superdex 75 in 50 mM Hepes (pH 7,5), 100 mM NaCl, 2 mM MgSQOg4, 2 mM
DTE vollstandig gereinigt.

3.2.3.9. Expression und Renaturierung von EndoGAN53 DAGA

Zur Gewinnung von EndoGAN53 DAGA wurden die Transformation, Expressi-
on und der Aufschluss genauso wie fur EndoGl beschrieben durchgeflihrt (sie-
he 3.2.3.7). Das nach dem Aufschluss und der Zentrifugation gewonnene Pellet
wurde in Harnstoffpuffer aufgenommen und bei Raumtemperatur far 2 h inku-
biert. Nach einer Zentrifugation bei 30000g fiir 15 min wurde der Uberstand mit
1 ml Ni-NTA-Agarose, welche zuvor in Harnstoff-Puffer aquilibriert wurde, gemischt
und anschlieBend im Kuhlraum auf dem Rollschuttler fur 2h inkubiert. Nach einer
kurzen Zentrifugation wurde der Uberstand verworfen. Die Ni-NTA-Agarose wurde
nacheinander mit 20 ml Harnstoff-Puffer und mit 10 ml Harnstoff-Puffer pH 7,0 ge-
waschen. Die Proteinelution erfolgte wiederum in einer Leersaule (Biorad), in wel-
che die Ni-NTA-Agarose nach dem letzten Waschschritt geflllt wurde. Zur Elution
wurde 3x2 ml Harnstoff-Puffer mit pH 4,0 auf die Saule gegeben. AnschlieBend
wurden die Eluate mit Harnstoff-Puffer auf eine Konzentration unter 0,5 mg/mi
verdunnt und dann stufenweise im Kihlraum mittels Dialyse renaturiert. Dafur
wurden die Proteine jeweils fir 12 h nacheinander in folgenden Puffern dialysiert:
Renaturierungspuffer mit 0,7 M bzw. 0,4 M L-Arginin und Renaturierungspuffer oh-
ne Zusatze. Die Proteinldsung wurde anschlieBend durch Zentrifugation (20000g,
4°C, 30 min) von prazipitierten Proteinen befreit. Der Uberstand wurde miitels
einer Amicon Ultra Centrifugal Filter Device (Millipore, Schwalbach) konzentriert
und auf eine Superdex 200 prep grade 10/60-Saule geladen und wie fur EndoGil
beschrieben chromatographiert (siehe 3.2.3.7).

Harnstoff-Puffer Renaturierungspuffer
8 M Harnstoff 20 mM Tris pH 8,0

10 mM Tris pH 8,0 10% (v/v) Glycerin
100 mM NaH;PO4 50 mM KCI

0,02% (v/v) NP40
1 mMDTT
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3.2.3.10. Massenspektrometrie

Die Messung und Auswertung der Molmassenbestimmungen erfolgte

freundlicherweise durch Frau Dr. ANGELIKA SCHIERHORN von der Max-Planck-
Forschungsstelle fUr Enzymologie der Proteinfaltung Halle. Zur Identifizierung von
EndoGl und EndoG wurden Coomassie-gefarbte ausgeschnittene Proteinbanden
mit Trypsin verdaut. Das entstandene Peptidgemisch wurde in ein CapLC injiziert
und auf einer Symmetry300-Cyg-trap-Saule entsalzt. Nach der Trennung auf einer
dCig—Atlantis-NanoEase-Saule wurden die Peptide nach Elektrospray-lonisation
mit einem Q-TOF-2-Massenspektrometer (Micromass) analysiert. MS/MS Messun-
gen wurden an doppelt und dreifach geladenen lonen ausgeflhrt. Die entstanden
Daten wurden mittels MASCOT mit der MSDB-Datenbank verglichen.
Fir die Uberpriifung der mutierten EndoGAN55 wurde das Protein mit einer ZipTip-
C4-Saule entsalzt und anschlieBend mittels des Q-TOF-2-Massenspektrometers
analysiert. Flr die Peptidanalyse wurde das entsalzte Protein mit Trypsin verdaut.
Die entstandenen Peptide wurde mit DTT reduziert und die Cysteine mit Jodaceta-
mid carbamidomethyliert. Die anschlieBenden Peptid-fingerprint-Massenspektren
wurden mit einem Ultraflex-ll TOF/TOF Massenspektrometer (Bruker) aufgenom-
men.

3.2.3.11. Analytische Ultrazentrifugation

Alle Proteine wurden in UZ-Puffer dialysiert. Alle Sedimentationsgleichgewichts-
experimente wurden an der Optima XL-A (Beckman Instruments) und in einem
An50Ti Rotor, ausgestattet mit Doppelsektorzellen, durch Dr. HAUKE LILIE (MLU Hal-
le) durchgefuhrt. Die Daten wurden bei 10000 rpm, 20°C und bei Detektionswel-
lenlangen von 230, 280 und 290 nm aufgenommen. Die apparente molekulare
Masse der Proteine wurde mittels der von Beckman Instruments bereitgestell-
ten Software berechnet. Die Pufferdichte wurde wegen des Glyceringehalts auf
1,026 g/ml festgelegt.

UZ-Puffer

50 mM Kaliumphosphat pH 7,4
100 mM KCI

10% (v/v) Glycerin
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3.2.3.12. Messung des Circulardichroismus

Fern-UV-CD-Spektren wurden an einem Spektropolarimeter J-710 (Jasco) aufge-
nommen. Es wurden Quarzglaskivetten mit einer Schichtdicke von 0,01 bezie-
hungsweise 0,05 cm verwendet. Zur Verminderung der auftretenden Rauschens
wurden von jeder Probe 50 Spektren akkumuliert. Die Umrechnung der gemes-
senen Elliptizitat ® in die mittlere molare Elliptizitat [@]urw erfolgte mit Hilfe der
Gleichung 1.

®-100-M
Olaw = 1
[®]MRw CdNa

Gleichung 2

Dabei sind ® die gemessene Elliptizitat in mdeg, [®]uyrw die mittlere molare Ellip-
tizitat in deg~cm2/dmol, M die Molmasse in Dalton, ¢ die Proteinkonzentration in
mg/ml, d die Schichtdicke der Klvette in cm und Np die Anzahl der Aminosauren
im Proteinmolekaul.

3.2.4. Herstellung radioaktiv markierter Substrate

3.2.4.1. Herstellung von homogen markiertem Poly(A)

Durch Verlangerung von Oligo(A) durch eine unspezifische Polyadenylierungsre-
aktion wurde homogen markiertes Poly(A) hergestellt [Korner & Wahle, 1997]. In
einer 50 ul Reaktion wurden 1 ng Oligo(A) in Polyadenylierungspuffer mit 1 mM
MnCly, 0,5 mM DTT, 1 mM ATP, 30 uCi [«—3?P]-ATP, 20 U RNasin und 2 pmol
PAP531 1 h bei 37°C inkubiert. Nach anschlieBender Ethanolfallung wurde das Pel-
let in DEPC-behandeltem Wasser aufgenommen. Nicht eingebaute Mononukleo-
tide wurden mittels einer Sephadex G-50 spin column abgetrennt (3.1.8). Durch
Messung der Radioaktivitat eines Aliquots konnte die spezifische Aktivitat berech-
net werden. Das hergestellte Poly(A) war durchschnittlich 500 nt lang.

2xPolyadenylierungspuffer
50 mM Tris pH 7,5

20% (v/v) Glycerin

80 mM KCI

0,02% (v/v) NP40

0,1 mM EDTA

0,2 mg/ml mBSA
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3.2.4.2. In-vitro-Transkription

Um die Spezifitdt der EndoG zu untersuchen wurden radioaktiv markierte RNAs
durch in-vitro-Transkription synthetisiert. In einer 50 ul Reaktion wurden 2-5 ug
linearisiertes Plasmid mit je 0,5 mM ATP und CTP, 0,1 mM UTP und GTP, 0,1 mg/ml
mBSA, 10 mM DTT, 30-50 uCi [¢—32P]-UTP, 1 mM m’GpppG, 52 U RNasin und
20 U SP6-RNA-Polymerase im mitgelieferten Puffer flir 2 h bei 37°C inkubiert. An-
schlieBend wurden die Transkripte mit 2,5 M NH4-Acetat und 2,5x Volumen Etha-
nol gefallt und das Pellet direkt in Formamid-Ladepuffer (3.2.2.9) geldst. Nach ei-
ner 5 mindtigen Denaturierung bei 95°C wurden die radioaktiv markierten RNAs
auf ein 8%iges denaturierende Harnstoff-Gel (3.2.2.9) geladen. Nach Beendigung
des Laufes wurde die Lage der Transkripte durch kurzes Auflegen eines Rontgen-
films bestimmt und jene mit korrekter Lange aus dem Gel ausgeschnitten. Die
Gelsticken wurde Uber Nacht bei 37°C und konstanten Schutteln in Elutionspuffer
inkubiert. AnschlieBend wurden die eluierten RNAs Phenol-Chloroform-extrahiert
und mit Ethanol gefallt. Das entstandene Pellet wurde in DEPC-Wasser gelost.

Elutionspuffer

500 mM Ammoniumacetat
10% (v/v) Phenol

0,5% (v/v) SDS

1 mM EDTA

Als Matrize far die Transkription wurde das Plasmid pSP6-L3preA,s verwendet. Die-
ses Plasmid enthalt die L3-Polyadenylierungssequenz der Adenovirus 2 major-late-
Transkriptionseinheit und einen Plasmid-kodierten Poly(A)-Schwanz von 45 Nu-
kleotiden [Kerwitz et al., 2003]. Um L3preA;5-RNA herzustellen wurde das Plasmid
mit Bbsl linearisiert. Zur Produktion von L3preAssNg3 wurde das Plasmid mit Mbil
geschnitten. Die anschlieBende Transkription erfolgte mit SP6-RNA-Polymerase.

3.2.4.3. Radioaktive 3-Markierung

Eine in [Korner & Wahle, 1997] beschriebene Methode wurde verwendet um
3 -markiertes Poly(A) herzustellen. In einer unspezifischen Polyadenylierungsre-
aktion wurden 9 pmol PolyAsqg, 50 uCi [x—32P]-ATP, 1 mM MnCl,, 0,5 mM DTT,
20 U RNasin und 2 pmol PAP531 in Polyadenylierungspuffer (3.2.4.1) fur 40 min
bei 37°C inkubiert. Nach anschlieSender Ethanolfallung wurde das Pellet in DEPC-
behandeltem Wasser aufgenommen und zur Abtrennung nicht eingebauter Mono-
nukleotide Uber eine Sephadex G-50 spin column gereinigt.
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3.2.4.4. Radioaktive 5 '-Markierung

Um RNA bzw. DNA radioaktiv am 5°-Ende zu markieren, wurde die T4-
Polynukleotidkinase (PNK) verwendet (3.1.3). In einer 50 ul-Reaktion wurden 2-
5 ug RNA bzw. DNA, 10-20 uCi [y—3?P]-ATP und 5 U PNK im mitgelieferten Puffer
fur 1 h bei 37°C inkubiert. Nach einer Ethanolfallung wurde das Pellet in DEPC-
Wasser geldst. Mittels einer Sephadex G50 spin column wurden nicht eingebaute
Mononukleotide abgetrennt.

3.2.5. Aktivitatstests

3.2.5.1. TCA-Fallungsexperimente

Um die Nukleaseaktivitdt von EndoG quantitativ zu verfolgen, wurde
der TCA-Fallungstest eingesetzt. Die DurchfiUhrung erfolgte nach KORNER
[Korner & Wahle, 1997]. In einer 20 ul-Reaktion wurden 54 uM nicht fraktio-
niertes, unmarkiertes Poly(A) (Konzentration bezlglich Mononukleotide), 20000-
50000 cpm homogen markiertes Poly(A), 150 mM KCI, 1 mM DTT und 1 mM Ma-
gnesiumacetat in Reaktionspuffer mit 1 ul einer EndoG-Fraktion bei 30°C inku-
biert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von EndoG gestartet. Wenn notig, wur-
de die EndoG-Konzentration mit Verdinnungspuffer angepasst. Die Reaktion wur-
de durch Zugabe von 5 ul 0,5 M EDTA (pH 8,0) gestoppt. 75 ul eiskalte 16%ige
TCA wurden unmittelbar vor der Zentrifugation (4°C, 20800g, 10 min) zugegeben.
Wahrend Polynukleotide durch TCA gefallt werden, sind Mono- und Oligonukleotide
bis 20 nt Lange, welche wahrend der Inkubation mit EndoG entstehen, saurelds-
lich und verbleiben im Uberstand. 75 ul des Uberstands wurden mit 2 ml Scintil-
lationsflussigkeit gemischt und die enthaltene Radioaktivitat im Scintillationszah-
ler gemessen. Die Radioakivitat einer Kontrolle ohne Enzym diente als Leerwert.
Die entstandene Menge an Mono- und Oligonukleotiden wurde dann mit Hilfe der
spezifische Radioaktivitat des Poly(A)s berechnet. Erfolgte eine Vorinkubation von
mehreren Proteinen wurde die Reaktion durch Zugabe von Poly(A) gestartet.

Reaktionsspuffer Verdlnnungspuffer
20 mM HEPES pH 7.4 20 mM HEPES pH 7.4
10% (v/v) Glycerin 10% (v/v) Glycerin
0,02% (v/v) NP40 0,02% (v/v) NP40
0,2 g/l mBSA 0,2 g/l mBSA
1 mM Magnesiumacetat
1 mM DTT

150 mM KClI
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Die Affinitat der EndoG-EndoGl-Interaktion wurde durch Titration von EndoG (kon-
stante Konzentration) mit EndoGl beziehungsweise EndoGl-Varianten bestimmt.
Dabei erfolgte eine Vorinkubation flGr 90 min in Verdinnungspuffer (3.2.5.1). Die
Daten wurden nach Gleichung 3 ausgewertet.

(CEndoG + CEndoc! + Kb) — v/ (CEndoG + CEndoal + Kb)2 — 4 - CEndoG * CEndoG!
2 - CEndoG

: Imax
Gleichung 3

| bedeutet die Inhibierung in Prozent. Da die tatsachliche EndoG-Konzentration von
der gemessenen abwich (siehe 4.3.4), wurden alle Variablen frei angepasst. Da-
bei wurden Kp-Werte bestimmt, die sehr unabhangig gegentber der eingesetzten
EndoG-Konzentration waren. Alle berechneten Kp-Werte basieren auf mindestens
vier unabhangigen Titrationen.

Die Affinitat der fast inaktiven Variante EndoGAN55 N187K (EndoGY@") flr
EndoGIl wurde mittels eines Kompetitionsexperiments bestimmt. Eine konstante
Menge EndoGAN53 wurde mit steigenden Konzentrationen EndoGY@' inkubiert,
bevor eine konstante Konzentration EndoGl zugegeben wurde. Die resultierende
Nukleaseaktivitat wurde nach 90 min Vorinkubation zur Komplexformierung be-
stimmt. Es wurde angenommen, dass wahrend des Experiments keine gemisch-
ten EndoG-Dimere auftraten. Fir die EndoGAN53-EndoGl-Interaktion wurde ein zu-
vor experimentell bestimmter K%—Wert von 0,2 pM festgelegt. Durch diesen An-
satz konnte der K3-Wert fir die inaktive EndoGAN55 N187K (EndoG“3") und En-
doGl berechnet werden. Dabei wurde der Umsatz durch EndoGAN53 bei einer An-
fangskonzentration von 50 uM Substrat (circa Ky,,) mit steigenden Konzentrationen
EndoGY@" bestimmt. Die aus den Progresskurven ermittelten Anfangsgeschwindig-
keiten wurden gegen die eingesetzte Substratkonzentration nach Gleichung 4 zur
Bestimmung von K,-Werten nach DIXON aufgetragen.

v - Vmax'SO'K]f)

1 K lo + [EndoG"2o + K2 lo + [EndoG"2")g + K2 1 K,
_ Km o, lo+[EndoG*™ o+ D+\/(o+[”0 lo+ D)7|0+[Endonar]0 N ,<1+7m>
2 4 Vimax So

Gleichung 4

Es wurde eine kompetitive Inhibierung angenommen. Dabei ist v die Geschwindig-
keit des Substratumsatzes bei einer bestimmten initialen Substratkonzentration,
Vmax die maximale Geschwindigkeit des Substratumsatzes, K, die Substratkon-
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zentration bei halbmaximaler Geschwindigkeit, So die initiale Substratkonzentra-
tion, g die initiale Konzentration von EndoGl und [EndoGY@"], die initiale Konzen-
tration von dimerem EndoGY2", welches mit EndoG um EndoGI konkurriert. Alle
Messungen wurden mindestens zweimal durchgefuhrt.

Die Geschwindigkeitskonstante fur die Inhibitor-Freisetzung aus dem EndoG-
EndoGIl-Komplex (kof) wurde durch den Anstieg an Nukleaseaktivitat nach Zu-
gabe von EndoGY?" zum vorinkubierten EndoG-EndoGl-Komplex ermittelt. Um die
Irreversibilitat der Reaktion sicherzustellen, wurde EndoGY2" im Uberschuss einge-
setzt. Die Gleichung 5 beschreibt die Proportionalitat der Geschwindigkeitsande-
rung des Substratumsatzes und die Zunahme an aktivem Enzym. Wobei v(c) die
Geschwindigkeit nach Erreichen des Gleichgewichts, v(t) die Geschwindigkeit zum
Zeitpunkt t und k. die Geschwindigkeitskonstante der Inhibitorfreisetzung vom
EndoG-EndoGIl-Komplex ist.

v(c)— v _ exp(—Koff - t)

v(c)

Gleichung 5

Die Integration der Gleichung 5 ergibt die Zeitabhangigkeit der Produktbildung
und erlaubt die Berechnung von kg (siehe Gleichung 6). Dabei ist P die Produkt-
konzentration und n der offset. Die Progresskurve der Zunahme des Substratum-
satzes wurde unter Berlcksichtigung des maximalen Substratumsatzes fur die si-
multane Inkubierung aller Komponenten ausgewertet.

v(c)

P(t) =n-+v(c) -t+
K off

-exp(—koft - t)

Gleichung 6

3.2.5.2. Analyse mittels denaturierender PAGE

Um die Substratspezifitat der Endonuklease G zu ermitteln, wurden verschiede-
ne RNAs, Poly(A) und DNA getestet. In einer 20 pl-Reaktion wurden 100-500 fmol
radioaktives Substrat, 150 mM KCI, 1 mM DTT, 1 mM Magnesiumacetat und 20 U
RNasin in Reaktionspuffer (3.2.5.1) mit EndoGAN53 bei 30°C inkubiert. Zu den je-
weiligen Zeitpunkten wurden je 2 ul aus dem Reaktionsansatz entnommen und in
4 ul Formamid-Ladepuffer gegeben. Nach funfminutiger Denaturierung bei 95°C
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wurden die RNAs mit Hilfe einer 15% denaturierenden Harnstoff-PAGE (3.2.2.9)
aufgetrennt und mittels Phosphorimaging detektiert.
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4. Ergebnisse

4.1. Der Endonuklease G-Inhibitor

Wahrend der Untersuchung des mRNA-Abbaus in Drosophila melanogaster, wur-
de ein Inhibitor einer Poly(A)-hydrolysierenden Aktivitat in Schneider2-Zellextrakt
gefunden [Temme, 2004].

In Fortsetzung dieser Arbeit konnte dieser endogene Inhibitor so weit gereinigt
werden, dass eine ldentifizierung des betreffenden Proteins mittels Massenspek-
trometrie moglich war [WeiBbach, 2005]. Es wurden drei moégliche Proteine iden-
tifiziert: die beiden Drosophila 14-3-3 Proteine, € und (, und ein unbekanntes Pro-
tein, welches durch das Drosophila-Gen CG4930 kodiert wird (siehe Abbildung 4).
Der open-reading-frame aller drei Proteine wurden in Expressionsplasmide klo-
niert, in E. coli exprimiert und anschlieBend gereinigt (3.2.3.7). Auf ihre Fahigkeit
untersucht, die Poly(A)-abbauende Aktivitat zu inhibieren, zeigte sich, dass die bei-
den 14-3-3-Proteine dazu nicht in der Lage waren. Das CG4930-Protein hingegen
konnte die nukleolytische Aktivitat in gleichem Malse wie das gereinigte endogene
Protein unterbinden.

Im weiteren Verlauf der Arbeiten wurde die Nuklease identifiziert, die durch das
CG4930-Protein inhibiert wird. Es handelte sich um das Drosophila-Homologe der
Endonuklease G (EndoG), welche in dem Drosophila-Gen CG8862 kodiert ist. Auf-
grund der Homologie des CG8862-Proteins zur EndoG-Familie wurde das Drosophi-
la-Protein ebenfalls EndoG getauft und ihr Inhibitor als EndoG-Inhibitor (EndoGl)
bezeichnet.

Bei EndoGl handelt es sich um ein 359 Aminosauren grof3es Protein mit einem
berechneten Molekulargewicht von 40,6 kDa, was in Ubereinstimmung mit dem
identifizierten Protein liegt (Abbildung 4). Es konnten Orthologe in allen 12 se-
quenzierten Genomen der Drosophila-Gattung gefunden werden. Die Sequenz-

Abbildung 4: 10%iges Coomassie-gefarbtes SDS-

Gel der finalen Gelfiltrationssaule von der Reinigung
45 kDa — des endogen Inhibitors aus Schneider2-Zellen. Vor-

— endoGl handene Proteinbanden wurden ausgeschnitten und
mittels Massenspektrometrie ausgewertet. Die iden-
tifizierten Proteine und die GroRBe des Proteinmarkers

—endoGl sind angezeigt. Dabei wurden je Proteinbande meh-

—-14-33¢ rere Proteine identifiziert, angezeigt ist jedoch je-

29 kDa — > — :422 €+ weils nur das Protein, von welchem die meisten Pep-
4-33Gre e gefunden wurden. Die zweite EndoGlI-Bande ist
14-3-3 ¢ wahrscheinlich auf Proteolyse zuriickzufihren.
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identitat liegt zwischen 60-96%. Allerdings konnten keine Proteine mit homologen
Sequenzen in anderen Genomen gefunden werden. Es gibt auch keine Sequenz-
Homologie zu NuiA, dem Inhibitor der NucA aus Anabaena spec., der einzigen an-
deren EndoG-homologen Endonuklease, zu dem ein spezifischer Inhibitor vorliegt
[Meiss et al., 1998].

Durch Analyse der Primar-Sequenz konnte festgestellt werden, dass EndoGl
aus zwei tandemartig angeordneten, homologen Domanen besteht. Diese weisen
eine 50%ige Sequenzidentitat uber 140 Aminosauren (29-168 und 213-352) auf.
Diese Struktur ist in allen Orthologen von EndoGl konserviert. In Abbildung 5 sind
die beiden Halften von EndoGI miteinander verglichen.

1 MSKRKAEDTQSD TAEKVAQNDYTI == IET VDE DDV EndoGI 1
192 TIPGELSADDAAALSGEFEATLTKENPLEEYRT TKIIVPDSV EndoGI 2
55 TKENFDRT AGTSQSNTEKAS TP EndoGI 1
241 HQASVKKI I GTPSAE-DQ DY¥NSW EndoGI 2
111 Q CWS LFDSDDTPPL T EndoGI 1
296 T S Y PL EndoGI 2

167 SLKVRAALEEQASLDQDGPATP EndoGI 1
352 GPVNDD EndoGI 2

Abbildung 5: Vergleich der zwei EndoGI-Domanen. Die Nummern der Aminosauren ste-
hen links. Identische Aminosauren sind grau unterlegt.

4.1.1. EndoGl liegt als Monomer vor

NuiA, der Inhibitor der Anabaena-Nuklease NucA, wurde als Monomer beschrie-
ben [Meiss et al., 2000]. Um festzustellen, ob auch EndoGlI naturlicherweise eine
monomere Struktur besitzt, wurde EndoGI mittels analytischer Ultrazentrifugation
untersucht.

Die analytische Ultrazentrifugation untersucht die Konzentrationsverteilung
von geldsten Makromolekilen unter dem Einfluss starker Zentrifugalkrafte.
Dabei wird wahrend der Zentrifugation die Absorbtion des gelésten Proteins
bestimmt. Diese Absorbtion ist eine der Molekllkonzentration proportionale
GroBe [Schubert]. Es konnen zwei verschiedene Verfahren angewendet werden:
der Sedimentationsgeschwindigkeits- und der Sedimentationsgleichgewichtslauf.
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In dieser Arbeit wurden ausschlieSlich Sedimentationsgleichgewichtslaufe durch-
gefuhrt. Dabei wird der Sedimentationskoeffizient bestimmt. Dieser entspricht
der Geschwindigkeit mit der sich die Proteine unter dem Einfluss von Zentrifugal-,
Auftriebs- und Reibungskraft durch die Losung bewegen [Proll, 2005]. Dabei tritt
bei niedrigen Drehzahlen ein Gleichgewicht zwischen der Proteinsedimentation
und ihrer Diffusion ein. Grundvoraussetzung fur das Eintreten dieses Gleichge-
wichts ist eine genltgend lange Laufzeit der Zentrifuge. Diese Methode eignet sich
damit zur Bestimmung der Molmasseverteilung [Schubert].

A280 nm

Abbildung 6: Ultrazentrifugation von EndoGl.
1 uM EndoGlI wurde fur 80 h bei 20000 rpm und
20°C zentrifugiert. Nachdem das Gleichgewicht
.55 eingetreten war, wurde eine apparente Molekul-
0,00 1 3 masse von 4542 kDa bestimmt. Der untere Teil
04 u' I der Abbildung zeigt die Abweichung des gemesse-

64 65 66 67 68 69 7,0 7,1 nen Signals von der, nach der Svedberg-Gleichung

r (cm) berechneten, Anpassung.

0,00 &%

EndoGI wurde in Sedimentationsgleichgewichtslaufen bei verschiedenen Prote-
inkonzentrationen untersucht. Die Zentrifugation erfolgte bis das Gleichgewicht
eingetreten war. Dabei verhielt sich EndoGI bei Konzentrationen von 1-6 uM als
Monomer. In Abbildung 6 sind die gemessenen Daten eines Laufes mit 1 uM
EndoGl zu sehen. Die Daten wurden bei 280 nm aufgenommen und mit Hilfe der
Svedberg-Gleichung konnte ein apparentes Molekulargewicht von 45+2 kDa be-
rechnet werden. Da das erwartete Molekulargewicht des rekombinanten Proteins
bei 44,5 kDa liegt, stimmt die apparente Molekularmasse mit einem monomeren
Zustand Uberein.
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4.1.2. EndoGl befindet sich im Zellkern

EndoGl, als Inhibitor einer potentiell toxischen Nuklease [Schafer et al., 2004],
konnte moglicherweise eine lebenswichtige Funktion innerhalb der Zelle aus-
Uben. Die eukaryotischen Endonukleasen G wurden als mitochondriale Proteine
beschrieben [Dake et al., 1988]. Wenn sich auch die Drosophila-EndoG in den
Mitochondrien befindet, so stellt sich die Frage, wo EndoGl lokalisiert ist. Da-
her erfolgte die Bestimmung der Lokalisierung von endogenem EndoGI mittels
Immunfluoreszenz-Mikroskopie. Fur EndoGl stand ein Kaninchen-Immunserum
zur Verfigung, welches im Western blotting keine Kreuzreaktion mit anderen
Proteinen aufwies. Es wurden Drosophila-Embryonen im Stadium 4 fur das
Experiment verwendet. Die hier gezeigten Aufnahmen wurden von Dr. CLAUDIA
TEMME gemacht und freundlicherweise zur Verfugung gestellt (siehe Abbildung 7).

EndoGl a-Tubulin merge

Abbildung 7: Nukleare Lokalisierung von EndoGl in Drosophila-Embryonen. Es werden
konfokale Aufnahmen von Drosophila-Embryonen der Phase 4 gezeigt. Die Zellen wurden
mit FITC-gekoppeltem anti-EndoGl-Immunserum (grun, links) und Tubulin (rot, Mitte) ge-
farbt. In der Abbildung rechts ist die Uberlagerung aller Signale zu sehen.

Unter Verwendung des spezifischen Immunserums und eines zweiten FITC-
gekoppelten Antikorpers konnte fur EndoGl eine Farbung im Zellkern nachgewie-
sen werden (Abbildung 7, links, EndoGl in grin). Als Bestandteil des Zytoskeletts
diente «-Tubulin als zytoplasmatisches Kontrollprotein, zu sehen in der mittleren
Abbildung 7 in Rot. Die Uberlagerung beider Signale ergibt keine Kolokalisation
(Rechts). Somit konnte die nukleare Lokalisation von EndoGl bestatigt werden.

4.1.3. EndoGl wird in allen Entwicklungsstadien der Taufliege
exprimiert

Nicht alle mRNAs werden in allen Entwicklungsstadien von Drosophila melano-
gaster translatiert. So werden z.B. Proteine, die das Entstehen der anterior-
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posterior Achse wahrend der fruhen Embryonalentwicklung steuern, streng mit-
tels Translationskontrolle reguliert. Dabei unterdrickt z.B. das Nanos-Protein die
Expression des Hunchback-Proteins im spateren posterioren Teil des Embryos
[Irish et al., 1989].

Da EndoGl als Inhibitor einer potentiell apoptotischen Nuklease (siehe 2.1.2) még-
licherweise eine wichtige zellulare Rolle spielt sollte untersucht werden, ob EndoGil
in allen Embryonal- und Larvenstadien exprimiert wird, oder einer spezifischen
Regulation unterliegt. Dafiir wurden Zellextrakte des white!118-Stammes aus al-
len Entwicklungsstadien mittels Western blotting mit dem EndoGl-spezifischen Im-
munserum untersucht.

In Abbildung 8A ist der Western blot abgebildet. Es wurden in jeder Spur identi-
sche Proteinmengen aufgetragen. Als Ladekontrolle diente «-Tubulin.

In allen Entwicklungsstadien war EndoGlI prasent. Auch in den 0-2 h alten Em-
bryonen, in denen noch keine eigene Transkription stattfindet, ist EndoGIl vorhan-
den. Die Expression ist dabei wahrend der gesamten Embryogenese und Larven-
entwicklung sowie in adulten weiblichen Fliegen konstant. Nur mannliche adulte
Fliegen zeigen eine leicht reduzierte Expression von EndoGl. Die Spezifitat des
Antikdrpers wurde bestatigt, denn in einem EndoGlI-Deletionsstamm konnte kein
EndoGl mit Western blotting nachgewiesen werden (siehe Abbildung 8B). EndoGl
wird daher ubiquitar wahrend aller Drosophila-Lebensphasen exprimiert.

A Embryo Larve Adult B

RPN A o= e+ -

a-Tubulin - - 66 kDa a-Tubulin e
EndoGl ‘--

fr— - 45 kDa EndoGl = . -‘-——
_—'v - ik

? 4

Abbildung 8: A Expression von EndoGl wahrend der Drosophila-Entwicklung. Proteinex-
trakte aus allen Entwicklungsstadien von D. melanogaster wurden mit einem Anti-EndoGl-
Immunserum auf die Gegenwart von EndoGI mittels Western blotting getestet. Die Extrak-
te stammten vom white!''8-Stamm. Geladen wurden je Spur Extrakte von einem Ovari-
um, 20 Embryonen, 20 bzw. 10 Larven des 1. und 2. Larvenstadiums, einer Larve des
3. Larvenstadiums und einer adulten Fliege. Als Ladekontrolle wurden die Proben auch mit
Anti-a-Tubulin behandelt. B Ein Western blot, der mit anti-EndoGl untersucht wurde, zeigt
die Abwesenheit von EndoGl in den EndoGI®°9%15_Deletionsmutanten. 4-5 Fliegen wurden
in 10 ul SDS-Ladepuffer je Fliege homogenisiert. Geladen wurde das Homogenisat einer
Fliege pro Spur. +/+: white'''8; +/-: EndoGI®°%%15/balancer; -/- EndoGI®°9°15/EndoGIe00°1>,
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4.2. Die Nuklease EndoG

Wie bereits erwahnt, wurde in Schneider2-Zellextrakt ein Poly(A)-hydrolysierendes
Enzym gefunden, welches durch EndoGl inhibiert wird (siehe 4.1). Die Identifizie-
rung erfolgte dabei durch die massenspektrometrische Analyse einer Proteinban-
de. Daflr war die Poly(A)-abbauende Aktivitat aus Schneider2-Zellextrakt gerei-
nigt worden. Nach dem letzten Reinigungschritt lagen noch mehrere Proteine in
geringer Konzentration vor (siehe Abbildung 9 Rechts). Um das Protein mit der
nukleolytischen Aktivitat einer Proteinbande zuordnen zu kénnen, wurde ein in-
gel-assay nach LAGRANDEUR durchgeflhrt [LaGrandeur & Parker, 1998].
Fraktionen der letzten Reinigungsstufe wurden jeweils zweimal auf ein SDS-Gel
aufgetragen, welches homogen markiertes Poly(A) enthielt, und das Gel nach
der Elektrophorese zweigeteilt. Die eine Halfte wurde silbergefarbt (Abbildung 9
rechts) und die andere Halfte nach dem Protokoll von LAGRANDEUR renaturiert, in
Reaktionspuffer inkubiert und nach dem Trocknen mittels Phosphorimaging ana-
lysiert (Abbildung 9 links). Durch die renaturierte Nuklease wurde das enthaltene
Poly(A) hydrolysiert und die verminderte Radioaktivitat detektiert. Die Proteinban-
de des nukleolytisch aktiven Enzyms befand sich auf Héhe des 29 kDa-Markers im
SDS-Gel (siehe Pfeil, Abbildung 9) und wurde im Anschluss mit Hilfe von Massen-
spektrometrie als unbekanntes Protein CG8862 identifiziert, welches ein Homolo-
ges der eukaryotischen Endonukleasen G ist.

Bei der Drosophila-EndoG handelt es sich um ein 34,6 kDa Protein, welches aus
310 Aminosauren besteht (siehe Abbildung 10). Das Protein besitzt 42% Se-
guenzidentiat mit humaner EndoG. Des Weiteren wird es, wie alle anderen En-
doGs, durch das katalytisch wichtige DRGH-Motiv im aktiven Zentrum charakte-
risiert [Schafer et al., 2004]. Dabei zeigt der N-Terminus keinerlei Homologie zu

Abbildung 9: Identifizierung von endogener EndoG
mittels in-gel-assay. Zu sehen sind die beiden Half-
ten des fUr den in-gel-assay verwendeten SDS-Gels.
Links Phosphorimager des renaturierten SDS-Gels
mit EndoG-Fraktionen. Durch den Pfeil wird das abge-
baute Poly(A) markiert. Rechts Silbergefarbtes SDS-
Gel mit EndoG-Fraktion und Proteinmarker (GréfSen in
kDa angegeben).
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1 MSAPRVGGVLALGATALGAFYLGTHVERERQHNGSTSGLPRLPGLPTFGT 50
51 VSAASLIPAQENNVSLTATPSRIGQIMKYGFPGLDHVRSHSDYVLSYDRR 100
101 NRVPHWVFEHLTAESVAKNDAVDRSKCDFKQDESTIHPFFRSQNTDYRRSG 150
151 YDRGHMAAAGNHRLHQKHCDETFYLSNMAPQVGQGFNRDAWNTLEAHVRR 200
201 LTKTYSNVYVCTGPLYLPHKEDDGKSYVKYEVIGANTVAVPTHFYKVIVG 250
251 ESADHKLHMESYVMPNQVISNDTPISVFQVPPESVERSAGLLFFDQINRK 300
301 OQLTTINGKKV.

Abbildung 10: Aminosaure-Sequenz von EndoG. Die mitochondriale targeting-Sequenz
ist grau unterlegt, und die Aminosauren des aktiven Zentrums sind unterstrichen.

den anderen EndoGs. Alle eukaryotische Endonukleasen G wurden bisher als mito-
chondriale Proteine beschrieben [Low, 2003]. Das Transportsignal ist dabei stets
N-terminal kodiert. So konnte durch Vergleiche mit der humanen EndoG und Pro-
teindatenbanken festgestellt werden, dass die N-terminalen ersten 53 Aminosau-
ren der Drosophila-EndoG ein mitochondriales targeting-Signal enthalten. Weiter-
hin wird z.B. fir das bovine EndoG-Protein berichtet, dass diese Signalsequenz
im endogenen reifen Protein abgespalten wird [Coté & Ruiz-Carillo, 1993]. Da die
vollstandige Drosophila-EndoG eine GroRe von 34,6 kDa besitzt, entspricht die in
Abbildung 9 detektierte Proteinbande hdéchstwahrscheinlich prozessierter EndoG
mit einer GroRe von etwa 29 kDa. Auch wurden bei der massenspektrometrischen
Analyse der endogenen EndoG keine Peptide identifiziert, die sich im N-Terminus
befinden. Somit wird auch bei dem Drosophila-Enzym mit grofSer Wahrscheinlich-
keit das mitochondriale Transportsignal entfernt.

4.2.1. Klonierung und Expression von rekombinanter EndoG

Um sowohl die Interaktion mit EndoGl, als auch die EndoG selbst zu untersuchen,
musste EndoG als rekombinantes Protein hergestellt werden. Daher sollte die Dro-
sophila-EndoG als vollstandiges Protein kloniert und exprimiert werden. Bei der
Klonierung konnten jedoch keine Klone mit korrekten Sequenzen isoliert werden.
Die sehr wenigen Klone, die isoliert wurden, zeigten alle eine Deletion im Startco-
don der EndoG-Sequenz. Offensichtlich war bereits durch die Expression von ge-
ringen Mengen EndoG ein grolRer Selektionsdruck in E.coli entstanden, so dass nur
Klone mit mutierter EndoG-Sequenz Uberlebten. Um schlieBlich korrekte EndoG
klonieren zu konnen, musste EndoGl bicistronisch kotransformiert werden. Auch
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die anschlieBende Expression von EndoG konnte aufgrund der Toxizitat nur bei bi-
cistronischer Koexpression von EndoGl erfolgen. Dabei zeigte sich, dass der Grol3-
teil von EndoG in inclusion bodies vorlag. Versuche die Léslichkeit zu erhéhen,
indem zum Beispiel die Expressionszeit verkirzt oder verlangert, bei niedrigeren
Temperaturen exprimiert, verschiedene E.coli-Expressionsstamme oder Zusatze
wie Ethanol verwendet wurden, scheiterten.

4.2.2. Reinigung von rekombinanter EndoGANS53

Die ersten N-terminalen 53 Aminosauren der EndoG enthalten eine mitochondria-
le targeting-Sequenz (siehe 4.2). Da dieses Transportsignal in prozessierter hu-
maner EndoG fehlt, scheint es nicht essentiell fur die Nuklease-Aktivitat zu sein.
Um die Loslichkeit und damit die Ausbeute an rekombinanter EndoG zu erhdhen,
wurde daher eine EndoG-Variante mit C-terminalem His-tag kloniert (EndoGAN53),
in der diese Aminosauren deletiert waren. Die Expression von EndoGAN53 war
erneut nur bei bicistronischer Koexpression von EndoGIl mdglich. Die Loslichkeit
dieses EndoG-Proteins war geringfligig besser als die der vollstandigen EndoG.
Um die Trennung der EndoGAN53 von koexprimiertem EndoGl wahrend der an-
schlieBenden Reinigung zu erleichtern, wurde eine EndoGl-Variante ohne His-tag
(EndoGIAHis) kloniert und verwendet.

Die Reinigung der EndoGANS53 erfolgte wie unter 3.2.3.6 beschrieben. Nach der Ni-
NTA-Affinitatschromatographie wurden die Elutionsfraktionen mehrerer Chroma-
tographien vereinigt. Nach Dialyse, Ammoniumsulfatfallung und anschlieBender
Phenylsuperose-Saule wurden die aktiven EndoGAN53-Fraktionen erneut dialy-
siert und auf eine 1 ml-Hydroxylapatit-Saule gegeben. In Abbildung 11 ist das SDS-
Gel dieser finalen Saulenchromatographie dargestellt. EndoGAN53 konnte von na-
hezu allen anderen Proteinen getrennt werden, denn diese eluierten zu Beginn des
Phosphatgradienten. EndoG hingegen eluierte zwischen 90-150 mM Kaliumphos-
phat (Fraktionen 14-24, Abbildung 11). Durch Western blotting konnte nachgewie-
sen werden, dass verbliebene Spuren von EndoGIAHis komplett von den EndoG-
enthaltenden Fraktionen getrennt worden waren. Dabei hatten noch Konzentra-
tionen von 5 nM EndoGl in den Fraktionen detektiert werden konnen. Wie in den
Fraktionen 14-24 in Abbildung 11 zu sehen, enthalten die EndoGAN53-Fraktionen
noch zwei kontaminierende Proteine. Trotzdem sollte die Nuklease fur weitere
Messungen benutzt werden. Daher musste die exakte Proteinkonzentration von
EndoGANS53 bestimmt werden. Dies geschah durch eine SDS-PAGE mit verglei-
chenden BSA-Proben, wodurch Protein-Kontaminationen nicht mit einbezogen wur-
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Abbildung 11: 10%iges SDS-Gel, auf welchem die Elutionsfraktionen der abschlielenden
Hydroxylapatit-Saule aufgetrennt sind. EndoGAN53, mit einer Grdéfse von 32,6 kDa, wird
durch den Pfeil gekennzeichnet.

den. Es wurden Enzymkonzentrationen von 8-15 nug/ml berechnet, die eine spezifi-
sche Aktivitat von 1-10° pmol AMP/min/ug besaRen. Bei der Kp-Wert-Bestimmung
fur den EndoG-EndoGI-Komplex wurde festgestellt, dass die gemessen Proteinkon-
zentration jedoch nicht der Konzentration an aktiver EndoG entsprechen konnte
(4.3.3). Durch eine stochiometrische Titration von EndoG durch EndoGIl wurde be-
stimmt, dass nur rund 30% der gemessenen Monomer-Konzentration der Konzen-
tration an aktivem monomerem EndoGANS53 entspricht (siehe 4.3.4). Daher ist in
nachfolgenden Experimenten jeweils die aus dem SDS-Gel berechnete Monomer-
und die stéchiometrisch bestimmte Dimer-Konzentration flir EndoGAN53 angege-
ben. Alle in dieser Arbeit gezeigten Experimente mit aktiver EndoG wurden mit
Fraktionen der hier gezeigten Praparation durchgefuhrt.

4.2.3. Reinigung von rekombinanter EndoGAN53 DAGA

Die Ausbeute und damit die Konzentration an Iéslicher EndoGAN53 war zu ge-
ring fur Untersuchungen in der analytischen Ultrazentrifuge. Um dennoch die Sto-
chiometrie des Nuklease-Inhibitor-Komplexes bestimmen zu kénnen, musste ei-
ne EndoG-Variante kloniert werden, mit der eine groBere Proteinausbeute mdg-
lich war. Da wahrend der Reinigung von aktiver EndoG zusatzlich EndoGl ent-
fernt werden musste, wurde nun eine inaktive Variante hergestellt. Es war ge-
zeigt worden, dass durch den Aminosaureaustausch im aktiven Zentrum eine
komplette Inhibierung der Nuklease-Aktivitat des Anabaena-Enzyms maglich ist
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[Schafer et al., 2004]. Dabei waren sowohl das Arginin, als auch das Histidin im
DRGH-Motiv durch Alanin ersetzt worden (siehe Abbildung 10). Diese Doppelmu-
tation wurde in die Drosophila-EndoG-Deletionsvariante eingebracht. Das im Fol-
genden als EndoGAN53 DAGA bezeichnete Protein konnte in Abwesenheit des In-
hibitors exprimiert werden, war jedoch ebenfalls zu einem Grofteil unléslich. Bei
einer Nukleasekonzentration von 1 uM konnte mit einer Substratkonzentration von
50 uM Poly(A) Uber einen Zeitraum von 3 h keine hydrolysierende Aktivitat gemes-
sen werden, was einer um einen Faktor 10’ verringerten spezifischen Aktivitat ent-
spricht als die der EndoGAN53. Damit war EndoGAN53 DAGA katalytisch inaktiv.

Um trotz der geringen Loéslichkeit genligende Mengen an Protein fur weite-
re Experimente zu erhalten, wurde dieses nach einer denaturierenden Ni-NTA-
Affinitatschromatographie schrittweise renaturiert (siehe 3.2.3.9). Um Aggregate
abzutrennen wurde im Anschluss eine praparative Gelfiltration durchgefuhrt. Das
Elutionsprofil und das SDS-Gel dieser finalen Saulenchromatographie sind in Ab-
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Abbildung 12: Elutionsprofil und SDS-Gel der Gelfiltration von EndoGAN53 DAGA. oben
Schwarz das Agg-Profil der EndoGAN53 DAGA und grau das Asgg-Profil der folgenden Re-
ferenzproteine: Blue Dextran, BSA, Ovalbumin, Chymotrypsinogen A und Ribonuklease A
mit folgenden Molekulargewichten: 2000, 67, 43, 25 und 14 kDa. unten SDS-Gel der Gel-
filtrationsfraktionen. Markiert wurden die drei im Text beschriebenen Maxima.
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bildung 12 dargestellt.

EndoGAN53 DAGA eluierte mit drei Maxima (siehe Abbildung 12, mit 1-3 ge-
kennzeichnet). Das erste Maximum entspricht dem Ausschlussvolumen und ent-
halt daher offensichtlich falsch gefaltetes und aggregiertes EndoGAN53 DAGA.
Das zweite Maximum befindet sich bei circa 40 kDa und enthalt wahrscheinlich
korrekt gefaltete EndoGAN53 DAGA, welche ein Gréfle von 33,6 kDa hat. Das
dritte Maximum befindet sich als Schulter vor dem 40 kDa Maximum. Bei ei-
ner Grolle von etwas mehr als 67 kDa besteht dieser hochstwahrscheinlich aus
dimerem EndoGAN53 DAGA. Anhand des SDS-Gels kann man feststellen, dass
sich in den Fraktionen ausschlieBlich EndoGAN53 DAGA befand. Weiterhin war
es gelungen Aggregate abzutrennen und die Elution eines Teils der renaturierten
EndoGAN53 DAGA bei der erwarteten GroBe indiziert eine korrekte Faltung des
Proteins.

4.2.4. Reinigung von rekombinanter EndoGAN55 N187K

In Kooperation mit Dr. ANTON MEINHART vom Max-Planck-Institut fiUr medizinische
Forschung in Heidelberg soll der EndoG-EndoGl-Komplex kristallisiert werden.
Daflr stellte er eine N-terminale Deletionsvariante von EndoG her, deren Pri-
marstruktur des aktiven Zentrum intakt war und deren erste 55 Aminosauren
fehlten. Er konnte groBe Mengen l6slicher EndoGANS5 erhalten und reinigen
(siehe 3.2.3.8). Da es uns bisher nicht gelungen war, groBere Mengen aktiver
EndoG zu produzieren, stellte er fur die hier beschriebenen Arbeiten freund-
licherweise einen Teil seines gereinigten Proteins zur Verfigung. Durch einen
TCA-Fallungstest mit Poly(A) als Substrat konnte die enzymatische Aktivitat der
EndoGANS55 bestimmt werden. Dabei zeigte sich, dass EndoGAN55 nur eine
stark verminderte Aktivitat besitzt (spezifische Aktivitat ~50.000-fach niedriger
als die der EndoGAN53). Bei der erneuten Sequenzierung des Plasmids aus der
Expressionskultur wurde eine spontane Punktmutation von Asparagin 187 zu
Lysin festgestellt. Diese Mutation wurde durch massenspektrometrische Analyse
bestatigt: Eine Masse von 30553 Da wurde fur das gesamte Protein ermittelt.
Diese stimmt mit der berechneten Masse fur EndoGAN55 N187K von 30550 Da
Uberein (ohne posttranslationale Modifikation). Die Masse fur EndoGAN55 betragt
30536 Da. In einer Peptid-fingerprint-Analyse (siehe 3.2.3.10) des mutierten
Proteins wurde ein Peptid der GrolBe 2329,43 Da gefunden. Es handelte sich dabei
um die Aminosauren 168-187, wobei dieses Peptid nur entstehen konnte, wenn
sich an der Position 187 der Primarstruktur das mutierte Lysin befand. Dieses
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Peptid wirde bei EndoGANS5S5 nicht auftreten und das EndoGAN55-Peptid wurde
auch nicht detektiert. Somit konnte die Mutation eindeutig nachgewiesen werden.
Das Asparagin 187 entspricht dem Asparagin 174 der bovinen EndoG, welches
an der Bindung des katalytischen Mg2*-lons beteiligt ist [Schafer et al., 2004].
Dies erklart die wesentlich geringere Aktivitat der EndoGAN55 N187K-Variante.
Da das Protein aber, wie spater gezeigt wird, mit EndoGl interagieren kann (siehe
4.3.2), kann man davon ausgehen, dass es in nativer Struktur vorliegt. Seine
Struktur konnte daher als Referenz in einer CD-Untersuchung des renaturierten
EndoGANS53 DAGA dienen.

4.2.5. EndoGAN53 DAGA besitzt eine native Struktur

Um festzustellen, ob EndoGAN53 DAGA nach der Renaturierung nativ strukturiert
ist, wurde ein CD-Spektrum aufgenommen. Als Referenz fur eine korrekte Faltung
diente die ebenfalls nahezu inaktive Variante EndoGAN55 N187K, welche nach-
weislich eine native Struktur aufweist, denn das Protein ist in der Lage, stabile
Komplexe mit EndoGl zu bilden (siehe 4.3.2). Die Fern-UV-CD-Spektren wurden
im Bereich von 190-250 nm fir beide Proteine gemessen und nach Gleichung 2
(3.2.3.12) ausgewertet (siehe Abbildung 13).

Diese CD-Spektren sind nicht vollstandig identisch, aber doch sehr ahnlich. Ge-
ringe Abweichungen sind auf die niedrigere Konzentration von EndoGAN53 DAGA
zuruckzuflhren, was bei gleichen Messbedingungen ein etwas erhdhtes Rauschen
des Signals verursachte. Weiterhin gibt es Unterschiede in den Sequenzen beider
Proteine. So besitzt EndoGAN53 DAGA einen relativen langen C-terminalen His-tag
und EndoGANS55 N187K hingegen einen sehr kurzen N-terminalen His-tag. Um die

10000

~— 8000 Abbildung 13: Fern-UV-CD-Spektren
E 6000 von EndoGAN53 DAGA (schwarz) und
5 4000 EndoGAN55 N187K (grau). Der Puffer
5 20009 bestand aus 50 mM Kaliumphosphat,
fg;',’ -zoog: 10% Glycerin, 100 mM KCI. Die Spektren
. 4000 - wurden bei 20°C in einer 0,01 cm Klvette
_£ 6000 mit einer Auflésung von 0,1 nm und
& 5000 einer Bandbreite von 1 nm aufgenom-

-10000 . - . . - men. Die Proteinkonzentration betrug fur

190 200 210 220 230 240 250 ERdoGAN53 DAGA 0,37 mg/ml und fir
A (nm) EndoGAN55 N187K 1,0 mg/ml.
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strukturelle Integritat von EndoGAN53 DAGA zu bestatigen wurde daher mittels
CD-Messung im Fern-UV-Bereich die thermische Entfaltung beider Proteine gemes-
sen. Beide EndoG-Varianten wurden durch Erhéhung der Temperatur irreversibel
entfaltet. Dabei lag der Ubergangsmittelpunkt von beiden Varianten bei 45°C (Da-
ten nicht gezeigt). Man kann daher davon ausgehen, dass auch EndoGAN53 DAGA
eine strukturelle Integritat besitzt.

4.2.6. Die Charakterisierung der Drosophila-EndoG

Die ersten Vertreter der EndoG-Familie wurden bereits Mitte der 1960er-Jahre
identifiziert [Linn & Lehmann, 1966, Nestle & Roberts, 1969a]. Seitdem wurde von
einer Vielzahl pro- und eukaryotischer Endonukleasen G berichtet. Um die Droso-
phila-EndoG mit den bereits charakterisierten EndoGs vergleichen zu kénnen, soll-
ten die im Folgenden beschriebenen spezifischen Eigenschaften, wie z.B. bevor-
zugte Substrate oder benotigte divalente Metallionen, untersucht werden. Fur die-
se Experimente wurde EndoGAN53 verwendet, welche in Aktivitatspuffer mit dem
jeweils zu untersuchenden Faktor inkubiert wurde. Die Aktivitat wurde entweder
mit dem TCA-Fallungstest oder durch Harnstoffgele bestimmt (3.2.5.1, 3.2.2.9).

4.2.6.1. Sowohl Poly(A), als auch Oligo(A) werden durch EndoG hydroly-
siert

Da EndoG bei der Suche nach einer unbekannten Deadenylase gefunden wur-
de, wurde fur alle Aktivitatsbestimmungen zunachst homogen markiertes Poly(A)
als Substrat verwendet. Auch quantitative Aktivitatsbestimmungen mit Hilfe des
TCA-Fallungstests sind damit moéglich [Kérner & Wahle, 1997].

Um zu bestimmen, wie Poly(A) durch EndoG abgebaut wird und welche Substrat-
lange ausreichend fir die Erkennung ist, wurde EndoGAN53 mit A;g, A14 und ho-
mogen markiertem Poly(A) inkubiert. Die Auftrennung der Reaktionsprodukte er-
folgte auf einem Harnstoff-Polyacrylamidgel. Das Gel wurde mittels Phosphorima-
ging analysiert. In Abbildung 14 ist das Gel dargestellt.

Poly(A) wird durch EndoG abgebaut (Spuren 16-18). Deutlich sichtbar ist eine Ak-
kumulation von Oligomeren von 2-5 nt Lange (Spuren 18 und 20). Dabei ist die
Hydrolyse des Poly(A) spezifisch fur die Inkubation mit EndoGAN53, denn ohne
Zugabe von Enzym kommt es selbst nach 100 min Inkubation bei 30°C zu kei-
ner Hydrolyse des Substrats (Spur 19). EndoGAN53 erkannte nicht nur Poly(A) der
Lange 400-600 nt als Substrat, sondern auch die sehr kurzen Nukleinsauren Aig
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Abbildung 14: Hydrolyse von Oligo(A)19, Oligo(A)14 und Poly(A). Fir die Kinetik wurden in
einem 20 pl-Reaktionsansatz jeweils 75 nM Oligo(A) oder 150 nM markiertes Poly(A) und
200 pM EndoG eingesetzt (dies entspricht 30 pM aktivem Dimer). Nach 10 Sekunden, 10
und 100 min wurden je 2 ul entnommen und mit 4 pul Formamid-Ladepuffer gemischt. Der
erste Zeitpunkt zeigt jeweils die Substrate vor Enzymzugabe. Dies entspricht den Spuren
1-4; 8-11 und 15-18. Als Kontrolle wurden die Substrate ohne Enzym flr 100 min inkubiert
(Spuren 5, 12 und 19). Des Weiteren wurden die Substrate 100 min mit der zehnfachen
Menge EndoGANS53 inkubiert (Spuren 6, 13 und 20). Als weitere Kontrolle wurden in den
Spuren 7; 14 und 21 die Substrate fir 100 min mit EndoGAN53 und 30 nM EndoGl in-
kubiert. Die Proben wurden dann auf einem 15%igen denaturierenden Polyacrylamidgel

aufgetrennt.
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und Ai4. So wurde sowohl Ajg, als auch A1 Uber die Zeit hydrolysiert (Abbildung
14, Spuren 3, 4, 6 und 10, 11, 13). Nach 100 min Inkubation sind hauptsachlich
Di- bis Tetranukleotide entstanden, aber auch Mononukleotide konnten detektiert
werden (Spuren 4, 11 und 18). Dies deutet darauf hin, dass Oligomere bis zu einer
Lange von 5 nt als Substrat erkannt werden. Zum Vergleich kann man die Spuren
18 und 20 sowie 11 und 13 der Abbildung 14 heranziehen. Entstehen mit weniger
Enzym (Spuren 11, 13) noch Di- bis Pentanukleotide, so sind mit der zehnfachen
Menge EndoGAN53 keine Pentanukleotide mehr detektierbar (Spuren 13, 20). Ay
kann aber scheinbar nicht mehr verklurzt werden und akkumuliert als Endprodukt
(Spuren 6, 13, 20). Dies war bereits fur die homologe Serratia-Nuklease berich-
tet worden [Nestle & Roberts, 1969b]. Das kleinste in diesem Kontext untersuchte
Oligomer war Ag, welches als durch die Drosophila-EndoG als Substrat erkannt
und abgebaut wurde (Daten nicht gezeigt).

Die Effektivitat der nukleolytischen Aktivitat von EndoGAN53 scheint mit der Lan-
ge der Substrate zu steigen. Bei der Inkubation von EndoGAN53 mit homogen
markiertem Poly(A) waren bereits nach 10 min 100% des Substrats zu Oligome-
ren bis 26 nt Lange abgebaut (Spur 17). Sowohl A;g als auch A4 waren dagegen
noch nicht komplett abgebaut (Spuren 3 und 10). Aber auch hier kann man Un-
terschiede erkennen. Obwohl nur 4 nt langer, wurde A14 bereits deutlich starker
hydrolysiert als Ay (siehe Spuren 3 und 10). Die Drosophila-EndoG gleicht damit
auch in diesem Punkt dem Enzym aus dem Rind [C6té et al., 1989].

4.2.6.2. EndoG ist eine Endonuklease

Neben der Endonukleaseaktivitat, die allen EndoGs gemeinsam ist, wur-
de far Nucl aus Saccharomyces cerevisiae zusatzlich eine schwache
5’-Exonukleaseaktivitat beim Abbau von dsDNA beschrieben [Dake et al., 1988].
Untersucht man den Abbau von 3’- und 5"-endmarkiertem Poly(A), las-
sen sich Aussagen Uber die Direktionalitdt des Abbaus treffen. Bei einem
3 -exonukleolytischen Abbau, wie er charakteristisch fir Deadenylasen (z.B.
PARN) ist, wiirde beim Abbau von 3 -markiertem Apo vom ersten Zeitpunkt einer
Messung an nur AMP entstehen [Kérner & Wahle, 1997].

Es wurde geprift, ob die Drosophila-EndoG ihre Substrate ebenfalls nur en-
donukleolytisch abbaut oder auch eine exonukleolytische Aktivitat vorliegt.
EndoGAN53 wurde mit je 500 fmol 3°- oder 5’-markiertem Poly(A) (3.2.4.3,
3.2.4.4) inkubiert. Die Reaktionen wurden zu den angegegenben Zeitpunkten
durch Zugabe von EDTA abgestoppt. Die entstandenen Produkte wurden mittels
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Abbildung 15: Kinetik der Hydrolyse von 3‘- und 5‘-markiertem Poly(A) durch
EndoGANS53. In einem 20 ul-Reaktionsansatz wurden jeweils 25 nM endmarkiertes Poly(A)
und 0,1 nM EndoGANS53 eingesetzt (dies entspricht 16 pM aktivem Dimer). Nach 2, 5, 10,
15, 30, 60 und 120 min wurden je 2 ul entnommen und mit 4 ul Formamid-Ladepuffer
gemischt. Diese Proben wurden auf einem 15%igen denaturierenden Polyacrylamidgel
aufgetrennt. Der Zeitpunkt t = 0 zeigt das Substrat vor der Enzymzugabe.

eines denaturierenden Polyacrylamidgel getrennt und dann durch Phosphorima-
ging analysiert (siehe Abbildung 15).

Der Abbau von 3°- und 5 -markiertem Poly(A) zeigte ein identisches Muster. Beim
Abbau beider Substrate sind Leitern von Banden entstanden, die den sukzessiv
verklrzten Substraten entsprechen, wobei bereits beim ersten Zeitpunkt (nach
2 min) Oligomere und Monomere entstanden waren. Man kann deutlich bei den
Zeitpunkten 15-120 min eine Akkumulation von Produkten mit 5-8 nt beziehungs-
weise bei 5 -markiertem Poly(A) von 4-8 nt Lange erkennen. Da sich der Abbau
beider Substrate nicht unterscheidet, kann man davon ausgehen, dass es sich
auch bei Drosophila-EndoG um eine Endonuklease handelt.

Die Frage der Prozessivitat ist fur unspezifische Endonukleasen sehr schwer zu
beantworten, denn in jedem Substrat gibt es eine Vielzahl mdglicher Schnittstel-
len. Man kann daher kaum feststellen, ob die Reaktion prozessiv oder distributiv
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verlaufen ist. Einerseits werden die Substratmolekulle gleichmaRig verkurzt, was
fur eine distributive Reaktionsweise des Enzyms spricht. Andererseits spricht fur
eine prozessive Reaktion, dass bereits nach zwei Minuten Reaktionszeit Endpro-
dukte entstanden waren, obwohl noch ungeschnittene RNA vorhanden war. Wahr-
scheinlich handelt es sich um eine prozessive Reaktion, dies konnte aber mit die-
sem Experiment nicht eindeutig nachgewiesen werden.

4.2.6.3. Sowohl einzel-, als auch doppelstrangige DNA wird durch EndoG
abgebaut

Fur alle bisher beschriebenen Endonukleasen G und ihre Homologen wurde
geschildert, dass sowohl RNA, als auch ssDNA und dsDNA abgebaut werden
[Dake et al., 1988, Widlak et al., 2001, Coté et al., 1989, Nestle & Roberts, 1969b,
Linn & Lehmann, 1966]. Es sollte daher untersucht werden, ob auch die Drosophi-
la-EndoG DNA als Substrat erkennt.

Als ssDNA-Substrat diente ein Oligonukleotid mit einer Lange von 60 Nukleotiden.
Bei der getesteten dsDNA handelte es sich um ein 123 nt langes Konstrukt mit
willkurlich gewahlter Sequenz (beide Sequenzen befinden sich im Anhang). Die-
se Substrate wurden 5 -endmarkiert und mit EndoGAN53 inkubiert. Die Reaktio-
nen wurden zu den angegebenen Zeitpunkten beendet. Die enstandenen Produkte
wurden mit einem Harnstoff-Polyacrylamidgel aufgetrennt und mittels Phosphorl-
maging analysiert.

In Abbildung 16 ist deutlich sichtbar, dass sowohl einzel-, als auch doppelstrangige
DNA abgebaut wird. Als Endprodukte der Reaktionen entstanden erneut sehr kurze
Oligonukleotide. Dabei wurde die doppelstrangige DNA genauso schnell abgebaut
wie einzelstrangige DNA. Auch scheint DNA ahnlich effektiv wie RNA abgebaut zu
werden, denn nach 15-30 min konnten bei gleichen Reaktionsbedingungen keine
Ausgangssubstrate mehr detektiert werden. Beim Abbau von dsDNA entstand ein
zwei Nukleotide kirzeres Abbauprodukt als beim Abbau von der ssDNA. Auch ent-
standen beim Abbau der DNAs im Gegensatz zu Poly(A) nur 1-2 Produktbanden,
was wahrscheinlich auf bevorzugte Schnittstellen innerhalb der DNA-Sequenz zu-
rickzufihren ist. Es konnte also nachgewiesen werden, dass auch dieses EndoG-
Homologe sowohl Desoxy-, als auch Ribonukleinsauren erkennen und effektiv hy-
drolysieren kann. Dabei ist es offenbar unerheblich, ob es sich um doppel- oder
einzelstrangige Substrate handelt.
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Abbildung 16: Kinetik der Hydrolyse von 5’-markierter ssDNA und dsDNA. In einem
20 pul-Reaktionsansatz wurden jeweils 25 nM 5’-endmarkierte ssDNA und dsDNA und
0,1 nM EndoGAN53 eingesetzt (dies entspricht 16 pM aktivem Dimer). Nach 2, 5, 10, 15,
30, 60 und 120 min wurden je 2 ul entnommen und mit 4 ul Formamid-Ladepuffer ge-
mischt. Diese Proben wurden auf einem 15%igen denaturierenden Polyacrylamidgel auf-
getrennt. Der Zeitpunkt t = 0 zeigt das Substrat vor der Enzymzugabe. A1 wurde mittels
NaOH partiell hydrolysiert.

4.2.6.4. Poly(A), ein bevorzugtes Substrat?

Wie bereits erwahnt, kann man beim Abbau von DNA ein charakteristisches Ab-
baumuster erkennen, das auf bevorzugte Schnittstellen innerhalb der DNA hin-
weist. Im folgenden Experiment wurde NgsAssNg3 als Substrat verwendet und
untersucht, ob es zur Bildung spezifischer Reaktionsintermediate oder -produkte
kommt. Diese RNA besteht aus einem 45 nt langen homopolymeren Abschnitt
(Ags5), welcher von zwei 65 und 63 nt langen heteromeren Sequenzen flankiert
wird.

Radioaktiv transkribierte NgsA45Ng3-RNA wurde mit EndoGANS3 inkubiert. Die Hy-
drolysereaktionen wurden an den angegebenen Zeitpunkten abgestoppt. Die Ana-
lyse der entstanden Produkte erfolgte mittels eines Harnstoff-Polyacrylamidgel
und Phosphorimaging (siehe Abbildung 17).

Betrachtet man den Zeitverlauf des Abbaus, so kann man wahrend der ersten
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2. T 7 B

L3preAssNgs durch EndoGAN53. In einem 20 ul-

Reaktionsansatz wurden 25 nM NgsAs5Ng3-RNA
=15 und 0,1 nM EndoGAN53 inkubiert (dies entspricht
16 pM aktivem Dimer). Nach 2, 5, 10, 15, 30, 60
und 120 min wurden je 2 w entnommen und mit
4 ul Formamid-Ladepuffer gemischt. Diese Proben
wurden auf einem 15%igen denaturierenden Poly-
acrylamidgel aufgetrennt. Der Zeitpunkt t = 0 zeigt
das Substrat vor der Enzymzugabe. Der Pfeil weist
auf das Intermediat von ca. 70 Nukleotiden Lange.

Zeitpunkte schwach die Bildung eines wenig populierten Intermediats bei etwa
70 nt Lange erkennen. Dies entspricht der Lange der flankierenden Sequenzen
(Abbildung 17, Pfeil). Es kam zur Anreicherung von zwei weiteren Intermediaten
bei 34 nt und 45 nt Lange, was auf weitere bevorzugte Schnittstellen hinweist. Im
weiteren Verlauf wurden jedoch jegliche Intermediate mit einem sehr kontinuierli-
chen Abbaumuster hydrolysiert. Es entstanden erneut Oligomere als Endprodukte
der Hydrolyse. Der Abbau dieser RNA mit willklrlich gewahlter Sequenz glich im
Muster nicht dem DNA-Abbau in Abbildung 16. Die Hydrolyse erfolgte eher konti-
nuierlich, obwohl es zur schwachen Auspragung von Intermediaten kam. Man kann
wahrscheinlich von einer sehr schwachen Praferenz fur A-reiche, unstrukturierte
Sequenzen sprechen.
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4.2.6.5. Oligo(dA) und Oligo(dT) werden bevorzugt geschnitten

Um eine mogliche Spezifitat von EndoG flr bestimmt Nukleotide weiter zu un-
tersuchen, wurden 5’-markierte synthetische DNA-Homopolymere mit einer iden-
tischen Lange von 50 Nukleotiden mit EndoGANS53 inkubiert. Den Reaktionen wur-
den zu den angegeben Zeitpunkten Aliguots enthommen, die Produkte mit einem
15%igen denaturierenden Polyacrylamidgel getrennt und mittels Phosphorima-
ging analysiert. Die Abnahme der Konzentration des Ausgangsubstrats wurde aus-
gewertet (siehe Abbildung 18).

Sowohl dAsg, dTsg, als auch dCsg wurden abgebaut. dGsg konnte auf dem Harn-
stoffgel nicht aufgetrennt werden, es verblieb in den Geltaschen. Die Ursache
daflr liegt wahrscheinlich in der Bildung sehr stabiler Sekundarstrukturen durch
Poly(dG). Diese kdnnen auch die Zuganglichkeit fir Enzyme und damit den Ab-
bau massiv behindern. Es wurden jedoch geringe Mengen an klrzeren Oligo(dG)s
detektiert, die offensichtlich wahrend der Inkubation mit der EndoG-Variante ent-
standen waren. Sowohl dAsg und dTsg wurden sehr effektiv abgebaut. dTsg wurde
sogar noch besser hydrolysiert als dAsg, dCsg hingegen wurde sehr viel langsa-
mer abgebaut. Wahrend von dAsg und dTs¢ hach 30 min nur noch 11% bzw. 2%
der Konzentration des urspringlichen Subtrats erhalten waren, konnten noch 53%

100
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=
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©
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S 40 - 1 ~ m Oligo(dT)
2 20 - _l | | mOligo(dC)
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Abbildung 18: Kinetik der Hydrolyse von dAsg, dTsg und dCsg durch EndoGAN53. In ei-
nem 20 ul-Reaktionsansatz wurden 10 nM 5 -markiertes dAsg, dTsg beziehungsweise dCsg
und 50 pM EndoGAN53 inkubiert (dies entspricht 8 pM aktivem Dimer). Nach 2, 5, 10, 15,
30, 60 und 120 min wurden je 2 ul entnommen und mit 4 ul Formamid-Ladepuffer ge-
mischt. Diese Proben wurden auf einem 15%igen denaturierenden Polyacrylamidgel auf-
getrennt. Der Zeitpunkt t = 0 entspricht der Substratmenge vor Enzymzugabe (=100%).
Die Spuren wurden mit der Software ImageQuant TL ausgewertet.



4 ERGEBNISSE 63

dCsg detektiert werden. Die Affinitat zu A-reichen Sequenzen konnte somit besta-
tigt werden. Dardber hinaus konnte eine noch starkere Bevorzugung von Poly (dT)
nachgewiesen werden.

4.2.6.6. Die EndoG-Aktivitat ist abhangig von divalente Metallionen

In einem Vorversuch wurde festgestellt, dass nach Zugabe von 0,1 M ED-
TA in einen TCA-Fallungstest (3.2.5.1) eine komplette Inhibierung der Nuklea-
seaktivitat von 10 nM EndoGANS53 (1,6 nM aktives Dimer) stattgefunden hatte
(Daten nicht gezeigt). Dies deutet darauf hin, dass zweiwertige Metallionen fur
die EndoG-Aktivitat notwendig sind. Auch fur alle bisher beschriebenen EndoG-
Homologen wurde eine Aktivitatsabhangigkeit von zweiwertigen Metallionen be-
schrieben [Meiss et al., 1998, Dake et al., 1988, Gerschenson et al., 1995]. In ei-
nem EndoG-Aktivitatstest wurden daher folgende divalente Metallionen in einem
Bereich von 0,1 bis 10 mM getestet: Ca®*, Zn?*, Mn?*, Mg?*. Die Bestimmung
der Aktivitat erfolgte in Reaktionspuffer, dem keine weiteren divalenten lonen zu-
gegeben waren, mit 54 uM Poly(A) bei 30°C. Die Menge an freigesetztem Oligo(A)
wurde mit dem TCA-Fallungstest bestimmt. In Abbildung 19 sind die gemessen Da-
ten wiedergegeben.

Mit Zn2* konnte bis zu einer Konzentration von 10 mM keine Hydrolyse von Po-
ly(A) gemessen werden. Ca’* ermdglichte eine geringe EndoG-Aktivitat bei 0,1-
1 mM. Die starkste Nukleaseaktivitdt wurde gemessen, wenn Mn?* in niedrigen
Konzentrationen vorlag. Mg?* erméglichte die Poly(A)-Hydrolyse liber einen wei-

Abbildung 19: Ein-
fluss von divalenten
7,00 Metallionen auf die
EndoG-Aktivitat. Zu

8,00

6,00 7 einem Reaktions-
5,00 ansatz mit 50 pM
EndoGANS53 (ent-

4,00 0,1 mM spricht 8 pM aktivem
El1mM Dimer) und 54 uM

3,00 m5mMm  Poly(A) wurden c_lie
2,00 10 mM folgende Metallio-

nen gegeben: Ca’*,
Zn2+ Mn2+ Mgz+.
Die EndoG-Aktivitat

1,00 I
0,00 - wurde mit dem

Calcium Zink Mangan Magnesium TCA-Fallungstest
bestimmt (sie-

he 3.2.5.1).

Nukleaseaktivitit (nmol AMP/min)

divalente Metallionen
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ten Bereich mit einem Maximum der EndoG-Aktivitat bei 1 mM. Hohere Konzen-
trationen wirkten offensichtlich bei allen divalenten Metallionen inhibierend. Es
kann geschlussfolgert werden, dass divalente Metallionen essentiell fir die EndoG-
Aktivitat sind und dabei vor allem Mn?* und Mg?™ eine effiziente Hydrolyse ermég-

lichen.

4.2.6.7. EndoG wird durch hohe Konzentrationen an KCl inhibiert

Kalium ist das dominierende anorganische Kation in eukaryotischen Zellen. Die
physiologische Konzentration betragt in humanen Zellen etwa 150 mM. Die Ak-
tivitat der EndoG-Variante EndoGAN53 wurde daher bei unterschiedlichen KCI-
Konzentrationen ermittelt. Die EndoG-Aktivitat wurde mittels Inkubation in Reakti-
onspuffer mit 54 uM Poly(A) und anschlieBender TCA-Fallung bestimmt. KCl lag in
den Reaktionsansatzen in einem Bereich von 25-1000 mM vor (Abbildung 20).
Die hochsten EndoG-Aktivitaten wurden bei Konzentrationen bis 50 mM KCI be-
obachtet, wohingegen Konzentrationen ab 100 mM KCI inhibierend wirkten. Bei
150 mM KCI war nur noch rund 50% der maximalen Nukleaseaktivitat vorhan-
den, bei 500 mM KCI und héher war keine Hydrolyse mehr detektierbar. Somit
inhibieren bereits physiologische Konzentrationen von Kaliumionen die EndoG-
Aktivitat. Dies ist auch fur den Abbau von DNA durch die bovine EndoG berichtet
worden [Gerschenson et al., 1995]. Fur die Anabaena-NucA wurde beschrieben,
dass NaCl-Konzentrationen oberhalb von 100 mM die Nuklease-Aktivitat inhibie-

12,00

10,00 |

8,00 |

6,00 |

4,00

0,00 | : : : —
25 50 100 150 200 500

KCl (mM)

EndoG-Aktivitat
(pmol AMP/min)

Abbildung 20: Bestimmung der EndoG-Aktivitdt bei unterschiedlichen KCI-
Konzentrationen. Es wurden KCI-Konzentrationen in einem Bereich von 25-1000 mM
getestet. Dabei wurden in einem 20 ul-Reaktionsansatz die steigende lonenkonzentra-
tionen mit 65 pM EndoGANS53 (dies entspricht 10 pM aktivem Dimer) und 54 uM Poly(A)
inkubiert. Die EndoG-Aktivitat wurde mittels TCA-Fallungstest bestimmt (siehe 3.2.5.1).
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ren [Meiss et al., 1998].

4.2.6.8. EndoG weist einen hohen K,,-Wert fur Poly(A) auf

Mit Hilfe eines Ky ,-Werts kann die Affinitat eines Enzyms flr sein Substrat quan-
tifiziert werden. K,-Werte liegen in einem Bereich von 10 mM-1 uM. Je niedriger
der Kih-Wert desto hoher die Affinitat des Proteins flr das Substrat. Da Poly(A) als
Standardsubstrat in den EndoG-Aktivitatstests verwendet wurde, sollte die Affini-
tat von EndoG fur das Polymersubstrat Poly(A) bestimmt werden. Daher wurde
eine v/S-Charakteristik von EndoGAN53 mit Poly(A) aufgenommen. Die Affinitat
fur andere Substrate wurde nicht bestimmt, da diese nicht homogen markiert und
daher nicht im TCA-Fallungstest verwendet werden konnten.

Die EndoG-Aktivitdat wurde mittels Inkubation in Reaktionspuffer mit steigen-
den Mengen unmarkiertem Poly(A) und anschlieBender TCA-Fallung bestimmt.
Es wurde die entstandene Konzentration an AMP gemessen. Die Konzentrati-
on an homogen markiertem Poly(A) war in allen Proben unabhangig von der
Poly(A)-Endkonzentration konstant. Poly(A) wurde im Reaktionsansatz in einem
Bereich von 25-300 mM vorgelegt. In Abbildung 21 ist die v/S-Charakteristik der
EndoGANS53 mit Poly(A) gezeigt.

Es konnte mit einer direkten Anpassung der Daten nach MICHAELIS-MENTEN ein Kp-
Wert von 58,3+7,4 uM ermittelt werden.

Abbildung 21: v/S-Charakteristik
fir EndoGAN53 mit Poly(A). Die
Anpassung erfolgte nach der
MICHAELIS-MENTEN-Gleichung. Die
Enzymaktivitdt wurde mit dem
TCA-Fallungstest ermittelt, wobei
eine EndoGAN53-Konzentration
von 25 pM vorlag (entspricht 4 pM
aktivem Dimer).

v (mmol AMP/min/ug)

0 50 100 150 200 250 300
Poly(A) (uM)
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Bei der Inkubation der EndoGAN53 mit groSen Substratkonzentrationen kann
man im Rahmen des TCA-Fallungstest nach der gleichen Inkubationszeit nur ei-
ne vergleichbar geringe Radioaktivitat messen, denn bei steigenden Poly(A)-
Konzentrationen blieb die Konzentration an zugegebenem homogen markiertem
Poly(A) konstant. Daher konnte in Proben mit hoher Poly(A)-Konzentration nach
der gleichen Inkubationszeit weniger Radioaktivitat gefallt werden. Die Werte flar
niedrigere Poly(A)-Konzentrationen sind daher genauer als Werte, die fur die ho-
heren Konzentrationen bestimmt wurden. Es bietet sich darum an, die Daten noch
nach LINEWEAVER-BURK auszuwerten, denn dort fallen durch die doppelt-reziproke
Auftragung niedrige Substratkonzentrationen fur die Anpassung starker ins Ge-
wicht. Diese Auswertung ergab einen Ky-Wert von 46,3+1,2 uM. Somit lieferten
beide Verfahren vergleichbare Kn,-Werte.

4.2.6.9. EndoGAN55 N187K ist ein dimeres Protein

Das bisher am intensivsten untersuchte Mitglied der EndoG-Familie, die Ser-
ratia-Nuklease, wurde als Dimer beschrieben [Miller & Krause, 1996], ebenso
die homologen Endonukleasen aus Neurospora crassa, Hefe, Maus, Rind und
Mensch [Dake et al., 1988, Cummings et al., 1987, Low, 2003]. Die Anabaena-
NucA hingegen liegt, bisher als einziges EndoG-ahnliches Enzym, als Monomer
vor [Meiss et al., 2000]. Da die Drosophila-EndoG, gleich dem Anabaena-Enzym,
ebenfalls einen spezifischen Inhibitor besitzt, war es von grolem Interesse den
oligomeren Zustand zu untersuchen. Die Bestimmung der Molmasse sollte erneut
mittels eines Sedimentationsgleichgewichts in der analytischen Ultrazentrifuge er-
folgen (siehe 4.1.1).

Trotz intensiver Bemuhungen resultierte aus Expression und Reinigung der akti-
ven EndoGANS53 nicht genldgend Protein, um damit Messungen in der analytischen
Ultrazentrifuge durchzufuhren. Einen Ausweg bot Dr. ANTON MEINHART (MPI Heidel-
berg), der die EndoG-Variante EndoGAN55 N187K zur Verfligung stellte, welche
sich als nahezu inaktiv herausstellte (siehe 4.2.4). Dieses Protein lag in einer Kon-
zentration von 120 uM vor und wurde daher flr die analytische Ultrazentrifugation
verwendet.

EndoGIl wurde in Sedimentationsgleichgewichtslaufen bei verschiedenen Pro-
teinkonzentrationen untersucht. Die Zentrifugation erfolgte bis das Gleichge-
wicht eingetreten war. Bei einer Monomerkonzentration von 1-6 uM verhielt
sich EndoGANS55 N187K als Dimer mit einem apparenten Molekulargewicht von
58+6 kDa (Abbildung 22). Da EndoGAN55 N187K als Monomer ein Molekularge-



4 ERGEBNISSE 67

Abbildung 22: Analytische Ultra-
zentrifugation von EndoG. 2 uM
EndoGAN55 N187K wurde fir 80 h
bei 20000 rpm und 20°C zentrifugiert.
Nachdem sich das Gleichgewicht ein-
gestellt hatte, wurde eine apparente
Molekllmasse von 5846 kDa bestimmt.
Der untere Teil der Abbildung zeigt die
Abweichung des gemessenen Signals
von der nach der Svedberg-Gleichung
berechneten Anpassung.

65 66 6,7 68 69 70 71
r(cm)

wicht von 30,5 kDa besitzt, entspricht die ermittelte Molmasse einem dimeren
Zustand. In Abbildung 22 sind die gemessenen Daten eines Laufs mit einer Mono-
merkonzentration von 2 uM EndoGAN55 N187K gezeigt. Die Anpassung erfolgte
nach der Svedberg-Gleichung. EndoG aus Drosophila melanogaster verhalt sich
somit wie die Mehrheit seiner Homologen und nicht wie NucA aus Anabaena.

4.2.6.10. EndoG befindet sich in den Mitochondrien

Die ersten 53 Aminosauren der EndoG wurden als mitochondriale targeting-
Sequenz identifiziert (siehe 4.2). Auch fur homologe eukaryotische Endonuklea-
sen G wurde eine mitochondriale Lokalisation beschrieben [Widlak et al., 2001,
Cummings et al., 1987, Dake et al., 1988]. Ob die Drosophila-EndoG ebenfalls
mitochondrial lokalisiert ist, sollte mittels Immunfluoreszenz-Mikroskopie von
Schneider2-Zellen geklart werden.

Das vorhandene spezifische Anti-Immunserum gegen Drosophila-EndoG war
nicht sensitiv genug und zu unspezifisch, um damit direkt endogene EndoG in
Schneider2-Zellen mittels Immunfluorenszenz zu detektieren. Um dennoch die
Lokalisation der Drosophila-EndoG bestimmen zu kdénnen, wurde eine vollstandi-
ge EndoG-Variante (flag-EndoG DAGA) in ein Schneider2-Zell-Expressionsplasmid
kloniert. Im aktiven Zentrum dieser EndoG war das DRGH-Motiv zu DAGA mutiert
worden, was eine komplette Inaktivierung zur Folge hatte (siehe 4.2.3). Des Weite-
ren wurde vor das C-terminale Stopcodon ein flag-tag eingefugt, um die Detektion
mittels eines spezifischen flag-Antikdrpers zu ermoglichen. Es wurde eine inakti-
ve EndoG-Variante exprimiert um sicher zu stellen, dass es durch die Toxizitat der
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EndoG nicht zu Mutationen in den Zellen kommt (siehe 4.2.1). Da die Etablierung
einer stabilen Zelllinie nicht erfolgreich war, wurde flag-EndoG DAGA transient in
Schneider2-Zellen transfiziert und exprimiert.

Die Farbung erfolgte wie in 3.2.1.8 beschrieben. Zur Detektion von EndoG wur-
de ein monoklonaler Maus-anti-flag-Antikdrper verwendet, der wiederum mittels
eines sekundaren FITC-gekoppelten anti-Maus-Antikérpers detektiert wurde. Als
mitochondrialer Marker wurde Mitotracker verwendet. Dieser Fluoreszenzfarbstoff
farbt Mitochondrien in lebenden Zellen. Des Weiteren wurde der Zellkern durch
Interaktion des Farbstoffs DAPI mit nuklearer DNA sichtbar gemacht.

DAPI flag-EndoG Mitotracker merge

Abbildung 23: Mitochondriale Lokalisation von EndoG. Ein Expressionskonstrukt far En-
doG DAGA mit einem C-terminalen flag-tag wurde in Schneider2-Zellen transient trans-
fiziert. Die Zellen wurden mit DAPI (links), FITC-gekoppelten anti-flag-Antikdrper (2. von
links) und Mitotracker (3. von links) gefarbt. In der Abbildung rechts ist die Uberlagerung
aller Signale gezeigt.

In Abbildung 23 sind die drei verschiedenen Farbungen zu sehen. Durch die
Immunfluoreszenz-Mikroskopie wurde deutlich, dass sich EndoG in den Mitochon-
drien befindet: Das rote Signal, welches vom mitochondrialen Marker Mitotracker
ausgeht, und das grine EndoG-FITC-Signal Uberlagern sich genau, was eine Ko-
lokalisation indiziert (siehe Abbildung 23 ganz rechts). Das Signal des Zellkerns
wird nicht vom EndoG-Signal Uberlagert, so dass eine nukleare Lokalisation aus-
geschlossen werden kann. Zellen, die Mitotracker-positiv aber flag-negativ sind,
sind nicht transfizierte Zellen und bestatigen die Spezifitat des flag-Antikérpers
(Abbildung 23, obere Zellen).
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4.3. Der EndoG-EndoGIl-Komplex

4.3.1. EndoGAN53 wird durch EndoGIl unmittelbar und komplett
gehemmt

An die Untersuchungen der funktionellen Eigenschaften von EndoG und EndoGl
sollte sich eine Charakterisierung des EndoG-EndoGIl-Komplexes anschlieSen. Da-
flr wurde zunachst die Fahigkeit von EndoGl die EndoG-Aktivitat zu hemmen naher
betrachtet. Wahrend der Reinigung von rekombinanter EndoGAN53 war im Esche-
richia coli-Extrakt die Messung von EndoG-Aktivitat aufgrund des koexprimierten
EndoGls nicht moglich (siehe 4.2.2). Dies deutet auf eine starke und komplette
Inhibierung von EndoG durch EndoGlI hin. Im nachfolgenden Experiment sollte ge-
klart werden, ob ein EndoGl-Uberschuss in der Lage ist, die Aktivitdt der EndoG
vollstandig zu hemmen.

In einem Reaktionsansatz befanden sich 0,25 uM homogen markiertes Poly(A).
Durch Zugabe von 26 pM EndoGAN53 (4 pM aktives Dimer) wurde die Reaktion ge-
startet. Einem zweiten Reaktionsansatz gleicher Zusammensetzung wurden 5 min
nach Beginn der Reaktion ein 260-facher molarer Uberschuss EndoGl zugegeben.
Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden den beiden Reaktionsansatzen Aliquots
entnommen und mit Formamid-Ladepuffer gemischt. Die Reaktionsprodukte wur-
den mit einem Harnstoffpolyacrylamidgel aufgetrennt und mittels Phosphorima-
ging analysiert (siehe Abbildung 24A).

Auf der linken Halfte des Gels sind die Produkte der Inkubation von homogen mar-
kiertem Poly(A) mit EndoG zu verschiedenen Zeitpunkten zu sehen. Deutlich sicht-
bar ist der charakteristische kontinuierliche Abbau der Substrate zu Oligonukleo-
tiden. Auf der rechten Seite des Gels wurde zum Zeitpunkt t = 5 min dem Reakti-
onsgemisch 7 nM EndoGl zugefugt. An den nun folgenden Zeitpunkten konnte kein
weiterer Abbau des Poly(A) detektiert werden, denn das Abbaumuster von Poly(A)
blieb konstant und es kam zu keiner weiteren Akkumulation von Reaktionsendpro-
dukten. Durch dieses Experiment konnte qualitativ nachgewiesen werden, dass
die Aktivitat von EndoG unmittelbar durch EndoGl blockiert wird.

Um eine unmittelbare und vollstandige Hemmung auch quantitativ nachzuwei-
sen, wurde das Experiment mit Hilfe des TCA-Fallungstests reproduziert. Einem
Reaktionsgemisch mit 4 pM aktivem dimerem EndoGAN53 und 54 uM Poly(A) wur-
de zu den angegeben Zeitpunkten Aliquots entnommen und in diesen die Reaktion
abgestoppt. Nach einer Reaktionszeit von 60 min wurde 130 nM EndoGil, was ei-
nem 5000-fachen molaren Uberschuss entsprach, zugefligt und weitere Aliquots
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Abbildung 24: Sofortige und vollstandige Hemmung von EndoG durch EndoGlI. A In
einem 20 pl Reaktionsansatz wurden 5 pmol homogen markiertes Poly(A) und 26 pM
EndoGAN53 inkubiert (4 pM aktives Dimer). Nach 2 und 5 min wurden je 2 ul enthommen
und mit 4 ul Formamid-Ladepuffer gemischt. Im rechten Abschnitt des Gels wurde der Re-
aktion zum Zeitpunkt t = 5 min 7 pM EndoGl zugegeben und zu den angezeigten Zeitpunk-
ten weitere Proben entnommen. Die Proben wurden auf einem 15%igen denaturierenden
Polyacrylamidgel aufgetrennt. Der Zeitpunkt t = 0 zeigt das Substrat vor Enzymzugabe.
B 26 pM EndoGAN53 (4 pM aktives Dimer) wurden in Reaktionspuffer bei Standardbedin-
gungen inkubiert. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden Aliquots enthommen und in
Stoplésung gegeben. Nach 60 min wurden 130 nM EndoGl in den Reaktionsansatz gege-
ben und weitere Aliquots enthommen. Die Datenpunkte wurden linear angepasst und die
Progresskurven schneiden sich exakt zu dem Zeitpunkt der Inhibitorzugabe.

enthommen.

In Abbildung 24B ist die durch den TCA-Fallungstest bestimmte molare Menge an
TCA-I6slichen Reaktionsprodukten gegen die Zeit aufgetragen. Es lag ein konstan-
ter Poly(A)-Umsatz vor, erkennbar an dem linearen Anstieg der Produktmenge.
Nachdem der 5000-fache molare Uberschuss an EndoGl dem Reaktionsgemisch
zugegeben wurde, war kein weiterer Poly(A)-Abbau detektierbar, denn die hydroly-
sierte Menge an Poly(A) blieb konstant. Die Datenpunkte wurden linear angepasst
und der Schnittpunkt beider Geraden war zugleich der Zeitpunkt der Inhibitorzuga-
be. Somit konnte eindeutig nachgewiesen werden, dass ein Uberschuss an EndoGl
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die Aktivitat von EndoG vollstandig und unmittelbar unterbinden kann. Diese Be-
obachtung legt nahe, dass die Inhibierung von EndoG durch einfache Assoziation
von EndoGIl ermdglicht wird.

4.3.2. Der EndoG-EndoGI-Komplexes besitzt eine 2:1-Stochiometrie

Die Anabaena-Nuklease NucA ist das einzige EndoG-Homologe, flr welches
ebenfalls ein spezifischer Proteininhibitor bekannt ist. Die Stochiometrie des
NucA-NuiA-Komplexes wurde mittels Ultrazentrifugation mit 1:1 bestimmt
[Meiss et al., 1998]. Dabei liegt NucA allein im Gegensatz zu EndoG als Monomer
vor. Drosophila-EndoGl besitzt zwei homologe Domanen, die modglicherweise
unabhangig voneinander mit EndoG interagieren kdonnen. Es stellte sich die Frage,
ob die Drosophila-EndoG, obwohl sie dimerisiert, ebenfalls in einem 1:1-Komplex
mit EndoGl vorliegt, oder die besondere Struktur von EndoGl die Stéchiometrie
des EndoG-EndoGlIl-Komplexes beeinflusst. Daher wurde die Stochiometrie des
Nuklease-Inhibitor-Komplexes durch analytische Ultrazentrifugation bestimmt.
Auch fur die Molmassebestimmung des EndoG-EndoGl-Komplexes wurden Se-
dimentationsgleichgewichtslaufe durchgefuhrt (siehe 4.1.1). Erneut wurde die
nahezu inaktive EndoG-Variante EndoGAN55 N187K verwendet, denn diese
Variante allein bildet stabile Dimere (siehe 4.2.6.9). Diese Beobachtung indiziert,
dass trotz der geringen Aktivitat eine native Struktur vorliegt.

Unter Gleichgewichtsbedingungen wurden 5 upuM EndoGl mit 0-20 uM
EndoGANS5 N187K titriert. Die Zentrifugation erfolgte, bis stabile Komplexe
beobachtet wurden. Die gemessen Daten sind in Abbildung 25 dargestelit.

Abbildung 25: Analytische Ultrazentri-
fugation von EndoGAN55 N187K mit En-
doGl. 5 uM EndoGI wurden mit 0-20 uM
EndoGAN55 N187K titriert. Die Proben
o wurden bei 10000 rpm und 20°C bis
zur Einstellung eines Gleichgewichts zen-
trifugiert. Die Berechnung der apparen-
ten Molekularmassen der entsprechen-
den Proteinmischungen wurde aus Daten

Y vorgenommen, die bei 230 und 280 nm
40000 1 | | | aufgenommen wurden. Abgebildet sind

0 1 2 3 4 Daten von zwei unabhangigen Experi-
Molverhaltnis EndoG:EndoGl menten.
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Der Komplex mit der grofiten apparenten Masse wurde bei zweifach molarem
Uberschuss von (monomerem) EndoGAN55 N187K (iber EndoGl ermittelt. Das ap-
parente Molekulargewicht dieses Komplexes von 101+3,8 kDa entspricht dabei
etwa dem Molekulargewicht von zwei Molekltlen EndoG (30,5 kDa) und einem Mo-
lektl EndoGl (44,5 kDa). Ein Molekul EndoGl bindet daher offenbar ein dimeres Mo-
lekll EndoG. Diese Stochiometrie konnte von Dr. ANTON MEINHART (MPI Heidelberg)
auch durch isothermale Titrationskalorimetrie bestatigt werden (personliche Mit-
teilung). Die 2:1-Stéchiometrie des EndoG-EndoGIl-Komplexes unterscheidet sich
daher von der des 1:1-NucA-NuiA-Komplexes. So scheinen die beiden Inhibitoren,
obwohl sie funktionell homolog sind, keine oder nur eine geringfugige Strukturho-
mologie zu besitzen.

Da EndoGANS55 N187K eindeutig definierte Komplexe mit EndoGl bildete, konnte
untermauert werden, dass diese Variante, trotz geringer enzymatischer Aktivitat,
eine native Struktur besitzt.

4.3.3. EndoGIl bindet EndoGAN53 mit hoher Affinitat

Wahrend der Reinigung von rekombinanter EndoG hatte es sich als schwierig er-
wiesen, koexprimiertes EndoGl abzutrennen (4.2.2). Trotz eines fehlendes His-
tags konnte nach der Ni-NTA-Affinitatschromatographie EndoGI mittels Western
blotting nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Erst im weiteren Verlauf
der Reinigung war die vollstandige Trennung von EndoG und EndoGl erfolgreich
(siehe 4.2.2). Diese Beobachtung deutet auf eine hohe Affinitat der beiden Pro-
teine hin. Um die exakte Affinitat von EndoGlI fur EndoG zu bestimmen, wurde

EndoGl zu EndoG titriert. Die EndoG-Aktivitat wurde durch TCA-Fallungstests er-
mittelt (3.2.5.1). Es wurde bei pikomolaren Konzentrationen gearbeitet. Bei die-
sen Konzentrationen ist die Komplexbildung zeitabhangig und nicht unmittelbar
(bimolekulare Reaktion). Im folgendem Experiment wird dieser Sachverhalt dar-
gestellt (siehe Abbildung 26).

Es wurde zeitabhangig der Substratumsatz von EndoG in An- und Abwesenheit
von EndoGl beobachtet. Dabei reichte die zugegebene Konzentration von EndoGl
far eine komplette Inhibierung der EndoG nicht aus und eine Restaktivitat sollte
bestimmbar sein. Bei einem erwarteten konstanten Substratumsatz musste so-
wohl fir EndoG, als auch fir EndoG in Gegenwart von EndoGl ein linearer Anstieg
an Produkt zu beobachten sein.

Wurde 3,5 pM aktives dimeres EndoGAN53 mit Poly(A) inkubiert, lag genau die-
ser lineare Anstieg an Produkt Uber die Zeit vor (Abbildung 26, Punkte). Bei der
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Abbildung 26: Kinetik der EndoG-

- ° EndoGI-Bindung. Inkubation von 3,5 pM
o 250 dimerer aktiver EndoGAN53 allein (Punk-
<Ez il L te) oder mit 2 pM EndoGl (Dreieck) in
©° einem Reaktionsgemisch mit 54 uM Po-
E 150 | ™ ly(A) bei 30°C. Die Proteine wurden in
E ° Reaktionspuffer gemischt und die Reak-
2 1007 . M R tion durch Zugabe von Poly(A) gestar-
E 50 A A A tet. Aliquots wurden zu den entsprechen-

,2‘ den Zeitpunkten entnommen und ab-
o J T T T T gestoppt. Die TCA-l6sliche Produktmen-

0 20 40 ?O _80 100 120 ge wurde durch den TCA-Fallungstest be-

Betrachtung des Substratumsatzes der EndoG in Gegenwart von EndoGl fallt auf,
dass kein konstanter Umsatz vorlag (Dreiecke). Stattdessen beschreibt der Um-
satz eine Kurvatur. Bei Inkubation von 3,5 pM EndoGAN53 mit 2 pM EndoGlI war
der Substratumsatz zunachst konstant und nahezu gleich dem der EndoGAN53 in
Abwesenheit von EndoGl. Somit scheint initial nur ein Bruchteil des EndoGl bereits
EndoG gebunden zu haben, denn es wurde eine fast maximale EndoG-Aktivitat er-
reicht. Nach 15 min konnte jedoch beobachtet werden, dass der Poly(A)-Umsatz
immer mehr abnahm. Es kam zur vermehrten Inhibierung der EndoGAN53 und da-
mit zur vermehrten EndoG-EndoGI-Komplexbildung, deutlich zu erkennen am ,,Ab-
knicken” der Progresskurve zwischen den Zeitpunkten 20-90 min. Erst nach rund
90 min war die Komplexbildung abgeschlossen und ein konstanter, wesentlich ge-
ringerer Umsatz blieb bestehen. Fiur alle weiteren Untersuchungen des Komplexes
bei pikomolaren Konzentrationen war es daher erforderlich, die eingesetzten Pro-
teine zunachst in Reaktionspuffer (3.2.5.1) in Abwesenheit von Substrat fir 90 min
bei 30°C vorzuinkubieren, um die vollstandige Komplexbildung zu ermdglichen.
Dieses Ergebnis steht nicht im Widerspruch mit den in Abbildung 24 dargestellten
Experimenten, denn dort wurde ein groRer molarer Uberschuss an EndoGl verwen-
det. Damit wurde die Bildung des Komplexes nach dem Massenwirkungsgesetz
beschleunigt, denn die Assoziation ist eine Reaktion zweiter Ordnunag.

Zur Bestimmung des Kp-Werts des Komplexes wurde EndoGl zu einer konstan-
ten Konzentration von EndoGANS53 titriert. Die EndoG-Aktivitat wurde mit dem
TCA-Fallungstest ermittelt (siehe 3.2.5.1). Es wurden Titrationen bei drei verschie-
denen EndoGAN53-Konzentrationen im Bereich von 8,7-26 pM (entspricht 1,2-
4 pM aktivem Dimer ) durchgefuhrt. Daflur wurde EndoGlI in einem Bereich von
0,05-5 pM titriert.

In Abbildung 27 ist eine dieser Titrationen und die entsprechende Anpassung zu
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100 1 Abbildung 27: Affinitdt von EndoGI fir
EndoG. 8,7 pM EndoGAN53 (1,4 pM akti-

g ge ves dimeres EndoGAN53) wurden mit En-
D o4 doGl im Bereich von 0,05-5 pM titriert.
S Die Proteine wurden in Reaktionspuffer
% 40 - 90 min vorinkubiert, die Reaktion dann
'-E durch Zugabe von 54 uM Poly(A) gestar-
~ 20 - tet und nach 4 h 20 min gestoppt. Die
Auswertung der Daten erfolgte nach Glei-

0

y ; y y chung 3 (siehe 3.2.5.1). Fur diese Mes-
0 ! 2 3 4 3 sung wurde ein Kp-Wert von 0,1 pM be-
EndoGl (pM) rechnet.

sehen. Dabei basiert der ermittelte Kp-Wert auf funf unabhangigen Messungen.
Die erhaltenen Daten wurden an die Gleichung 3 (3.2.5.1) angepasst und ein
Kp-Wert von 0,164+0,06 pM berechnet. Voraussetzung fur die Anpassung ist die
Annahme, dass es sich um ein echtes Gleichgewicht zwischen EndoG und EndoGil
handelt.

Bei der Anpassung der gemessenen Daten kam es zu einer Uberraschenden
Beobachtung. Wurden die mittels SDS-PAGE berechnete Proteinkonzentrationen
fur EndoGANS53 in die Gleichung 3 (3.2.5.1) eingesetzt, konnten die Daten nicht
angepasst werden. Erfolgte jedoch eine freie Anpassung der Daten, indem kei-
ne EndoGAN53-Konzentration vorgegeben wurde, erfolgte die Anpassung wie in
Abbildung 27 zu sehen. Dabei wurden EndoG-Konzentrationen ermittelt, die et-
wa um ein 2-10-faches niedriger waren als die gemessenen EndoG-Monomer-
Konzentrationen. Diese ermittelten EndoG-Konzentrationen konnten daruber hin-
aus streuen, wobei die ermittelten Kp-Werte konstant blieben. Es gab eine deutli-
che Diskrepanz zwischen der gemessenen EndoG-Konzentration und der tatsach-
lichen Konzentration an aktivem Enzym, was auf groBere Abweichungen in der
Proteinbestimmung hinwies. Des Weiteren kénnte auch ein Teil des gereinigten
EndoG-Proteins inaktiv sein. Zur Bestimmung der tatsachlichen Konzentration an
aktiver EndoG wurde eine stdchiometrische Titration durchgefuhrt (siehe 4.3.4).

4.3.4. Die rekombinante EndoGANS53 ist nur teilweise aktiv

Wie bereits erwahnt, gab es eine deutliche Diskrepanz zwischen der berechne-
ten und der tatsachlichen Konzentration an aktiver EndoG (siehe 4.3.3). Mittels
einer stochiometrischen Titration wurde die tatsachliche Konzentration an aktiver
EndoGANS53 bestimmt. Dabei wurden EndoG und EndoGIl bei nanomolaren Kon-
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zentrationen titriert. Diese Konzentrationen befinden sich 1000-fach Uber dem
ermittelten Kp-Wert. Daher kann nach dem Massenwirkungsgesetz davon ausge-
gangen werden, dass eine unmittelbare Komplexbildung stattfindet und damit die
Konzentration an EndoGil, bei der keine EndoG-Aktivitat mehr messbar ist, der Kon-
zentration an aktivem EndoG-Dimer entspricht. Dabei gilt die Voraussetzung, dass
inaktive EndoG kein EndoGl bindet.

Die EndoG-Aktivitat wurde mit Hilfe des TCA-Fallungstest bestimmt. Zu 10 nM
EndoGAN53 (gemessene Monomerkonzentration) wurden 1-25 nM EndoGl titriert.
In Abbildung 28 sind die gemessenen Daten gezeigt.

120
/ Abbildung 28: Stochiometrische Titra-
—o — o

100 tion von EndoG mit EndoGIl. Zu 10 nM

g - EndoGAN53 wurden 1-2,5 nM EndoGl zu
> titriert. Die Proteine wurden in Reakti-
3 604 onspuffer gemischt, die Reaktion wurde
% durch Zugabe von 54 uM Poly(A) gestar-
£ 407 tet und nach 2 min gestoppt. Die hydro-

lysierte Menge an Poly(A) wurde mittels
TCA-Fallungstest ermittelt (siehe 3.2.5.1).
Die Datenpunkte wurden linear ange-
passt und die Geraden schneiden sich bei
EndoGl (pM) 1,6 nM EndoGl.
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Die Datenpunkte wurden linear angepasst. Der Schnittpunkt beider Geraden
liegt bei 1,6 nM EndoGIl. Wenn diese Konzentration an EndoGl eine komplette In-
hibierung ermdéglichte und von einem 2:1-EndoG-EndoGIl-Komplex ausgegangen
wird, enthielt der Reaktionsmix statt 10 nM nur 3,2 nM monomere und aktive En-
doG. Somit sind nur rund 30% der eingesetzten Konzentration von EndoG aktiv.
Fur alle Experimente wird daher in dieser Dissertationsschrift sowohl die mittels
SDS-PAGE, als auch die mittels Titration gemessene Konzentration an EndoGANS53
angegeben.

4.3.5. Beide EndoGIl-Domanen sind aktiv

Wie zuvor erlautert, besteht EndoGl aus zwei homologen Domanen (siehe Abbil-
dung 5). Da zudem der EndoG-EndoGI-Komplex eine 2:1-Stéchiometrie aufweist,
entstand die Frage, ob beide Domanen des Inhibitors unabhangig voneinander die
Aktivitat von EndoG inhibieren kénnen. Es wurden beide Domanen separat klo-
niert. Dabei wurden die Aminosauren 1-192 der N-terminalen Domane und die
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Aminosauren 193-359 der C-terminalen Domane zugeordnet. Es erfolgte die re-
kombinante Expression in Escherichia coli und die Reinigung der Proteine (siehe
3.2.3.7). Die Kp-Werte wurden durch separate Titration von EndoGAN53 mit den
Domanen bestimmt.

Die nukleolytische Aktivitat der EndoG wurde mittels TCA-Fallungstest ermittelt.
Dafur wurde 13-65 pM EndoGAN53 (2-10 pM aktives Dimer) mit der jeweiligen
EndoGI-Domane in Gegenwart von 54 uM Poly(A) inkubiert.

Die N-terminale Domane (EndoGl 1-192) wurde in einem Bereich von 50-2070 nM
titriert. Eine dieser Titrationen ist im linken Teil der Abbildung 29 wiedergegeben.
Die Anpassung der Daten von vier unabhangigen Messungen mit der Gleichung 3
(siehe 3.2.5.1) ergab einen Kp-Wert von 70+6 nM und damit eine um einen Faktor
400.000 verringerte Affinitat von EndoGl 1-192 flir EndoG im Vergleich zum voll-
standigen EndoGl.

Die C-terminale Domane (EndoGl 193-359) wurde von 0,05-2 nM titriert und in
Abbildung 29 rechts ist eine dieser Titrationen dargestellt. Nach Anpassung der
ermittelten Daten von vier unabhangigen Titrationen mit der Gleichung 3 wurde
ein Kp-Wert von 406 pM berechnet. Damit besitzt die C-terminale Domane eine
1750-fach héhere Affinitat zu EndoG als die N-terminale Domane. Die Affinitat des
vollstandigen EndoGl ist dennoch um das 250-fache héher als die der C-terminalen
EndoGI-Domane.

Mit diesen Titrationen konnte bewiesen werden, dass beide Domanen in der La-
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Abbildung 29: Affinitat der EndoGIl-Domanen fur EndoG. Links 65 pM EndoGAN53 (10 pM
aktives Dimer) wurden mit 0,05-2,07 uM EndoGl 1-192 titriert. Die Proteine wurden in
Reaktionspuffer gemischt, die Reaktion wurde durch Zugabe von Poly(A) gestartet und
nach 2 h gestoppt. Rechts 32 pM EndoGAN53 (5 pM aktives Dimer) wurde mit 0,05-2 nM
EndoGIl 193-359 titriert. Die Proteine wurden in Reaktionspuffer flr 90 min vorinkubiert,
die Reaktion wurde durch Zugabe von Poly(A) gestartet und nach 3 h gestoppt. In beiden
Abbildungen ist die Anpassung der Daten mit der Gleichung 3 (3.2.5.1) zu sehen.
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ge sind, die EndoGAN53-Aktivitat separat zu inhibieren. Allerdings haben beide
EndoGIl-Domanen eine deutlich niedrigere Affinitat zu EndoGANS53 als der voll-
standige EndoG-Inhibitor. Die mittels analytischer Ultrazentrifugation bestimmte
2:1-Stochiometrie des Komplexes wird somit durch die Interaktion beider EndoGl-
Domanen mit je einem EndoG-Monomer erklart.

Nachdem die Kp-Werte der einzelnen EndoGIl-Domanen separat bestimmt waren,
ergab sich die Frage, ob durch Titration beider EndoGI-Domanen zusammen die
inhibitorische Kapazitat von vollstandigem EndoGIl wieder hergestellt wird. In ei-
nem Reaktionsansatz wurde EndoGAN53 mit beiden EndoGIl-Domanen gleichzeitig
titriert. Der EndoG-Umsatz wurde erneut mittels TCA-Fallungstest bestimmt. Der
ermittelte Kp-Wert von 40 pM entsprach dem der C-terminalen Domane (Daten
nicht gezeigt), die die hohere Affinitat fur EndoG aufweist. Es konnte keine weitere
Affinitdtszunahme beobachtet werden. Somit lie8 sich durch einfache Komplemen-
tation der beiden EndoGI-Domanen die inhibitorische Kapazitat des vollstandigen
EndoGl nicht erreichen.

4.3.6. EndoGAN53 DAGA kann EndoGlI nicht binden

Bereits 1994 wurde berichtet, dass der spezifische Inhibitor Barstar die extra-
zellulare RNase Barnase (beide aus Bacillus amyloliquefaciens) durch Interaktion
mit den Aminosauren des aktiven Zentrums inhibiert [Buckle et al., 1994]. Dabei
wird vor allem das Histidin 102 behindert, welches als allgemeine Base die RNA-
Hydrolyse katalysiert. Auch fur die EndoG-homologe Nuklease NucA aus Anabaena
wurde festgestellt, dass das aktive Zentrum an der Bindung des spezifischen Inhi-
bitors NuiA beteiligt ist [Ghosh et al., 2007].

Vor dem Hintergrund dieser Informationen war es daher von Interesse zu
untersuchen, ob ein korrektes aktives Zentrum der EndoG notwendig fur
die EndoG-EndoGl-Interaktion ist. In der bereits vorgestellten EndoG-Variante
EndoGAN53 DAGA (siehe 4.2.3) wurde das aktive Zentrum durch Aminosau-
reaustausch von DRGH zu DAGA mutiert, um eine Expression in Abwesenheit
des Inhibitors zu erméglichen. Es war gezeigt worden, dass dieser Austausch in
der bovinen EndoG zu vollstandigem Aktivitatsverlust fuhrt [Schafer et al., 2004].
Es wurde mittels eines TCA-Fallungstests nachgewiesen, dass die Drosophila-
EndoGAN53 DAGA eine um einen Faktor 107 verringerte spezifische Aktivitat be-
sitzt (siehe 4.2.3). Da diese Variante jedoch verwendet werden sollte, um die St6-
chiometrie des EndoG-EndoGI-Komplexes in der analytischen Ultrazentrifuge zu
bestimmen, wurde getestet, ob diese inaktive EndoG-Variante mit der aktiven En-
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doG um EndoGl konkurrieren kann.

Eine Titration von EndoGl zu einer konstanten Konzentration EndoGAN53 wurde
daher in Gegenwart eines 10-fachen molaren Uberschusses an EndoGAN53 DAGA
durchgefthrt. Als Kontrolle wurde das Experiment auch mit einem 10-fachen mo-
laren Uberschuss an aktiver EndoGAN53 vollzogen. Zu 32 pM EndoGAN53 (gemes-
sene Monomerkonzentration, 5 pM aktives Dimer) wurden 320 pM EndoGANS53 DA-
GA bzw. EndoGAN53 zugefugt und anschlieBend EndoGl im Bereich von 1-1000 pM
titriert. Der Poly(A)-Umsatz durch die aktive EndoGAN53 wurde mittels des TCA-
Fallungstests (siehe 3.2.5.1) bestimmt. Die gemessenen Daten wurden mit der
Gleichung 3 angepasst (3.2.5.1). In Abbildung 30 sind sowohl die Datenpunkte,
als auch die Anpassungen zu sehen.
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Abbildung 30: Titration von EndoGl zu EndoG in Gegenwart eines Uberschusses an
EndoGAN53 DAGA. In allen Ansatzen befand sich 32 pM EndoGAN53 (5 pM aktives Di-
mer), welches mit 1-1000 pM EndoGl titriert wurde. Es wurde bei der blauen Kurve ein 10-
facher Uberschuss EndoGAN53 DAGA und bei der roten Kurve ein 10-facher Uberschuss
EndoGAN53 zugegeben. Die schwarze Kurve gibt die Daten der Titration von EndoGAN53
mit EndoGl allein wieder. Die Proteine wurden in Reaktionspuffer gemischt, die Reak-
tion wurde durch Zugabe von Poly(A) gestartet und nach 3 h bzw. flr die rote Kurve
nach 25 min gestoppt. Um die Aktivitaten unterschiedlicher Enzymmengen an aktiver
EndoGANS53 zu bericksichtigen und die Reaktionen im linearen Bereich der Produkt-Zeit-
Kurve zu beenden, wurden diese zu unterschiedlichen Zeiten abgestoppt. Die Anpassung
erfolgte mit der Gleichung 3 (3.2.5.1). In der Abbildung rechts ist ein Ausschnitt der Titra-
tion zu sehen.

Wirde die inaktive EndoG mit der aktiven EndoG um EndoGl konkurrieren, soll-
te eine Wiederherstellung von EndoGAN53-Aktivitat, und damit eine Verschiebung
der Anpassung nach rechts zu beobachten sein. Dies ist nicht der Fall. Der Kurven-
verlauf fur die EndoG-EndoGlI-Titration allein (schwarz) und der fur die Titration
in Gegenwart von EndoGAN53 DAGA (blau) sind identisch. Wohingegen flur die
Titration in Gegenwart eines 10-fachen molaren Uberschusses an aktiver EndoG
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eine deutliche Rechtsverschiebung der roten Kurve zu beobachten ist (Abbildung
30). In weiteren Titrationen wurde EndoGAN53 DAGA bis zu einem 5000-fachen
molaren Uberschuss zugegeben. Es konnte jedoch nie eine Rickgewinnung von
EndoGANS53-Aktivitat beobachtet werden. Somit ist EndoGAN53 DAGA, selbst bei
einem Uber 1000-fachen Uberschuss, nicht in der Lage EndoGl zu binden. Da
EndoGANS53 DAGA korrekt gefaltet zu sein scheint (siehe 4.2.5), lasst sich daraus
schliel8en, dass das aktive Zentrum der Drosophila-EndoG an der EndoGI-Bindung
beteiligt ist.

4.3.7. EndoGAN55 N187K konkurriert mit EndoG um EndoGl

Nachdem festgestellt wurde, dass eine EndoG-Variante mit mutiertem aktiven
Zentrum unfahig ist, mit der Wildtyp-EndoG um EndoGl zu konkurrieren (sie-
he 4.3.6), sollte untersucht werden, ob die zweite nahezu inaktive EndoG-Variante
EndoGANS55 N187K ebenfalls nicht in der Lage ist, mit EndoGAN53 um EndoGl zu
konkurrieren. EndoGAN55 N187K besitzt nur eine sehr geringe Aktivitat (spezi-
fische Aktivitat 1.000.000-fach niedriger als Wildtyp). Dabei ist das DRGH-Motiv
in dieser EndoG-Variante intakt (siehe 4.2.4. Die verminderte Aktivitat ist auf ei-
ne Punktmutation des Asparagins 187 zu Lysin zurlckzufUhren, wobei Aspara-
gin 187 hoéchstwahrscheinlich an der Bindung des katalytisch wichtigen divalen-
ten Metallions beteiligt ist und damit zum aktiven Zentrum der EndoG gehort
[Schafer et al., 2004]. EndoGANS55 N187K ist jedoch in der Lage, stabile Komplexe
mit EndoGl zu bilden (siehe 4.3.2). Die EndoGAN53-Aktivitat im folgenden Expe-
riment wurde mittels des TCA-Fallungstests bei einer Poly(A)-Konzentration von
54 uM bestimmt. Die Aktivitat der EndoGAN55 N187K war bei den verwendeten
Konzentrationen zu vernachlassigen.

In einem Reaktionsgemisch wurden konstante Mengen aktiver EndoGAN53 mit
steigenden Mengen EndoGAN55 N187K inkubiert, bevor eine konstante Menge
EndoGl zugegeben wurde. Dabei konnte in Abwesenheit von EndoGAN55 N187K
rund 20% Restaktivitat gemessen werden. Es wurde untersucht, ob bei steigen-
den EndoGANS55 N187K-Konzentrationen die EndoG-Aktivitat trotz Gegenwart von
EndoGl wiedererlangt wurde.

Dafir wurden 13 pM EndoGAN53 (2,5 pM aktives Dimer) mit 0,01-10 nM
EndoGAN55 N187K gemischt und anschlieBend 2 pM EndoGl zugefligt. Die Pro-
teine wurden 90 min bei 30°C vorinkubiert, die Reaktion durch Zugabe von
Poly(A) gestartet und nach 3 h gestoppt. In Abbildung 31 links wurde die ge-
messenen Daten aufgetragen. Die nukleolytische Aktivitat der 13 pM EndoGANS53
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Abbildung 31: Titration von EndoGAN55 N187K zu einer konstanten Konzentration
EndoG-EndoGl. 13 pM EndoGAN53 (2,5 pM aktives Dimer) wurden mit 0,01-10 nM
EndoGAN55 N187K gemischt und anschlieBend 2 pM EndoGl zugefugt. Die Proteine wur-
den 90 min bei 30°C vorinkubiert, die Reaktion durch Zugabe von Poly(A) gestartet und
nach 3 h gestoppt. Links Auftragung der gemessenen Daten. Rechts Anpassung der Da-
ten erfolgte mit der Gleichung 4 (3.2.5.1).

in Abwesenheit von EndoGAN55 N187K und EndoGIl entsprach 100% Aktivi-
tat. Durch EndoGIl wurde ein Grof3teil von EndoGAN53 inhibiert: das verblei-
bende freie EndoGAN53 hatte eine 17%ige Restaktivitat. Je mehr inaktives
EndoGAN55 N187K zugegeben wurde, umso mehr Aktivitat wurde wiedererlangt.
Bei 5 nM EndoGAN55 N187K war die Gesamtaktivitat wieder 100%, also wurde En-
doGl komplett von EndoGAN55 N187K gebunden. Nach Anpassung der Daten mit
der Gleichung 4 (3.2.5.1) konnte die Affinitat von EndoGAN55 N187K fur EndoGl
mit 37,7+4,8 pM bestimmt werden (Abbildung 31 rechts). Damit ist der Kp-Wert
von EndoGAN55 N187K fur EndoGlI rund 230-fach hoéher als fur die aktive Variante
EndoGANS53. Obwohl enzymatisch nahezu inaktiv, war EndoGAN55 N187K jedoch
in der Lage mit der aktiven EndoGAN53 um EndoGl zu konkurrieren. Die stark ver-
ringerte Affinitat von EndoGAN55 N187K starkt jedoch die Vermutung, dass das
aktive Zentrum von EndoG fur die Bindung von EndoGl wichtig ist.

4.3.8. Der EndoG-EndoGIl-Komplex dissoziiert extrem langsam

Die Geschwindigkeitskonstante der Dissoziation eines Proteinkomplexes ist ein
Mal fur die Stabilitat des Komplexes. Um die Dissoziationsgeschwindigkeitskon-
stante des EndoG-EndoGI-Komplexes zu bestimmen, wurde ein Deinhibierungver-
such durchgefuhrt. Zusatzlich sollte damit bestatigt werden, dass es sich bei der
Komplexbildung um ein echtes Gleichgewicht handelt. Es wurde bereits nachge-
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wiesen, dass die inaktive EndoG-Variante EndoGAN55 N187K EndoGl binden kann
(siehe 4.3.2 bzw. 4.3.7). Somit konnte sie als ,Falle” dienen, um frei werdendes
EndoGI aus einem zuvor gebildeten EndoG-EndoGI-Komplex zu binden. Die zeit-
abhangige ,Ruckgewinnung” von EndoG-Aktivitat konnte dann beobachtet wer-
den. Da EndoGAN55 N187K eine deutlich niedrigere Affinitat flir EndoGl besitzt als
Wildtyp-EndoGAN53, wurde die katalytisch inaktive EndoGANS55 N187K in einem
1000-fachen molaren Uberschuss eingesetzt.

Das Experiment bestand aus fiinf Versuchsreihen, in denen die Anderung der en-
zymatischen Aktivitat Uber die Zeit gemessen wurde. Dabei wurden die einge-
setzten Proteine in Reaktionspuffer 90 min vorinkubiert und die Reaktion durch
Zugabe von 54 uM Poly(A) gestartet. Zu den entsprechenden Zeitpunkten wurden
Aliquots entnommen, diese abgestoppt und mittels TCA-Fallungstest ausgewertet.
Die gemessenen Daten fur alle Reaktionen sind im linken Teil der Abbildung 33 dar-
gestellt.

Alle Reaktionen enthielten 26 pM EndoGANS53 (4 pM aktives Dimer). Durch Inkuba-
tion von 26 pM EndoGAN53 konnte die nicht-inhibierte Aktivitat bestimmt werden
(schwarz). Vorinkubation der EndoGAN53 mit 10 pM EndoGl ergab eine fast kom-
plette Inhibierung (grun). Die Zugabe von 26 nM EndoGAN55 N187K (violett) ergab
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Abbildung 32: Kinetik der Dissoziation des EndoG-EndoGl-Komplexes. Alle funf Ver-
suchsreihen enthielten 26 pM EndoGAN53 (4 pM aktives Dimer). Die Enzyme wurden
90 min bei 30°C vorinkubiert und die Reaktion durch Zugabe von Poly(A) gestartet. Zu
den entsprechenden Zeitpunkten wurden Aliquots entnommen und abgestoppt. Schwarz:
EndoGANS53 allein, grin: Inkubierung EndoGAN53 mit 10 pM EndoGl, violett: EndoG +
26 nM EndoGANS55 N187K, blau: Inkubation von EndoGAN53 mit 10 pM EndoGl und 26 nM
EndoGAN55 N187K. In der finften Versuchsreihe (rot) wurden dem vorinkubierten EndoG
und EndoGI gleichzeitig mit dem Substrat 26 nM EndoGAN55 N187K zugegeben. Links
Die Daten des gesamten Zeitverlaufs flr alle Versuchsreihen sind dargestellt. Rechts Der
untere Teil des linken Diagramms ist vergroBert abgebildet.
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fast die gleiche Aktivitat wie EndoG und zeigte, dass die mutierte EndoG-Variante
EndoGANS55 N187K keine Aktivitat besitzt. Durch Zugabe von 10 pM EndoGl und
26 nM EndoGAN55 N187K (blau) konnte die maximale EndoG-Aktivitat bestimmt
werden, die durch Bindung des EndoGl an die inaktive Variante zurickgewonnen
wurde. In der flnften Versuchsreihe (rot) wurde EndoGAN53 mit 10 pM EndoGl vor-
inkubiert und dann gleichzeitig mit dem Substrat wurde 26 nM EndoGAN55 N187K
zugegeben. Die Zunahme an Nuklease-Aktivitat dieser Versuchsreihe entspricht
der zeitabhangigen Dissoziation des EndoG-EndoGl-Komplexes. Durch Dissoziati-
on des Komplexes freigesetztes EndoGl wurde von der im Uberschuss vorliegen-
den EndoGAN55 N187K sofort weggefangen und die gleichzeitig freigewordene
EndoGANS53 konnte nun Poly(A) hydrolysieren. In Abbildung 33 rechts ist diese
Zunahme der katalytischen Aktivitat deutlich zu sehen (in Form der roten Kurve).

Somit konnte die Reversibilitdat der EndoG-Inhibierung nachgewiesen werden.
Die Berechnung der Geschwindigkeitskonstante der Dissoziation kqf erfolgte nach
Gleichung 6 (3.2.5.1). Die Progresskurve der Zunahme des Substratumsatzes wur-
de unter Bericksichtigung des maximalen Substratumsatzes fur die simultane In-
kubation aller Komponenten ausgewertet (siehe Abbildung 33). Es wurde ein kq¢f
von (2,66+ 0,12)-10° s'! berechnet. Der ermittelte Fehler reprasentiert die Abwei-
chung der Anpassung. Mit einer Halbwertszeit von rund 3 Tagen ist der Komplex
extrem stabil. Zusammen mit dem Kp-Wert fur die Reaktion kann nun eine Ge-
schwindigkeitskonstante von rund 1-10°7 M-1s™! fiir die Assoziation des Komplexes
berechnet werden. Dieser Wert ist sehr nahe der Diffusionsgrenze fur Reaktionen
zweiter Ordnung.
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4.4. Die Drosophila-14-3-3-Proteine und EndoGl

Bei der massenspektrometrischen Identifizierung von EndoGIl wurden ebenfalls die
Drosophila-14-3-3-Proteine gefunden (siehe Abbildung 4). Dabei koeluierten beide
14-3-3-Proteine nach einer Reinigung Uber sechs aufeinanderfolgende Chromato-
graphiesaulen mit EndoGl. Somit lag der Verdacht nahe, dass sie moglicherweise
mit EndoGl assoziiert sind.

Bei 14-3-3 handelt es sich eine in Eukaryoten hoch konservierte, allgegenwar-
tig exprimierte Proteinfamilie, deren Name aus der Kombination von Fraktions-
nummer der DEAE-Cellulose-Chromatographie und der Migrationsposition der an-
schlieBenden Starkegelelektrophorese resultierte [Fu et al., 2000]. Wahrend im
Menschen bisher sieben Isoformen identifiziert wurden (f3,v,¢€,0,{,T,1n), wurden
in Drosophila melanogaster bis jetzt nur zwei Isoformen gefunden: € und (, die
beide mit EndoGIl gereinigt und anschliefend identifiziert wurden (siehe 4.1)
[Skoulakis et al., 1996, Chang & Rubin, 1997, Wang & Shakes, 1996].

14-3-3 gehdrt zu einer ubiquitar vorkommenden Proteinfamilie, deren Mitglie-
der an einer Vielzahl von regulatorischen Prozessen innerhalb der Zelle beteiligt
sind. Dabei sind vor allem Proteine, die an Signalkaskaden beteiligt sind (z.B. hu-
manes Raf) 14-3-3-Bindungspartner [Freed et al., 1994]. Die Bindung von 14-3-3-
Proteinen an Liganden wird hauptsachlich durch Serin-Phosphorylierung eines Er-
kennungsmotivs kontrolliert. Aber auch unphosphorylierte Proteine werden als
Bindungspartner akzeptiert [Fu et al., 2000].

4.4.1. Die 14-3-3-Proteine sind gleichmaRBig in der Zelle verteilt

Die bisher in Eukaryoten identifizierten 14-3-3-Proteine wurden als vorwiegend
zytoplasmatisch beschrieben. Sie kdnnen jedoch auch an der Zellmembran und in
anderen Zellkompartimenten wie Kern oder dem Golgi-Apparat gefunden werden
[Freed et al., 1994, Tang et al., 1998]. Um die Lokalisation der Drosophila 14-3-3-
Proteine eindeutig festzustellen, wurde Immunfluoreszenz-Mikroskopie verwen-
det.

Da zunachste keine spezifischen Antikoérper fur die beiden Drosophila 14-3-3-
Proteine vorlagen, wurden durch Dr. CLAUDIA TEMME stabile Schneider2-Zelllinien
hergestellt, in denen separat die Expression von mit einem flag-tag versehenen
14-3-3€ oder 14-3-3C Uber einen Metallothionein-Promoter induziert werden konn-
te (siehe 3.2.2.10).

Die beiden Zelllinien wurden durch Zugabe von 500 uM CuSQO4 induziert und die
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anschlieBende Praparation und Farbung der Zellen erfolgte wie in 3.2.1.8 beschrie-
ben. Dabei wurde zur Detektion der rekombinant exprimierten Proteine ein mono-
klonaler Maus-anti-flag-Antikdrper verwendet, der wiederum mittels eines sekun-
daren Cy3-gekoppelten anti-Maus-Antikorpers detektiert wurde. Weiterhin wurde
der Zellkern durch Interaktion des Farbstoffs DAPI mit nuklearer DNA sichtbar ge-
macht .

DAPI anti-flag merge

Abbildung 34: Lokalisation von rekombinanten 14-3-3-Proteinen in Scheider2-Zellen.
Stabile Schneider2-Zelllinien, welche mit einem Expressionskonstrukt fur 14-3-3e oder
14-3-3C mit C-terminalem flag-tag transfiziert waren, wurden mittels CuSO4-Zugabe indu-
ziert. Die Zellen wurden mit Cy3-gekoppeltem anti-flag-Antikdrper (Mitte) und DAPI (links)
gefarbt. In der Abbildung ganz rechts ist die Uberlagerung beider Signale zu sehen. Oben
Lokalisation von 14-3-3¢. Unten Lokalisation von 14-3-3(.

In Abbildung 34 sind die zwei verschiedenen Farbungen zu sehen. In der obe-
ren Reihe sind die Farbungen fur 14-3-3¢€ wiedergegeben, in der unteren Reihe fur
14-3-3(. Beide Proteine kommen ubiquitar in der Zelle vor. Dabei kolokalisiert das
rote Signal des flag-Cy3-Antikdrpers auch mit dem Zellkern-spezifischen blauen
DAPI-Signal. Das Signal des flag-Cy3-Antikérpers zeigt jedoch keine punktartige
Anordnung, wie sie bei der mitochondrialen Lokalisation fur EndoG zu sehen war
(siehe 4.2.6.10). Stattdessen sind die 14-3-3-Protein-Signale gleichmaRig Gber die
Zelle verteilt, was sowohl ein zytoplasmatisches, als auch ein nukleares Vorkom-
men beider Proteine indiziert.
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4.4.2. EndoGl bindet mit niedriger Affinitat an 14-3-3¢

Ob die beiden identifizierten 14-3-3-Proteine mit EndoGl assoziiert sind, sollte mit-
tels analytischer Ultrazentrifugation geklart werden (siehe 4.1.1). In einem Vor-
versuch wurden die 14-3-3-Proteine und EndoGl bei aquimolaren Konzentratio-
nen in der analytischen Ultrazentrifuge untersucht. Dabei konnte nach Eintre-
ten des Gleichgewichts nur fur 14-3-3¢ eine Komplexbildung mit EndoGl nach-
gewiesen werden. Nachfolgende Untersuchungen konzentrierten sich daher nur
auf 14-3-3e. Dabei wurden bisher alle 14-3-3-Proteine als Dimere beschrieben
[Jones et al., 1995].

Auch fur die Molmassebestimmung eines moglichen EndoGl-14-3-3-Komplexes
wurden Sedimentationsgleichgewichtslaufe durchgefuhrt. Unter Gleichgewichts-
bedingungen wurden 1 uM EndoGIl mit 1 uM dimerem 14-3-3¢ inkubiert und die
Komplexbildung mittels analytischer Ultrazentrifugation bestimmt. Die gemesse-
nen Daten sind in Abbildung 35 dargestellt.

Abbildung 35: EndoGl bindet mit nied-
riger Affinitat an 14-3-3e. 1 uM Endo-
Gl wurde mit 1 uM dimerem 14-3-3€ in-
kubiert und die Komplexbildung mittels
analytischer Ultrazentrifugation gemes-
sen. Die apparenten Massen wurden von
Daten, aufgenommen bei 280 nm und un-
ter Gleichgewichtsbedingungen, berech-
net. Als Kontrolle wurden die Proteine
auch einzeln bei gleichen Konzentratio-
nen gemessen. Der obere Teil des Dia-
gramms zeigt die aufgenommen experi-
mentellen Daten und die entsprechenden
Anpassungen (Linien). Dabei stehen die
Kreise fur EndoG/14-3-3¢, die Quadrate
fir EndoG und die Dreiecke flr 14-3-3e.
64 65 66 67 68 69 7,0 7,1 Der untere Teil der Abbildung zeigt die

Abweichung der gemessenen Signale von

r(cm) der berechneten Anpassung.

A280 nm

Als Kontrolle wurden sowohl EndoGl, als auch 14-3-3€ einzeln untersucht. Wie
oben gezeigt, verhielt sich EndoGI mit einem Molekulargewicht von 44,5 kDa
als Monomer (siehe 4.1.1). Wie bisher alle bekannten 14-3-3-Proteine, lag auch
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14-3-3€ als Dimer vor. Bei einem erwarteten Molekulargewicht von 33,4 kDa wur-
de eine maximale, apparente Molmasse von 68,5 kDa gemessen. Wurden beide
Proteine zusammen inkubiert, konnte ein Komplex mit der maximalen molaren
Masse von 89,9 kDa beobachtet werden. Dies entspricht einer 85%igen Komplex-
bildung von monomerem EndoGIl mit dimerem 14-3-3¢ (theoretische Molmasse
101,7 kDa). Offenbar waren die vorliegenden Konzentrationen von 1 uM nicht
ausreichend, um eine vollstandige Komplexbildung zu ermdglichen. Leider konn-
ten keine Daten bei héheren Konzentration aufgenommen werden, da dort bereits
eine Nichtidealitat der L6sung vorlag. Bei niedrigeren Konzentrationen konnten je-
doch Daten aufgenommen werden, bei denen ein noch niedrigerer Prozentsatz an
Komplexbildung vorlag. Das entsprach der Annahme, dass die vorliegenden Kon-
zentrationen zu gering fur eine vollstandige Komplexbildung waren. Da bei sub-
mikromolaren Konzentrationen so gut wie keine EndoGl-14-3-3-Komplexe gebildet
wurde, kann man davon ausgehen, dass der Kp-Wert des Komplexes bei mikromo-
laren Konzentrationen liegt.

Ein weiterer Beweis fur die Assoziation von EndoGl und 14-3-3¢ lieferte die fol-

gende Immunprazipitation. Das Experiment wurde von Dr. CLAUDIA TEMME ausge-
fuhrt und die Daten freundlicherweise zur Verfligung gestelit.
Protein A-Sepharose beads wurden entweder mit EndoGl-Immunserum oder ei-
nem Kontroll-Pra-Immunserum Uber Nacht inkubiert. Diese vorinkubierten beads
wurden dann mit Schneider2-Zellextrakt inkubiert, der von Zelllinien stammte, in
denen entweder 14-3-3¢, oder 14-3-3( als flag-tag Protein rekombinant exprimiert
worden waren (siehe 4.4.1). Nach der Inkubation folgten mehrere Waschschritte
und abschlieBend wurden die an die beads gebundenen Proteine durch Ldsen in
SDS-Probenpuffer eluiert. Die gesammelten Proben der einzelnen Schritte wurden
mittels Western blotting auf Gegenwart von EndoGl und flag-14-3-3€ untersucht.
In Abbildung 36 ist der Western blot der Immunprazipitation mit 14-3-3¢e wieder-
gegeben.

EndoGl wurde bei Inkubation mit den beads, an denen der anti-EndoGl-
Antikorper gekoppelt war, vollstandig gebunden (vergleiche Input mit Durchfluss-
Gl in der oberen Spalte der Abbildung 36). Das Praimmunserum war hingegen
nicht in der Lage EndoGl zu binden (vergleiche Input mit Durchfluss-P in der
oberen Spalte). Demnach konnte EndoGl auch nur im Eluat der mit anti-EndoGl-
Antikdrper gekoppelten beads nachgewiesen werden (vergleiche Eluat von Gl und
P, obere Spalte). Wurden die Proben auf flag-14-3-3€ untersucht, konnte das Pro-
tein im Input und Durchfluss beider Immunprazipitationen detektiert werden (ver-
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Abbildung 36: Ko-Immunprazipitation von EndoGl und 14-3-3¢. Die Expression von flag-
14-3-3€e wurde fUr 24 h in stabilen Schneider2-Zelllinien induziert. Die Immunprazipitati-
on wurde entweder mit EndoGl-Immunserum (mit Gl gekennzeichnete Spuren) oder mit
Praimmunserum (mit P gekennzeichnete Spuren) ausgefihrt. Die Proben wurde auf die
Gegenwart von EndoGl und flag-14-3-3e mit den entsprechenden Antikérpern analysiert
(mit «-EndoGI bzw. «-flag gekennzeichnete Reihen). | steht fur den Input, Ft steht far
Durchfluss und E steht fur die Elution.

gleiche Input und Durchfluss, untere Spalte), was an der starken Uberexpression
des rekombinanten Proteins lag. Flag-14-3-3e war dagegen nur im Eluat der mit
anti-EndoGI-Antikoérper gekoppelten beads in geringer Menge zu detektieren (ver-
gleiche Eluat-Gl mit Eluat-P, untere Spalte), dass heiSt es wurde spezifisch mit
EndoGl koprazipitiert. Die gleiche Koprazipitation von EndoGIl und 14-3-3€ konnte
auch flur endogenes 14-3-3€ aus Schneider2-Zellextrakt beobachtet werden. Da-
mit konnte eine Assoziation von EndoGI mit 14-3-3¢ bestatigt werden. Flr 14-3-3(
hingegen konnte bei gleichen Immunprazipationsexperimenten keine Koprazipita-
tion mit EndoGIl nachgewiesen werden.

4.4.3. Der Inhibitor-Nuklease-Komplex wird nicht durch die beiden
14-3-3 Proteine in-vitro beeinflusst

Nachdem nachgewiesen werden konnte, dass rekombinantes 14-3-3¢ und EndoGl
einen Komplex bilden konnen (siehe 4.4.2), sollte untersucht werden, ob die Asso-
ziation von 14-3-3¢€ und EndoGl die EndoG-EndoGIl-Komplexbildung in-vitro beein-
flusst. Dafur wurde 14-3-3¢€ in Gegenwart einer konstanten Konzentration EndoG-
EndoGil titriert. Es wurde untersucht, ob die verbleibende Restaktivitat von EndoG
in Gegenwart des Nuklease-Inhibitor-Komplexes konstant bleibt oder sich bei Zu-
gabe von 0,1-12 uM 14-3-3€ veranderte. Zur EndoG-Aktivitatsbestimmung wurde
der TCA-Fallungstest verwendet (siehe 3.2.5.1).

In einem Reaktionsgemisch wurden 2,5 pM EndoGI mit 0,25-30 uM 14-3-3¢ in-
kubiert bevor 25 pM EndoGAN53 (entspricht 4 pM aktivem Dimer) zugegeben
wurde. Nach einer Vorinkubation von 90 min wurde die Reaktion durch Zuga-
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be von 54 uM Poly(A) gestartet. In einer Kontrollreaktion wurde EndoGAN53 mit
14-3-3€¢ allein inkubiert. In Abwesenheit von 14-3-3e¢ konnte rund 35% Restak-
tivitat fur die EndoG in Gegenwart des Nuklease-Inhibitor-Komplexes gemessen
werden. Es wurde beobachtet, dass bei steigender 14-3-3e-Konzentration die ver-
bleibende EndoG-Aktivitat konstant blieb. 14-3-3¢ hatte auch keinen Effekt auf
die EndoG-Aktivitat in Abwesenheit von EndoGl. Dieses Experiment wurde auch
mit 14-3-3¢ durchgefuhrt, welches in einem Bereich von 0,05-25 uM titriert wur-
de. Auch hier konnte keine Beeinflussung des EndoG-EndoGI-Komplexes oder der
EndoG allein erfasst werden. Nach Auswertung der hier beschriebenen Titratio-
nen beider 14-3-3-Proteine konnte trotz eines enormen molaren Uberschusses an
14-3-3 Uber EndoGl keine Beeinflussung des EndoG-EndoGI-Komplexes in-vitro ge-
messen werden.

4.5. EndoGl verlasst den Zellkern wahrend der Apoptose in
Schneider2-Zellen

Als Apoptose wird der programmierte Zelltod bezeichnet. Da sie im Gegensatz
zur Nekrose aktiv von der Zelle durchgefuhrt wird, unterliegt sie einer strengen
Kontrolle. Kennzeichen der Apoptose sind das Schrumpfen von Zytoplasma und
Zellkern, die Kondensation des Chromatins, der Abbau der DNA durch Endonu-
kleasen in definierte Stiucke und das Ausstllpen der Plasmamembranen (bleb-
bing) [Wyllie et al., 1980]. Die apoptotische Hydrolyse der DNA wird hauptsachlich
durch CAD (Caspase-activated DNase) katalysiert [Liu et al., 1997]. Diese liegt als
inaktives Heterodimer mit ihrem Inhibitor ICAD im Nukleus vor [Liu et al., 1998].
Nach Induktion der Apoptose und damit der Caspase-Signalkette wird ICAD durch
entweder Caspase-3 oder Caspase-8 gespalten und dissoziiert in Folge dessen von
CAD [Liu et al., 1999a]. Diese wiederum bildet aktive Oligomere, welche die DNA
durch Einbringen von Doppelstrangbrtchen spalten.

In CAD-knock-out-Mausen konnte 2001 in apoptotischen Zellen trotz der fehlenden
CAD der Abbau nuklearer DNA beobachtet werden [Li et al., 2001]. Dies fuhrte zur
Entdeckung eines Caspase-unabhangigen Apoptosewegs. Dabei wurde auch die
fur den DNA-Abbau verantwortliche Nuklease identifiziert, Endonuklease G. Auch
in C. elegans konnte unabhangig davon EndoG mit Apoptose in Verbindung ge-
bracht werden [Parrish et al., 2001].

Da die Drosophila-EndoG bisher noch nicht beschrieben wurde, gibt es keine An-
gaben zur ihrer Rolle in der Apoptose. Zudem besitzt sie im Gegensatz zu ande-
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ren eukaryotischen Endonukleasen G einen spezifischen Inhibitor. Dieser befindet
sich normalerweise im Nukleus (siehe 4.1.2). Sollte auch die Drosophila-EndoG
bei Apoptose-Induktion aus den Mitochondrien entlassen werden, wie es z.B. von
LI et al. fur die Maus-EndoG gezeigt wurde, so wlrde die genomische DNA immer
noch durch das im Zellkern vorliegende EndoGlI geschutzt werden [Li et al., 2001].
Es wurde daher untersucht, ob sich die Lokalisation von EndoGl in apoptotischen
Schneider2-Zellen verandert. Da das spezifische Anti-immunserum gegen Droso-
phila-EndoG nicht sensitiv genug und zu unspezifisch war, um damit endogenes
EndoG zu detektieren, konnten eine mégliche Relokalisation der Drosophila-EndoG
wahrend der Apoptose nicht untersucht werden. Deshalb konzentrieren sich die im
Folgenden beschriebenen Experimente auf EndoGl.

Um Apoptose in Schneider2-Zellen zu induzieren, wurde ein Protein (grim)
exprimiert, welches ein spezifischer Aktivator der Apoptose in Drosophila ist
[Chen et al., 1996]. Dafur wurde eine stabile Schneider2-Zelllinie hergestellt, in
der das grim-Protein in einem induzierbaren Expressionsplasmid vorlag. Die-
se Arbeiten wurden von Dr. CLAUDIA TEMME durchgefuhrt und die Abbildungen
freundlicherweise zur Verflugung gestellt. Die Induktion von grim in Schneider2-
Zellen fuhrte dazu, dass ein GroRteil der Zellen apoptotisch wurde und innerhalb
von 3 h starb. Um nun eine mogliche veranderte Lokalisation von EndoGIl wah-
rend der Apoptose zu beobachten, wurde eine Immunfluoreszenz-Mikroskopie von
Schneider2-Zellen vor und 2 h nach der Induktion von grim durchgefuhrt. Die er-
haltenen Aufnahmen sind in Abbildung 37 dargestellt.

Zur Detektion des endogenen EndoGl wurde ein spezifisches Kaninchen-
Immunserum und als sekundarer Antikorper ein FITC-gekoppelter anti-Kaninchen-
Antikérper verwendet. Als nukleares Kontrollprotein diente B52, ein splicing-
Faktor, der ebenfalls durch einen spezifischen Antikérper und einen sekundaren
Cy3-gekoppelten Antikorper detektiert wurde. Als Marker flur die genomische DNA
diente erneut DAPI. Bei den in Abbildung 37 wiedergegebenen Bildern handelt
es sich um konfokale Aufnahmen. Zum Zeitpunkt 0 befanden sich sowohl EndoGil
(grines Signal), als auch B52 (rotes Signal) im Zellkern, erkennbar an der Koloka-
lisation mit dem blauen DAPI-Signal. Zwei Stunden nach Induktion der Apoptose
durch grim konnte man deutlich apoptotische Zellen erkennen (mit Pfeil markiert,
untere Reihe). Vor allem das typische Ausstulpen der Plasmamembran, das bleb-
bing, ist sichtbar. Dabei enthielten die apoptotischen Zellen noch die genomische
DNA und den splicing-Faktor B52 (blaues und rotes Signal). Das grine EndoGl-
Signal ist jedoch nicht mehr im Nukleus zu finden. In Zellen, die keiner Apoptose
unterlagen, war EndoGl jedoch deutlich sichtbar im Kern lokalisiert (Zellen ohne
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DAPI EndoGl B52 merge

Abbildung 37: Verhalten von EndoGl wahrend der Apoptose in Schneider2-Zellen. Es wer-
den konfokale Aufnahmen von Scheider2-Zellen gezeigt, die stabil mit einem Expressions-
plasmid fur den Apoptoseinduktor grim transfiziert waren. Die Zellen werden vor (Reihe
mit 0 h) und 2 h nach Induktion von grim dargestellt. Die Zellen wurden mit einem EndoGl-
Immunserum (gridn), mit einem B52-Antikérper (rot) und DAPI (blau) angefarbt.

Pfeil), was eine korrekte Farbung der Zellen anzeigt. Da sowohl B52, als auch
die genomische DNA noch detektiert werden konnten, war der Zellkern héchst-
wahrscheinlich noch intakt. Dies unterstutzt die Aussage, dass EndoGl selektiv
aus dem Zellkern verschwunden ist und das Verschwinden nicht auf das Aufldsen
der Kernmembranen zurlckzufihren war. Wenn man die apoptotischen mit den
nicht-apoptotischen Zellen vergleicht (unter Reihe), kann man eine Verringerung
des gesamten EndoGl-Signals wahrnehmen, was auf eine moéglichen Proteolyse
von EndoGl weist.

Durch Western blotting apoptotischer Extrakte sollte das mdégliche Verschwin-
den von EndoGI nachgewiesen werden. Dabei wurde das EndoGlI-Signal mit dem
Signal von Kontrollproteinen im apoptotischen Gesamtzellextrakt verglichen. Es
konnte jedoch keine Verringerung der EndoGl-Konzentration in apoptotischen Zel-
lextrakten im Vergleich zu nicht-apoptotischen nachgewiesen werden (Daten nicht
gezeigt). Das ist moglicherweise darauf zurlckzufuhren, dass sich nicht alle Zellen
in den apoptotischen Schneider2-Zellextrakten in der gleichen Phase der Apop-
tose befanden. Sollte das Verschwinden des EndoGl zu einem bestimmten Zeit-
punkt stattfinden, so wird dieser wahrscheinlich nicht von allen Zellen gleichzeitig
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durchlaufen und kann daher nicht quantitativ nachgewiesen werden. Aus den glei-
chen Grunden war moglicherweise auch der quantitative Nachweis des EndoGl-
Verschwindens mittels Titrationen von apoptotischen Schneider2-Zellextrakten
mit EndoG nicht erfolgreich.
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5. Diskussion

Die in Schneider2-Zellextrakt gefundene Endonuklease G (EndoG) und ihr spezifi-
scher Protein-Inhibitor (EndoGl) sollten im Rahmen der vorliegenden Arbeit funk-
tionell charakterisiert werden. Dabei wurden beide Proteine sowohl einzeln, als
auch der EndoG-EndoGI-Komplex untersucht.

Die Endonukleasen G gehéren der 33x-Metall-Superfamilie von Nukleasen an,
welche entweder unspezifisch, sequenz- oder strukturspezifisch ihre Substrate ab-
bauen. Gemeinsam ist ihnen jedoch eine konservierte Struktur des aktiven Zen-
trums, die BB «-Struktur, und sie bendtigen alle, fur ihre nukleolytische Aktivitat,
ein divalentes Metallion [KUihlmann et al., 1999]. Spezifische Nukleaseinhibitoren
wurden bisher fUr mehrere Mitglieder der 33 x-Metall-Familie beschrieben, so inhi-
biert zum Beispiel das Immunprotein E7 das Colicin E7. Der einzige bisher bekann-
te Inhibitor fur eine DRGH-Nuklease ist NuiA, der die Anabaena-NucA inhibiert.

Die ersten DRGH-Nukleasen in einem Eukaryot wurde bereits 1966 in Neuro-
spora crassa bzw. und in einem Prokaryot 1963 in Serratia marcescens iden-
tifiziert [Linn & Lehmann, 1966, Eaves & Jeffries, 1963]. Dabei wurde seitdem
vor allem die Serratia-Nuklease intensiv untersucht. Aber erst 1987 wurden
mit den entsprechenden homologen Proteinen aus Huhn und Rind die ersten
DRGH-Nukleasen in hoheren Tieren beschrieben [Ruiz-Carillo & Renaud, 1987,
Cummings et al., 1987]. RuUiz-CARILLO nannte das von ihm gefundene bovine Pro-
tein Endonuklease G, aufgrund der bevorzugt geschnittenen, G-reichen Sequen-
zen. Der Name wurde nach und nach fur alle eukaryotischen DRGH-Nukleasen, au-
Ber fur die Hefe-Nuklease Nucl und das Caenorhabditis elegans-Homologe Cps-6,
Ubernommen.

In den letzten 20 Jahren wurden fur die EndoG verschiedene Funktionen be-
schrieben. So wurde 1993 postuliert, dass EndoG die Primer fur die mitochon-
drialer DNA-Replikation generiert [C6té & Ruiz-Carillo, 1993]. 2001 beschrieben LI
et al., dass EndoG in apoptotischen, CAD-defizienten Zellen an der Fragmentie-
rung von chromosomaler DNA beteiligt ist [Li et al., 2001]. Wenig spater wurde
von HUANG et al. eine Beteiligung von EndoG an der Initiation der Inversionen
der L and S Komponenten in der DNA des Herpes simplex-Virus Typl postuliert
[Huang et al., 2002, Huang et al., 2006].

Obwohl EndoG und EndoG-Homologe bereits in Serratia marcescens, Neurospo-
ra crassa, Anabaena spec., Saccharomyces cerevisiae, Caenorhabditis elegans,
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Mus musculus, Bos taurus und Homo sapiens untersucht wurden, gibt es keine
Veroéffentlichungen zur EndoG in Drosophila melanogaster. Daher wurde das in
meiner Diplomarbeit [Weillbach, 2005] als EndoG identifizierte Protein zunachst
auf seine Eigenschaften untersucht.

5.1. Die Expression von Drosophila-Endonuklease G in
Bakterien

Ein groBes Problem bei der Expression rekombinanter EndoG war die Toxizitat
des Proteins. Zur Herstellung der rekombinanten EndoG, wurde die vollstandi-
ge Sequenz in ein Expressionsplasmid kloniert und die Expression erfolgte un-
ter Kontrolle eines T7-Promotors. Wahrend der Klonierung wurde das EndoG-
Expressionsplasmid in einen Escherichia coli-Stamm transformiert, der einen Inhi-
bitor der T7-Polymerase besitzt. Daher sollte keine oder nur eine sehr geringe Ex-
pression von EndoG in diesem Escherichia coli-Stamm erfolgen. Jedoch enthielten
isolierte Klone dieses Escherichia coli-Stammes stets eine Mutation des Startcod-
ons in der EndoG-Sequenz. Erst in Anwesenheit des spezifischen Inhibitors EndoGil
war die Klonierung von EndoG erfolgreich. Auch die Nuklease Barnase aus Bacil-
lus amyloliquefaciens kann nur in Gegenwart ihres spezifischen Inhibitors Barstar
exprimiert werden [Paddon et al., 1989], ebenso die EndoG-homologe Anabaena
NucA, welche nur in Anwesenheit ihres Inhibitors NuiA exprimiert werden kann
[Muro-Pastor et al., 1992].

Obwohl andere eukaryotische Endonukleasen G keinen spezifischen Inhibitor be-
sitzen, kdnnen sie rekombinant sowohl in pro- als auch in eukaryotischen Syste-
men exprimiert werden [Widlak et al., 2001, Schafer et al., 2004]. Dabei liegt die
Sequenzidentitat zwischen Drosophila-EndoG und der bovinen Form bei 53%, wo-
bei das aktive Zentrum vollstandig konserviert ist [Schafer et al., 2004]. Warum
aber die prokaryotische Expression von boviner EndoG ohne weiteres moglich ist
und die der Drosophila-EndoG nicht, bleibt unklar. Dass die bei der Expression
von EndoG aufgetretene Toxizitat der EndoG-Aktivitat zuzuordnen ist, wurde bei
der Expression der katalytisch inaktiven EndoGAN53 DAGA bewiesen, welche in
Abwesenheit von EndoGl exprimiert werden konnte (siehe 4.2.3).

Die Drosophila-EndoG lag nach der Expression in Escherichia coli zum Grofteil
in inclusion bodies vor. Inclusion bodies bestehen aus inaktiven und unldslichen
Proteinaggregaten, welche bei der Expression rekombinanter Proteine in Proka-
ryoten entstehen, welchen spezifische eukaryotische Faltungshelfer, sogenannte
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Chaperone fehlen [Marston, 1986].

Nach dem Aufschluss der Escherichia coli-Zellen und nachfolgender Ni-NTA-

Reinigung konnte aber nachgewiesen werden, dass der I6sliche Anteil der EndoG
enzymatisch aktiv war. Aufgrund der geringen Proteinkonzentration erfolgte die
Konzentrationsbestimmung mittels SDS-PAGE mit vergleichenden BSA-Proben. Bei
der KpWert- Bestimmung fur den EndoG-EndoGIl-Komplex wurde allerdings festge-
stellt, dass die gemessen Proteinkonzentration nicht der Konzentration an aktiver
EndoG entsprach (siehe 4.3.3). Durch eine stéchiometrische Titration konnte be-
stimmt werden, dass nur 30% des gereinigten Proteins katalytisch aktiv war. Dabei
ist die Abweichung der Konzentration an aktiver Endog von der gemessen Protein-
konzentration wahrscheinlich sowohl auf eine fehlerhafte Proteinbestimmung auf-
grund der sehr geringen Proteinkonzentration zurickzufuhren sowie auf inaktive
EndoG in der Praparation. Ob die Aktivitat der rekombinant exprimierten EndoG
der Aktivitat der endogenen EndoG entspricht, konnte nicht bestimmt werden, da
bei der Identifizierung des endogenen Proteins der Hauptteil fir die Massenspek-
trometrie verwendet wurde und die verbliebene EndoG nicht fur eine Proteinbe-
stimmung ausreichte.
Der N-terminale His-tag von EndoGANS55 scheint die Loslichkeit des Proteins zu er-
leichtern, denn im Gegensatz zur Expression von EndoG mit C-terminalem His-tag
kam es kaum zur Bildung von Aggregaten (siehe 4.2.4). Die erh6hte Léslichkeit
dieser EndoG-Variante ist nicht auf die stark verminderte katalytische Aktivitat
zuruckzuftuhren, denn EndoGAN53 DAGA mit einem C-terminalen His-tag lag trotz
einer fehlenden katalytischen Aktivitat zu etwa 80% in inclusion bodies vor. Die er-
hohte Loslichkeit kann aber auch auf die zwei zusatzlich deletierten Aminosauren
zuruckzufuhren sein.
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5.2. Charakterisierung der Drosophila-EndoG

Um die Nukleinsaurehydrolyse durch EndoG kinetisch zu untersuchen, muss-
te darauf geachtet werden, dass eine Unterscheidung zwischen Substrat und
Produkt nicht maoglich ist. Bei der Spaltung langer Nukleinsauren enstanden
Produkte, die wiederum als Substrat gebunden werden konnten. Da bisher al-
le identifizierten und charakterisierten EndoG-Homologe bestimmte Substrats-
pezifitaten aufwiesen, kann weiterhin davon ausgegangen werden, dass hete-
rogen Substrate nicht gleichmalig abgebaut werden. Um dies zu vermeiden
und die Aktivitat der Drosophila-EndoG quantitativ bestimmen zu kénnen, wur-
den die saureldslichen Produkte der Hydrolyse von homogen markiertem Po-
ly(A) einer Durchschnittslange von 500 nt gemessen (siehe 3.2.5.1). Dabei ent-
stehen Oligomere von 1-4 nt Lange als Endprodukte der Hydrolyse (siehe Ab-
bildung 14), was mit den beobachteten Reaktionsendprodukten bei der Inkuba-
tion von homopolymeren Substraten mit der Serratia-Nuklease Ubereinstimmt
[Nestle & Roberts, 1969b]. Aufgrund dieser Studie galten Pentanukleotide, wie sie
auch die Drosophila-EndoG noch abbaut, als kirzestes Substrat fur die Serratia-
Nuklease bzw. homologe Endonukleasen [Friedhoff et al., 1996b]. Erst 1999 konn-
te gezeigt werden, dass die synthetische Verbindung Desoxythymidin-di-37-5"-
(p-nitrophenyl)-phosphat als Minimalsubstrat von der Serratia-Nuklease erkannt
wird [Friedhoff et al., 1999, Haberland, 2001]. Die Spaltung erfolgt an der 5"-Seite,
wobei p-Nitrophenol sowie Desoxythymidin-3’-(p-nitrophenyl)-phosphat entste-
hen. Dabei ist die Geschwindigkeit der Hydrolyse von Desoxythymidin-di-3°-5"-
(p-nitrophenyl)-phosphat um den Faktor 10° niedriger als mit makromolekularer
DNA [Haberland, 2001]. Auch fur die Drosophila-Nuklease wurde beobachtet, dass
Oligonukleotide wesentlich schlechtere Substrate sind als Polymere. So wurde Po-
ly(A) deutlich schneller hydrolysiert als das sehr kurze A1 (siehe 4.2.6.1).

Dass es sich bei der Drosophila-EndoG ebenfalls um eine Endonuklease han-
delt, konnte beim Abbau von 3’- bzw. 5°-endmarkiertem Poly(A) nachgewiesen
werden. Bei der Hydrolyse beider Substrate durch EndoGAN53 trat ein identisches
Abbaumuster auf. Eine zusatzliche Exonukleaseaktivitat der EndoG wurde nicht
beobachtet, denn beim Abbau beider Substrate entstanden fur eine Endonuklease
typische Leitern von Banden, welche dem sukzessiv verkirzten Poly(A) entspre-
chen (siehe Abbildung 15). Bei einem 3 -exonukleolytischen Abbau, wie er cha-
rakteristisch fir Deadenylasen ist, ware unmittelbar nach dem Reaktionsbeginn
mit 3 -markiertem Poly(A) ausschlieRBlich AMP entstanden [Korner & Wahle, 19971].
Weder bei der Hydrolyse von 3’- noch von 5 -markiertem Poly(A) durch EndoG
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entstanden ausnahmslos Mononukleotide oder kurze Reaktionsprodukte. Damit
konnte eine mogliche Exonukleaseaktivitat, wie sie sowohl fur die homologe Nucl
aus Saccharomyces cerevisiae, als auch fir die Nuklease aus Neurospora crassa
berichtet wurde [Dake et al., 1988, Fraser et al., 1989], widerlegt werden.

Neben RNA hydrolysiert die Drosophila-EndoG auch einzel- und doppelstrangige
DNA (siehe Abbildung 16). Fir mehrere Endonukleasen G und prokaryotische Ho-
mologe wurde zuvor berichtet, dass einzelstrangige Substrate gegentber dsDNA
bevorzugt geschnitten werden [Dake et al., 1988, Widlak et al., 2001]. Dies konn-
te nicht mit der Drosophila-EndoG beobachtet werden, denn sowohl ssDNA als
auch dsDNA wurden in gleichen Konzentrationen mit der identischen Menge
EndoG inkubiert und die Geschwindigkeit des Abbaus der DNA scheint identisch
zu sein. Weiterhin ist der Abbau von DNA genauso schnell wie die Hydrolyse von
RNA, denn bei gleichen Substratmengen kénnen nach 15-30 min Reaktionszeit
sowohl bei RNA, als auch bei DNA unter gleichen Reaktionsbedingungen noch
Ausgangsprodukte detektiert werden (siehe Abbildungen 16 und 17). Beim Ab-
bau von DNA und von RNA mit willklrlich gewahlter Sequenz entsteht ein spe-
zifisches Abbaumuster mit distinkten Reaktionsintermediaten, was auf bevorzug-
te Schnittstellen innerhalb dieser Nukleinsauren deutet. Der Name des Enzyms
EndoG wurde 1987 von RuUIz-CARILLO aufgrund der bevorzugt geschnittenen, G-
reichen Sequenzen gewahlt [Ruiz-Carillo & Renaud, 1987]. Diese Spezifitat fur G-
reichen Sequenzen innerhalb der DNA konnte im Folgenden auch fur die homolo-
gen Nukleasen aus Anabaena spec., Serratia marcescens und Bos taurus nachge-
wiesen werden [Meiss et al., 1998, Friedhoff et al., 1996b, C6té et al., 1989]. Die
Drosophila-EndoG wurde mit einer RNA inkubiert, die ein internes homopolymeres
A4s besitzt (Abbildung 17). Wahrend des Abbaus dieser RNA konnte die Bildung ei-
nes wenig populierten Intermediats beobachtet werden, dessen Lange der Poly(A)-
flankierenden Sequenzen entspricht. Dies deutet auf eine mogliche bevorzugte
Hydrolyse innerhalb von Azs hin. Da aber noch zwei weitere Intermediate beim
Abbau der RNA entstanden, kann diese Praferenz fur Poly(A), wenn Uberhaupt nur
sehr schwach sein bzw. es kdnnten noch weitere bevorzugte Schnittstellen vor-
handen sein. Auch eine Praferenz fur unstrukturierte RNA kdnnte vorliegen. Beim
Abbau der DNA waren hingegen sehr distinkte Intermediate entstanden, die auf
eine starkere Substratspezifitat bei der Hydrolyse von DNA hinweisen.

Wurden synthetische ssDNA-Homopolymere mit EndoG inkubiert, so wur-
den Oligo(dT) und Oligo(dA) wesentlich schneller hydrolysiert als Oligo(dC)
(Abbildung 18). Diese Verhaltnisse waren auch fur den Abbau von RNA-
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Homopolymeren durch die EndoG-homologe Nucl aus Saccharomyces cerevi-
siae beobachtet worden [Dake et al., 1988]. Wahrend Purin-reiche, einzelstran-
gige Polymere wie Poly(A) und Poly(dA) in einer A-Helix-ahnliche-Form vorlie-
gen [Saenger et al., 1975], bilden Pyrimidin-reiche einzelstrangige Polymere, wie
Oligo(dT), keine regularen Helices [Lowe und Shellman, 1972]. Bei Untersuchun-
gen der Substratspezifitat der Serratia-Nuklease festgestellt wurde, dass au-
Ber Poly(A) homopolymere einzelstrangige Substrate nicht hydrolysiert werden
[Yonemura et al., 1983]. Auch wurden doppelstrangige Nukleinsauren, welche in
der A-Helix-Form vorliegen, besser hydrolysiert als solche, die bevorzugt eine
B-Helix-ahnliche Form annehmen. Daher wurde von MEISS et al. postuliert, dass
die Serratia-Nuklease Substrate in A-Form bevorzugt [Meiss et al., 1999]. Dies
stimmt damit Uberein, dass von FRIEDHOFF et al. beobachtet wurde, dass die
Serratia-Nuklease fur Poly(dA)-Poly(dT) einen 500-fach héheren K,-Wert aufweist
als fur Poly(dG)-Poly(dC) [Friedhoff et al., 1996b]. Dabei liegt Poly(dG)-Poly(dC) in
einer A-Helix-ahnliche Form vor und Poly(dA)-Poly(dT) bildet B-Helices. Sowohl
die Serratia-Nuklease, als auch die Drosophila-EndoG hydrolysieren Poly(A). Da-
her kann vermutet werden, dass die Substratspezifitat beider Enzyme ahnlich
ist. Jedoch baut das Drosophila-Protein, im Gegensatz zum Serratia-Enzym, sehr
zugig Poly(dT) ab, welches die eben genannte unregelmaligen Helices ausbil-
det. Die Drosophila-EndoG wurde nicht mit doppelstrangigen Substraten, wie
Poly(dA)-Poly(dT) inkubiert. Daher kann die Moglichkeit nicht ausgeschlossen wer-
den, dass die Drosophila-Nuklease, obwohl sie Poly(dT) hydrolysiert, ebenfalls
doppelstrangige A-Helix-ahnliche Substrate gegenuber doppelstrangigen B-Helix-
ahnlichen Nukleinsauren bevorzugt. Andererseits kann die Drosophila-EndoG auch
andere Substratpraferenzen aufweisen als die Serratia-Nuklease.

Dass die Substratpraferenzen nicht konserviert sind, ist sehr wahrscheinlich, denn
auch Nucl aus Saccharomyces cerevisiae kann sehr gut Poly(dT) hydrolysieren.
Doch selbst wenn es geringfugige Unterschiede in der Substratspezifitat der Dro-
sophila-EndoG im Vergleich zu anderen DRGH-Nukleasen gibt, so werden natur-
liche ssDNA, dsDNA und RNA unabhangig von der Sequenz und der Bildung ver-
schiedener Intermediate zu sehr kurzen Oligomeren abgebaut, was eine charak-
teristische Eigenschaft aller DRGH-Nukleasen ist [Low, 2003]. AulRer Poly(A) sind
homopolymere, einzelstrangige Nukleinsauren auch kaum naturlichen Substrate.
Abgesehen von dem Kqn-Wert fur Poly(dA)-Poly(dT) lagen die Kn-Werte der Ser-
ratia-Nuklease fur andere DNA-Substrate mit 6-100 uM [Friedhoff et al., 1996b]
im gleichen Bereich wie der mit rund 50 uM bestimmte K.,-Wert der Drosophi-
la-EndoG fur Poly(A) (siehe 4.2.6.8).
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Die Aktivitat der EndoG ist abhangig von divalenten Metallionen
[Nestle & Roberts, 1969b]. Dabei wird die hochste Nukleaseaktivitat fur Dro-
sophila-EndoG mit Konzentrationen bis 1 mM Mn?* erreicht (Abbildung 19),
was ebenso fur das Anabaena-Enzym und die bovine EndoG publiziert wurde
[Muro-Pastor et al., 1992, Cummings et al., 1987]. Daneben wird die Drosophi-
la-EndoG-Aktivitdt mit Mg?* (ber einen weiten Bereich sehr stark stimuliert.
In Gegenwart von Zn?* konnte keine katalytische Aktivitdt bestimmt wer-
den. Auch die Anabaena-Nuklease konnte durch Zn?* nicht aktiviert werden
[Meiss et al., 1998]. Da in Gegenwart des divalenten Metallions Zn%* keine kata-
lytische Aktivitdt vorhanden war, Mn?* oder Mg?* jedoch die Poly(A)-Hydrolyse
durch EndoG ermdglichen, wird deutlich, dass ein zweiwertiges Metallion far
die katalytische Aktivitdt der Drosophila-EndoG erforderlich ist und dass Zn?*
nicht in der Lage ist als Kofaktor zu fungieren. Dabei kénnen Komplexierun-
gen des Zn?* im vorliegenden Puffer ausgeschlossen werden. Zn?* inhibiert
sogar in Gegenwart von Mg?* die katalytische Aktivitit von humaner EndoG
[Widlak et al., 2001]. Die EndoG aus Mus musculus hingegen konnte mittels Zn2+t
stimuliert werden und zeigte, genauso wie die humane EndoG, keine Aktivitat mit
Ca?* [Tomkinson et al., 1988], welches wiederum schwach sowohl die Drosophila-
EndoG als auch das Anabaena-Protein aktiviert [Meiss et al., 1998]. Eine schnelle
Hydrolyse von Nukleinsauren durch die Drosophila-EndoG ist nur in Gegenwart
von Mn?*- oder Mg?*-lonen méglich.

Bereits wiederholt wurde publiziert, dass hohe Konzentrationen an Kalium in-
hibierend auf die EndoG-Aktivitat wirken. So wurde fur alle eukaryotischen Pro-
teine berichtet, dass bereits lonenstarken von 100-150 mM die katalytische Ak-
tivitdt beeintrachtigen. Besonders stark ist die Inhibierung im Falle der huma-
nen EndoG, welche schon bei 80-100 mM KCI DNA kaum noch hydrolysiert
[Widlak et al., 2001]. Auch die Anabaena-NucA wird durch NaCl-Konzentrationen
Uber 100 mM in steigendem MalSe inhibiert [Meiss et al., 1998]. In dieser Arbeit
wurde gezeigt, dass die Drosophila-EndoG bei KCI-Konzentrationen Uber 50 mM
deutlich an Aktivitat verliert (Abbildung 20). 150 mM wird als physiologische Kali-
umkonzentration im Menschen angenommen. Damit ist die katalytische Aktivitat
von humaner EndoG in gesunden Zellen stark verringert. Flr Drosophila sind kei-
ne exakten Werte hinsichtlich der physiologischen Kaliumkonzentration bekannt,
jedoch werden sie héchstwahrscheinlich nicht sehr stark von den humanen Kon-
zentrationen abweichen. Die Drosophila-EndoG zeigt daher bei mdglichen physio-
logischen lonenstarken ebenfalls ein verringerte katalytischen Aktivitat. Da aber
offenbar schon geringe Menge an EndoG ausreichten um Escherichia coli-Zellen zu



5 DISKUSSION 99

toten (siehe Expression rekombinanter EndoG), ist eine reduzierte EndoG-Aktivitat
wahrscheinlich immer noch toxisch fur eukaryotische Zellen.

5.3. Die Quartarstruktur von EndoG, EndoGl und des
EndoG-EndoGIl-Komplexes

Mehrere der bisher untersuchten Nukleasen der DRGH-Familie wurden als Homo-
dimere beschrieben, unter anderen Nucl aus Hefe, die bovine EndoG und die
Serratia-Nuklease [Dake et al., 1988, Schafer et al., 2004, Miller & Krause, 1996],
wohingegen NucA aus Anabaena, fur die als einzige ebenfalls einen Inhibitor be-
kannt ist, als Monomer vorliegt [Meiss et al., 1998]. FRANKE et al. konnten zeigen,
dass beide Untereinheiten in der dimeren Serratia-Nuklease funktionell unabhan-
gig voneinander sind [Franke et al., 1999]. Als 1996 die Kristallstruktur des dime-
ren Serratia-Proteins veroffentlicht wurde, zeigten MILLER und KRAUSE, dass die
elektrostatischen Felder beider aktiver Zentren nicht interagieren und schlussfol-
gerten, dass sie dadurch unabhangig voneinander Nukleinsauren spalten kénnen
[Miller & Krause, 1996]. Es konnte festgestellt werden, dass die dimere Serratia-
Nuklease dem monomeren Anabaena-Enzym beim Abbau polymerer Substrate
Uberlegen ist [Franke et al., 1999]. Daher wurde wurden von FRANKE et al. postu-
liert, dass durch die Dimerbildung ein prozessiver Reaktionsmechanismus erfolgt,
denn im Dimer sind beide aktiven Zentren aktiv und liegen weit genug ausein-
ander um sich nicht zu behindern [Miller & Krause, 1996]. Dadurch konnen bei-
de Untereinheiten simultan eine langere Nukleinsaure binden. Schneidet das eine
aktive Zentrum die Nukleinsaure, so ist sie dennoch weiterhin durch das zwei-
te aktive Zentrum an das Enzym gebunden und kann dann sofort, ohne vorheri-
ge Dissoziation, wieder geschnitten werden [Franke et al., 1999]. Warum in den
DRGH-Nukleasen die Aminosauren, welche die Dimerisierung vermitteln, nicht
konserviert sind im Gegensatz zu Aminosauren, welche die katalytische Doma-
ne bilden, bleibt unklar. Es wird jedoch argumentiert, dass Anabaena aufgrund
des autotrophen Energiegewinns einem geringeren Selektionsdruck ausgesetzt
ist als Serratia, welche von externen Energiequellen abhangig ist. Daher war es
fr Anabaena nicht notwendig ein dimeres Enzym zu evolvieren. Allerdings ist
das Anabaena-Protein NucA die bisher einzige DRGH-Nuklease, die als Monomer
vorliegt. Dartber hinaus ist sie bisher auch die einzige EndoG-homologe Nuklea-
se, zu der ein spezifischer Inhibitor NuiA vorhanden ist. Dabei bilden NucA und
NuiA einen Komplex mit einer 1:1-Stéchiometrie [Meiss et al., 1998]. Im Gegen-
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satz zur Anabaena-NucA liegt die hier untersuchte Drosophila-EndoG, obwohl sie
ebenfalls einen spezifischen Inhibitor besitzt, Dimer vor (siehe 4.2.6.9). Ihr zu-
gehodriger Inhibitor EndoGl ist jedoch genauso wie der Anabaena-NuiA ein mo-
nomeres Protein. Dabei besitzt EndoGIl zwei tandemartig angeordneten homolo-
gen Domanen, die, wie gezeigt wurde, unabhangig voneinander die Aktivitat von
EndoG inhibieren (siehe 4.3.5). Bei der Molmassebestimmung des EndoG-EndoGl-
Komplexes wurde eine 2:1-Stéchiometrie bestimmt (siehe 4.3.2). Damit bindet
vermutlich je eine der beiden EndoGl-Domanen ein EndoG-Monomer im EndoG-
Homodimer und eine vollstandige Inhibierung der EndoG-Aktivitat wird vermit-
telt. Auf diese Weise ist EndoGl ideal an die dimere EndoG-Struktur angepasst.
Dass beide EndoGI-Domanen separat nicht die gleiche Affinitat fur EndoG besit-
zen wie das vollstandige EndoGl bestatigt die Vermutung, dass je eine der Do-
manen ein EndoG-Monomer bindet. Offensichtlich ist die Struktur von EndoGI auf
die der homodimeren EndoG abgestimmt, denn die Affinitat von vollstandigem
EndoGl zu EndoG wird auch nicht durch Titrationen beider Domanen zusammen er-
reicht. Wahrscheinlich werden die beiden EndoGIl-Domanen, die an EndoG binden,
Uber einen dazwischen liegenden linker koordiniert. Eine fur die Dimerisierung der
Serratia-Nuklease essentielle Aminosaure Histidin 184 konnte identifiziert werden
[Franke et al., 1999]. In der monomeren Anabaena-NucA befindet sich an der ent-
sprechenden Position ein Arginin. Es konnte gezeigt werden, dass durch Austausch
von His 184 zu Arg, Thr, Ala oder Asp die Serratia-Nuklease keine Homodimere
mehr bilden konnte. Somit konnte das Arginin in der Anabaena-NucA die fehlen-
de Dimerisierung erklaren [Franke et al., 1999]. Aber bei einem Sequenzvergleich
der Serratia-Nuklease mit den eukaryotischen Endonukleasen G kann festgestellt
werden, dass auch diese kein Histidin an der aquivalenten Stelle besitzen. Da aber
mehrere der Nukleasen als Dimere vorliegen, wird in diesen Proteinen die Dimeri-
sierung offenbar Uber andere Aminosauren vermittelt.

5.4. Lokalisation von EndoG und EndoGlI innerhalb der Zelle

Bei den zuerst identifizierten prokaryotischen DRGH-Nukleasen handelt es sich
um sezernierte Proteine. So wird die Serratia-Nuklease als 27 kDa grolSes Prapro-
tein gebildet, wobei das reduzierende Milieu des Zytoplasmas die Ausbildung
zweier Disulfidbricken verhindert [Ball et al., 1992]. Die reife Serratia-Nuklease
entsteht durch Abspaltung eines 21 Aminosaure langen Signalpeptids. Dabei
findet die Hydrolyse des Praproteins und die Disulfidbrickenbildung im oxi-
dativen Extrazellularraum statt [Ball et al., 1992], wodurch der Organismus vor
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der Toxizitat der Endonuklease geschutzt wird. Das Cyanobakterium Anabaena
spec. hingegen schitzt sich vor seiner Nuklease durch einen intrazelluladren In-
hibitor [Muro-Pastor et al., 1997]. Die bisher beschriebenen eukaryotischen Ver-
treter der DRGH-Nukleasen liegen alle mitochondrial vor [Schafer et al., 2004,
Cummings et al., 1987]. Wahrscheinlich werden so die intrazellularen Nukleinsau-
ren durch die Sequestrierung der EndoG im mitochondrialen Intermembranraum
geschutzt. Diese Lokalisation wird Uber eine N-terminal-codierte, mitochondria-
le Lokalisationssequenz vermittelt, die nicht sehr stark konserviert ist. Weiterhin
konnte fur mehrere EndoGs gezeigt werden, dass im reifen Protein die Signal-
sequenz abgespalten war [Widlak et al., 2001, C6té et al., 1989]. Die vollstandige
Drosophila-EndoG besitzt eine GrofSe von 34,6 kDa. Die Proteinbande, welche en-
dogener Drosophila-EndoG entsprach, befand sich in einem SDS-Gel auf Hohe des
29 kDa Proteinstandards (siehe 4.2) und entspricht daher héchstwahrscheinlich
prozessierter EndoG, welcher keine Lokalisationssequenz mehr besitzt. Weiter-
hin wurde mittels Immunfluoreszenzmikroskopie festgestellt, dass die Drosophi-
la-EndoG ebenfalls mitochondrial lokalisiert ist (siehe 4.2.6.10). Der spezifische
Inhibitor EndoGIl hingegen befindet sich hauptsachlich im Zellkern (siehe 4.1.2).
Vermutlich schutzt er dort die genomische DNA vor EndoG, die mdglicherweise
aus den Mitochondrien ,,entkommen” ist oder wahrend der Translation entsteht.
Denn wie bei der Klonierung der rekombinanten EndoG aufgefallen ist, reichen
offenbar schon sehr geringe Konzentrationen an dieser Nuklease, um Zellen in
Abwesenheit von EndoGl zu téten (siehe 4.2.1). Wie in anderen Organismen die
Zellen wahrend der Translation vor der toxischen Wirkung der EndoG geschutzt
werden, ist unklar.

5.5. Der EndoG-EndoGIl-Komplex

Es konnte gezeigt werden, dass die Aktivitat von EndoG sofort und vollstandig
durch einen Uberschuss von EndoGl gehemmt werden kann. Das bedeutet, dass
vermutlich die einfache Assoziation der Komponenten zur Komplexbildung aus-
reicht. Bei der Bestimmung des Kp-Werts im subpikomolaren Bereich erforder-
te die Komplexbildung eine Vorinkubation der Proteine, denn bei diesen Kon-
zentrationen ist die Komplexbildung zeitabhangig und nicht mehr unmittelbar
(siehe 4.3.3). Mit einem Kp-Wert von 1,6:1013 M ist die Interaktion zwischen
EndoG und EndoGI sehr stark. Dabei sind Kp-Werte in einem Bereich von 10712-
101> M typisch fur Nukleasen und ihre Inhibitoren. So assoziieren der RNase-
Inhibitor aus Schwein und die bovine RNase A in einer sehr engen Wechselwir-
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kung mit einem Kp-Wert von 5,9-:10°% M [Kobe & Deisenhofer, 1996]. Auch Bar-
nase, eine RNase, und ihr spezifischer Inhibitor Barstar besitzen mit einem Kp-
Wert von 1,3-10"1* M eine sehr starke Interaktion [Schreiber & Fersht, 1993]. Co-
licin E9, welches ebenfalls zur 3 x-Metall-Superfamilie gehort und als Escheri-
chia coli-Bakteriocin das Wachstum andere Bakterienstamme behindert, bildet
einen Komplex mit seinem Immunprotein Im9, der, abhangig vom Salzgehalt,
einen Kp-Wert von 1-10716-102* M besitzt und damit zu den stabilsten jemals
untersucht Komplexen gehodrt [Wallis et al., 1995]. NucA, das EndoG-homologe
Protein aus dem Cyanobakterium Anabaena spec. und ihr Inhibitor NuiA gehen
einen 1:1-Komplex mit einem Kp-Wert von 1-10'12 M ein [Meiss et al., 2000]. Die
Struktur des NucA-NuiA-Komplexes wurde 2007 als erster Komplex fur eine un-
spezifische Nuklease und ihren Inhibitor aufgeklart [Ghosh et al., 2007]. Dabei
wurden grundsatzliche Unterschiede des Bindungsmechanismus des NuiA-NucA-
Komplexes zu dem der verwandten Colicin-Immunprotein-Komplexe festgestellt.
Bei den Colicin-DNasen ist das aktive Zentrum selbst nicht an der Bindung des
Immunproteins beteiligt [Ko et al., 1999]. Stattdessen wird durch die Immunpro-
teine die DNA-Bindestelle, welche sich direkt neben dem katalytischen Zentrum
befindet [Osborne et al., 1997, Kleanthous et al., 1999], elektrostatisch blockiert.
Somit kénnen keine Substrate mehr gebunden werden, und die hydrolysieren-
de Aktivitat wird unterbunden. Damit dhnelt die Inhibierung der Colicin-DNasen
durch ihre Immunproteine der von CAD durch ICAD, bei der ebenfalls die DNA-
Bindung blockiert wird [Sakahira et al., 2001]. Dabei kdnnen die Immunproteine
auch mit anderen Colicinen Komplexe bilden und deren DNase-Aktivitat inhibieren.
So bindet das Immunprotein Im2 das Colicin E9 mit einem Kp-Wert von 1.10 M
[Li et al., 1997, Kleanthous & Walker, 2001], was immerhin eine um einen Faktor
10°-108 niedrigere Affinitidt als die des spezifischen Im9-Proteins ist. Die Bin-
dung dieses ,fremden” Immunproteins wird durch die spezielle Art der DNase-
Immunprotein-Interaktion ermdglicht, welche als dualer Erkennungsmechanismus
bezeichnet wird [Li et al., 1998]. Dabei wird die Bindung zwischen DNase und Im-
munprotein durch die sehr wenigen konservierten Aminosauren der Bindungsstel-
le in den Colicinen und den Immunproteinen vermittelt. Die Starke der Bindung
wird Uber die Aminosauren moduliert, welche in den Proteinen variabel und an der
Bindung beteiligt sind.

Die Anabaena-Nuklease NucA bindet ihren spezifischen Inhibitor NuiA hingegen di-
rekt im katalytischen Zentrum [Ghosh et al., 2007]. Dabei dringt das C-terminale
Threonin 195 des NuiA in das aktive Zentrum von NucA, bindet dort das kata-
lytische divalente Metallion und ersetzt dadurch ein koordiniertes Sulfatmolekul.
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Dieses war bereits in der Struktur der NucA allein gefunden worden und imitiert
wahrscheinlich die 5"-Phosphatabgangsgruppe [Ghosh et al., 2005]. Damit wurde
die erste Struktur vorgestellt, in der das katalytische Metallion direkt sowohl mit
der Nuklease, als auch mit dem Inhibitor interagiert. Da auch Glu 24yia in das ak-
tive Zentrum eindringt und die Seitenkette dabei wahrscheinlich die Ladung eines
DNA-Phosphats imitiert, wird die Bindung von NuiA offenbar durch Nachbildung
der Nuklease-Substrat-Interaktion vermittelt. Insgesamt werden, neben der Inter-
aktion Uber das katalytische Metallion, 12 Wasserstoffbriicken zwischen NuiA und
NucA ausgebildet. Die Struktur von NuiA wird auch als ,offener Kiefer” bezeichnet,
wobei der obere Teil aus den Aminosauren Threonin 195y,ia und Glutaminsau-
re 24nuia besteht, welche in das aktive Zentrum eintreten. Der unter Teil besteht
aus Asparaginsaure 75puia und Tryptophan 76p,ia, Welche einen vorstehenden Be-
reich von NucA umhullen. Dass der C-terminale Teil von NuiA an der Bindung be-
teiligt ist, wurde bereits von MEISS et al. gezeigt [Meiss et al., 2000]. C-terminale
Deletionsmutanten zeigten einen stark erhéhten Kp-Wert und waren nur bei einem
50- bis 100-fachen molaren Uberschuss in der Lage, NucA bei nanomolaren Kon-
zentrationen komplett zu hemmen. Die NucA-NuiA-Interaktion basiert hauptsach-
lich auf Wasserstoff- und Salzbrlcken, in deren Zentrum Thr 195y,ia und Glu 24 y\uia
stehen, welche gebundene Nukleinsauren imitieren [Ghosh et al., 2005].

NuiA aus Anabaena spec. besitzt keine erkennbare Homologie zu EndoGlI aus
Drosophila melanogaster. Trotzdem erflllen beide Proteine ihre Funktion als In-
hibitoren der unspezifischen Nukleasen NucA bzw. EndoG. Bisher wurden die
Strukturen der prokaryotischen Nukleasen aus Anabaena und Serratia aufgeklart
[Miller et al., 1994, Ghosh et al., 2005], welche untereinander und zu der Droso-
phila-EndoG eine etwa 22-25%ige Sequenzidentitat aufweisen. Es wurde festge-
stellt, dass trotz der niedrigen Sequenzhomologie eine hohe Strukturhomologie
zwischen beiden Proteinen vorliegt, abgesehen davon, dass die Serratia-Nuklease
als Dimer und NucA als Monomer auftritt. Dabei sind vor allem die Aminosauren,
welche an der katalytischen Aktivitat beteiligt sind, stark konserviert. Daruber hin-
aus gleichen sich die Aktivitaten von Drosophila-EndoG und NucA stark, so dass
die Struktur, zumindest die des aktiven Zentrums, sehr ahnlich sein sollte. Da aber
EndoGl keinerlei Sequenzhomologie zu NuiA besitzt, muss die Interaktion zwischen
EndoG und EndoGlI nicht der NucA-NuiA-Bindung entsprechen.

Das katalytische Metallion, welches im NucA-NuiA-Komplex mit beiden Protei-
nen interagiert, wird in NucA durch Asn 155 gebunden [Ghosh et al., 2005]. Ob-
gleich die Beteiligung von Asparagin 155 an der NucA-NuiA-Bindung gezeigt wur-
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de [Ghosh et al., 2005], wurde die Anabaena-NucA N155A-Variante bei einer Kon-
zentration von 1uM durch 1uM NuiA normal inhibiert [Meiss et al., 2000]. Da-
bei liegen mikromolare Konzentrationen wahrscheinlich noch deutlich GUber dem
Kp-Wert des NucA N155A-NuiA-Komplexes, so dass die Detektion einer wahr-
scheinlich schwacheren Bindung vermutlich nicht mdglich war. In der Drosophi-
la-EndoG-Variante EndoGAN55 N187K ist das entsprechende Asparagin spontan
zu Lysin mutiert. Dabei besitzt diese Variante eine 50000-fach niedrigere spezi-
fische Aktivitat als EndoGAN53 (siehe 4.3.7). Auch flr die entsprechende Muta-
tion in der Anabaena-Nuklease bzw. in der bovinen EndoG wurde kaum Restak-
tivitat gemessen [Meiss et al., 2000, Schafer et al., 2004]. Weiterhin ist die Affini-
tat von EndoGANS55 N187K fur den Inhibitor um den Faktor 230 niedriger als die
von EndoGANS53 fur EndoGl (siehe 4.3.7), was auf eine Beteiligung des Asparag-
ins 187 an der Inhibitorbindung schlieBen lasst. Obwohl fir die entsprechende
NucA-Punktmutante, bei den zuvor erwahnten zu hohen Konzentrationen, keine
verminderte Hemmung durch NuiA bestimmt wurden [Meiss et al., 2000], ist die
Interaktion zwischen der Drosophila-EndoGAN55 N187K-Variante und EndoGl deut-
lich schwacher als zwischen EndoGAN53 und EndoGl. Da in der hier vorliegenden
Arbeit bei wesentlich geringeren Proteinkonzentrationen gearbeitet wurde als bei
den Untersuchung an der NucA-Punktmutante, kann eine Interaktion von EndoGl
iber das divalente Mg?* im EndoG-EndoGl-Komplex nicht ausgeschlossen werden.

In der Struktur des NucA-NuiA-Komplexes konnte keine Beteiligung des His-
tidins 124, welches ein Teil des stark konservierten DRGH-Motivs ist und als
allgemeine Base die Hydrolyse von Nukleinsauren katalysiert, an der NuiA-
Bindung nachgewiesen werden. Das Arginin 122 jedoch bildet zwei Wasserstoff-
bricken aus, unter anderem zu Glu 24yuia, Welches direkt in das aktive Zen-
trum eindringt [Ghosh et al., 2007]. Die Punktmutation NucA R122A wurde jedoch
bei aguimolaren Konzentration von 1uM nahezu normal durch NuiA gehemmt
[Meiss et al., 2000], wobei mikromolare Konzentrationen, wie bereits erwahnt (sie-
he vorherigen Absatz), die Detektion einer moégliche schwacheren Bindung wahr-
scheinlich nicht ermdglichten. Die Drosophila-EndoG-Variante EndoGAN53 DAGA,
in der sowohl das Histidin, als auch das Arginin im DRGH-Motiv zu Alanin mutiert
waren, zeigte wie erwartet keine messbare katalytische Aktivitat (siehe 4.2.3).
Zusatzlich war sie jedoch auch nicht in der Lage, mit Wildtyp-EndoG um EndoGl
zu konkurrieren (siehe 4.3.6). Da durch Mutation des DRGH-Motivs der Drosophi-
la-EndoG die Inhibitor-Bindung stark beeinflusst wurde, ist es sehr wahrschein-
lich, dass das aktive Zentrum direkt an der Nuklease-Inhibitor-Interaktion beteiligt
ist. Womadglich handelt es sich um einen ahnlichen Mechanismus wie im Falle der
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NucA-NuiA-Interaktion, wo NuiA die Substratbindung nachahmt und direkt mit dem
Arginin des DRGH-Motivs interagiert. Dass es sich um einen ahnlichen Mechanis-
mus wie bei den Colicin-DNasen und ihren Immunproteinen bzw. wie bei CAD-ICAD
handelt, ist wenig wahrscheinlich, denn dort erfolgte die Bindung nicht im aktiven
Zentrum und Mutationen der dort involvierten Aminosauren resultieren zwar im
Aktivitatsverlust der Nukleasen, aber die Komplexbildung mit den Inhibitoren wird
nicht beeintrachtigt [Sakahira et al., 2001, Walker et al., 2004].

Als die Struktur des Barnase-Barstar-Komplexes durch BUCKLE und FERSHT auf-
geklart wurde, war ersichtlich, dass auch Barstar in das aktive Zentrum der RNa-
se Barnase eindringt und dort die zwei Phosphatbindestellen durch Asp39 und
Gly43 besetzt [Buckle et al., 1994]. Da aber Barstar kein Aquivalent fiir das Guanin
des RNA-Substrats besitzt, wird die Guanin-Erkennungsstelle durch neun Wasser-
molekulle besetzt. Die Assoziationsgeschwindigkeitskonstante der Komplexbildung
liegt bei 6-108 M1s1 [Schreiber & Fersht, 1993]. Dies liegt nahe der maximalen
Geschwindigkeitskonstante fur Molekulkollisionen in Losungen, welche nach der
EINSTEIN-SMOLUCHOWSKI-Beziehung 102 M1s™! betrdgt [Smoluchowski, 1917]. Sol-
che hohen Assoziationsgeschwindigkeiten fur Komplexe aus Biomolekllen kon-
nen durch elektrostatische Krafte erméglicht werden, denn um die Substratbin-
dung zu ermoéglichen, ist die Nukleinsaurebindestelle in Barnase positiv geladen
[Buckle et al., 1994]. Barstar besitzt an der Barnase-Bindestelle eine negativ ge-
ladene Oberflache und kann so ideal die Nukleinsauren imitieren und in das ak-
tive Zentrum eintauchen. Somit ist die hohe Assoziationsgeschwindigkeit auf die
hohe Komplementaritat sowohl der Oberflache, als auch der Ladung an den Bin-
destellen beider Proteine zurlckzufUhren [Buckle et al., 1994]. Die sehr niedrige
Dissoziationsgeschwindigkeit des Barnase-Barstar-Komplexes von 8-10° s gibt
die sehr stabile Bindung beider Proteine wieder[Schreiber & Fersht, 1993]. Fur
den NucA-NuiA-Komplex aus Anabaena sind keine Assoziations- bzw. Dissoziati-
onsgeschwindigkeiten berichtet worden. Der Drosophila-EndoG-EndoGIl-Komplex
dissoziiert mit einer Geschwindigkeit von 3-10® s!. Damit besitzt der Komplex
eine Halbwertszeit von Uber 3 Tagen. Die berechnete Assoziationsgeschwindig-
keit betragt 107 M-1s! und liegt nur geringfiigig unter der des Barstar-Barnase-
Komplexes (siehe 4.3.8). Diese Beobachtungen legen nahe, dass auch die Bin-
dung zwischen EndoG und EndoGl mdglicherweise Uber elektrostatische Wech-
selwirkungen stabilisiert wird. Dies ist auch im NucA-NuiA-Komplex der Fall. Das
Uberwiegend positiv geladene aktive Zentrum der NucA, welches durch diese La-
dung die Bindung der stark negativ geladenen Nukleinsauren erleichtert, intera-
giert direkt Uber elektrostatische Wechselwirkungen mit der negativ geladenen
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Oberflache von NuiA [Ghosh et al., 2007]. Leider gibt es bisher nur wenige gut un-
tersuchte Beispiele von Nukleasen und ihren Inhibitoren, in denen der Inhibitor
direkt mit dem aktiven Zentrum der Nuklease interagiert. Jedoch wird in diesen
Fallen die Bindung hauptsachlich Gber hydrophile und elektrostatische Wechsel-
wirkungen vermittelt, wobei die Inhibitoren offenbar die Eigenschaften der Sub-
strate imitieren. Aufgrund der groBRen Sequenzhomologie der aktiven Zentren in
NucA und EndoGl und der Vermutung, dass auch EndoGI direkt mit dem aktiven
Zentrum der EndoG interagiert, kann erwartet werden, dass auch EndoGl Uber
diese Art von Wechselwirkungen EndoG bindet, ahnlich wie Barstar und NuiA. Es
konnte gezeigt werden, dass bei einem 1000-fachen molaren Uberschuss NuiA in
der Lage ist, die Serratia-Nuklease zu inhibieren [Meiss et al., 2000]. Diese Kom-
plexe waren allerdings nicht stabil genug, um in Gelfiltrationsexperimenten sicher
detektiert zu werden. Damit ist die Affinitat von NuiA fUr das Serratia-Protein we-
sentlich geringer als fur NucA. Dass jedoch eine Bindung madglich ist, bestatigt die
ahnliche Struktur der aktiven Zentren beider Enzyme. Ob auch EndoGlI die pro-
oder eukaryotischen Endonukleasen G inhibieren kann, wurde bisher nicht getes-
tet. Doch man kann vermuten, dass eine Inhibierung der eukaryotischen dimeren
EndoGs durch EndoGIl mdglich sein sollte, denn die eukaryotischen Endonuklea-
sen G weisen untereinander eine hdohere Sequenzidentitadt auf als zwischen der
Serratia-Nuklease und NucA besteht.

Obwohl EndoG und EndoGlI eine so starke Bindung aufweisen, war es maoglich,
die beiden endogenen Proteine bei der Reinigung aus Schneider2-Zellextrakt auf
einer DEAE-Saule voneinander zu trennen. Dabei kann nicht ausgeschlossen wer-
den, dass die Affinitat der endogenen Proteine aufgrund einer unbekannten post-
transkriptionalen Modifikation erniedrigt ist. Es ist jedoch wahrscheinlich, dass ho-
he Salzkonzentrationen die Stabilitat des Komplexes beeinflussen. Denn bei der
Reinigung der rekombinanten Proteine wurde beobachtet, dass bei Kalium- bzw.
Natriumchloridkonzentrationen Gber 300 mM die Trennung beider Proteine bes-
ser moglich war. SCHREIBER und FERSHT beschrieben einen ahnlichen Effekt far
den Barnase-Barstar-Komplex, welcher bei 500 mM NaCl eine 40-fach niedrige-
re Assoziations- und einen 5-fach erhdhte Dissoziationsgeschwindigkeit besitzt
[Schreiber & Fersht, 1993] als in Abwesenheit von Salz. Weiterhin wurde berichtet,
dass NaCl bereits in einer Konzentrationen von 100 mM die Assoziation deutlich
verlangsamt. Offenbar werden die elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen
den beiden Proteinen durch hohe Konzentrationen von Kalium- bzw. Natrium-
konzentrationen beeintrachtigt (lonenstarkeeffekt). Da auch der EndoG-EndoGl-
Komplex wahrscheinlich durch hohe lonenstarken destabilisiert wird, scheinen die
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Wechselwirkungen zwischen den bindenden Proteinen ahnlich zu sein. Ob die lo-
nenstarke die Stabilitat des NucA-NuiA-Komplexes beeinflusst, wurde nicht unter-
sucht.

5.6. Der EndoGlI-14-3-3c-Komplex

14-3-3-Proteine sind Homodimere, die durch Interaktion mit anderen Proteinen
deren enzymatische Aktivitat, Stabilitat, Lokalisation, Phosphorylierung bzw. mo-
lekulare Interaktionen modifizieren kdnnen [Dougherty & Morrison, 2004].

Die beiden Drosophila-14-3-3-Proteine waren zusammen mit EndoGl aus dem
Schneider2-Zellextrakt gereinigt und durch anschlieBende massenspektrometri-
sche Analyse der verbliebenen Proteinbanden identifiziert worden. Da sie nach ei-
ner Reinigung Uber sechs aufeinanderfolgende Chromatographiesaulen noch mit
EndoGl koeluierten, wurde eine mdogliche Interaktion zwischen EndoGl und den
14-3-3-Proteinen vermutet. Tatsachlich konnte bei Untersuchungen in der analy-
tischen Ultrazentrifuge eine Komplexbildung zwischen EndoGl und 14-3-3¢€ beob-
achtet werden (siehe 4.4.2). Dabei bestand der Komplex aus dimerem 14-3-3¢
und monomerem EndoGl. Eine Konzentration beider Proteine von 1 uM ermog-
licht eine 85%ige Komplexbildung, was auf eine schwache Affinitat von 14-3-3¢
fur EndoGlI hindeutet (Kp-Wert im mikromolaren Bereich). Bisher wurden fir In-
teraktionen mit 14-3-3-Proteinen Kp-Werte im nanomolaren Bereich bestimmt
[Campbell et al., 1997, Fu et al., 2000]. Zumeist wird die Bindung der 14-3-3-
Proteine an die Liganden Uber ein Erkennungsmotiv mit einem phosphorylierten
Serin vermittelt [Muslin et al., 1996, Yaffe et al., 1997]. Aber auch unphosphory-
lierte Proteine werden als Interaktionspartner erkannt [Winkler et al., 1998]. Die
Affinitat der 14-3-3-Proteine flur ihre jeweiligen Partner ist dabei ahnlich. Jedoch
werden Proteine, die Uber eine Phosphoserin-vermittelte Interaktion gebunden
werden, nicht oder nur sehr schlecht als Bindungspartner erkannt, wenn das Se-
rin im Erkennungsmotiv unphosphoryliert vorliegt [Muslin et al., 1996]. Es wur-
den bisher verschiedene Konsensussequenzen gefunden, welche im phosphory-
lierten Zustand die 14-3-3-Interaktion vermitteln [Yaffe et al., 1997]. EndoGl ent-
halt keines dieser bekannten Motive, wobei bemerkt sein soll, dass immer wie-
der neue Erkennungssequenzen veroffentlicht werden. Die niedrige Affinitat, mit
der EndoGlI durch 14-3-3e gebunden wird, steht in scheibarem Widerspruch zu
der Tatsache, dass diese Proteine nach einer Reinigung Uber sechs aufeinander-
folgende Chromatographiesaulen mit EndoGl koeluierten, wobei ein zufallige Ko-
elution nicht ausgeschlossen werden kann. Die niedrige Affinitat der Bindung,
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die mit rekombinanten Proteinen gemessen wurde, kann aber auch auf eine feh-
lende Phosphorylierung in einem unbekannten Erkennungsmotiv zurlckzufihren
sein. Wenn in Schneider2-Zellen flag-14-3-3e exprimiert und anschlieend endo-
genes EndoGIl mit einem spezifischen Immunserum prazipitiert wurde, koprazi-
pitierte das flag-14-3-3¢ (siehe 4.4.2). In zusatzlichen, hier nicht beschriebenen
Experimenten koprazipitierte auch endogenes 14-3-3e¢ mit EndoGlIl. Damit konn-
te die 14-3-3e-EndoGI-Bindung bestatigt werden. Das Signal des koprazipitierten
endogenen 14-3-3¢ war nur schwach ausgepragt. Die endogene Konzentration an
14-3-3€ war nicht bestimmt worden. Da die 14-3-3-Proteine aber an einer Vielzahl
von regulatorischen Prozessen in der Zelle beteiligt sind, ist die endogene Konzenr-
tation beider 14-3-3-Proteine vermutlich hoch. Daher kann dieses schwache Signal
wahrscheinlich nicht auf eine niedrige Konzentration an endogenem 14-3-3¢ zu-
rickzufihren sein. Moglich ware allerdings, dass auch bei endogenen Proteinen
nur eine schwache Komplexbildung vorliegt. Da durch Zugabe von rekombinantem
14-3-3€ auch bei Konzentrationen bis 15 uM keine Beeinflussung der Inhibierung
von EndoG durch EndoGl zu beobachten war, konnte die Bedeutung der schwa-
chen 14-3-3e-EndoGI-Bindung nicht geklart werden. Dass aber sowohl 14-3-3¢, als
auch 14-3-3¢ zusammen mit dem endogenen EndoGl identifiziert wurden, obwohl
nur das 14-3-3¢ EndoGl bindet, ist damit erklarbar, dass die 14-3-3-Proteine stabi-
le Homo- und Heterodimere bilden [Jones et al., 1995, Chaudhria et al., 2003].

5.7. EndoG und EndoGl wahrend der Apoptose

Als Apoptose wird der evolutionar konservierte, programmierte Zelltod verstan-
den. Die Apotose ist essentiell fur die Entwicklung und Aufrechterhaltung von Ge-
weben. So kénnen, mittels Apotose, infizierte oder beschadigte Zellen beseitigt
werden [Vaux & Korsmeyer, 1999, Samejima & Earnshaw, 2005, Schafer, 2007].

Apoptotische Zellen weisen charakteristische Merkmale auf. Solche Kennzei-
chen der Apoptose sind das Schrumpfen von Zytoplasma und Zellkern, die Kon-
densation des Chromatins, die Fragmentierung der DNA und das Ausstulpen der
Plasmamembranen (blebbing) [Wyllie et al., 1980]. Der Abbau der chromosoma-
len DNA geschieht durch Endonukleasen, welche die DNA in drei Stufen hydro-
lysieren [Samejima & Earnshaw, 2005]. Dabei wird die chromosomale DNA zu-
nachst an Positionen innerhalb der internukleosomalen linker in 50-300 kb groRe
Fragmente gespalten [Walker et al., 1994]. Im Anschluss erfolgt der Abbau die-
ser Fragmente in Oligomere und schlieBlich in Nukleotide [Samejima et al., 2001,
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Liu et al., 1999b]. Die daflur verantwortlichen Nukleasen sind CAD, EndoG, DNa-
se | und DNase v, die durch eine Vielzahl von Faktoren stimuliert werden, wie
z.B. Histon H1, HSP70, DNA-Topoisomerase Il und AIF [Samejima et al., 2001,
Li et al., 2001, Liu et al., 1999b, Candé et al., 2002, Samejima & Earnshaw, 2005].

Die Rolle der EndoG wahrend der Apoptose ist umstritten. Ursprunglich wurde
EndoG als apoptotische Nuklease identifiziert als in CAD-knock-out-Mausen die
apoptotische DNA-Fragmentierung untersucht wurde [Li et al., 2001]. Der Phano-
typ der CAD-knock-out-Mause war unauffallig und in apoptotischen Zellen konn-
te DNA-Fragmentierung beobachtet werden. Es wurde festgestellt, dass die ver-
bleibende DNaseaktivitat mit den Mitochondrien assoziiert war und durch Frak-
tionierung mitochondrialer Mausextrakte wurde die fir den DNA-Abbau verant-
wortliche Nuklease identifiziert, Endonuklease G. Es konnte in weiteren Unter-
suchungen festgestellt werden, dass EndoG nach apoptotischer Stimulation aus
den Mitochondrien entlassen wird und in den Zellkern eindringt. Zudem konnten
LI et al. zeigen, dass die DNA-Fragmentierung in apoptotischen CAD-defizienten
Zellextrakten durch einen spezifischer EndApoptoseresistenz und eine Redukti-
on der Caspaseaktivierung-Antikorper vollstandig inhibiert wird, wahrend durch
Zugabe eines Praimmunserums DNA-Fragmentierung beobachtet werden konn-
te. Auch konnten sie in-vivo nachweisen, dass die apoptotische DNase in CAD-
defizienten Zellen tatsachlich aus den Mitochondrien entlassen wird. Aus all die-
sen Beobachtungen schlussfolgerten LI et al., dass EndoG die fur die apoptoti-
sche DNA-Fragmentierung verantwortliche DNase in CAD-defizienten Zellen sei
[Li et al., 20011.

Jedoch wurden nach mehreren weiteren Untersuchungen an EndoG-knock-out-
Mausen widersprichliche Daten vero6ffentlicht. Die erste Studie berichtet, dass
die EndoG-defizienten Mause bereits in frihen Stadien der Embryogenese sterben
[Zhang et al., 2003]. Des Weiteren zeigten EndoG*/-Zellen eine erhéhte Apop-
toseresistenz und eine Reduktion der Caspaseaktivierung, DNA-Fragmentierung
und Chromatinkondensation. Wurden diese Mause mit CAD-defizienten Mausen
gekreuzt, konnte nahezu keine DNA-Fragmentierung und Chromatinkondensati-
on in EndoG*™"CAD”"-Zellen mehr beobachtet werden. In einer zweiten Studie
wurde hingegen veroffentlicht, dass EndoG-defiziente Mause lebensfahig sind
[Irvine et al., 2005]. DarUber hinaus besalBen Zellen dieser Mause eine mit dem
Wildtyp vergleichbare DNA-Fragmentierung und Chromatinkondensation, wenn
die Zellen mit Etoposid oder Aktinomycin D in die Apoptose getrieben wurden.
In einer dritten Studie konnten DAVID et al. die die Beobachtungen von IRVINE et al.
bestatigen [David et al., 2006]. Es wurde gezeigt, dass die Maus-Embryogenese
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und -Entwicklung in EndoG-knock-out-Mausen normal verlief. Auch in dieser Studie
konnte keine Veranderungen wahrend der Apoptose in diesen EndoG-defizienten
Mausen beobachtet werden. Dabei unterschieden sich die EndoG-knock-out-
Mause in der ersten Studie von den beiden anderen Studien nur darin, dass in der
ersten Studie neben EndoG zusatzlich noch ein unbekanntes Gen unterbrochen
wurde. Der knock-out dieses Genes kdnnte daher die widersprichlichen Beobach-
tungen erklaren. Andererseits kdnnten in EndoG-defizienten Zellen die anderen
apoptotischen Nukleasen die Funktion der EndoG Gbernehmen, was die unauffalli-
gen Phanotypen der zwei anderen Studien erklaren kdnnte. Auch wurden in diesen
zwei Studien nicht der Phanotyp von EndoG”"CAD”"-M&usen untersucht.

In Caenorhabditis elegans, wo das CAD/ICAD-System offenbar nicht vorhan-
den ist, wurde gezeigt, dass das EndoG-homologe Cps-6 mit verschiedenen
Proteinen interagiert und einen Enzymkomplex bildet, das sogenannte Degra-
dosom [Parrish et al., 2001, Parrish & Xue, 2006], welches neben Cps-6 noch
das AlF-homologe Wah-1 und sechs andere Nukleasen enthalt. PARRISH et al.
konnten zeigen, dass RNAi-induzierte Reduktion der Cps-6-Aktivitat die DNA-
Fragmentierung beeintrachtigt. Desweiteren wurde ein verzdgertes Auftreten
apoptotischer Zellen beobachtet [Parrish et al., 2001]. SCHAFER et al. konnten
zeigen, dass durch Uberexpression von aktiver boviner EndoG in Sdugetierzellen
Apoptose induziert wird, wahrend nach Uberexpression einer inaktiven EndoG-
Variante die Zellen weiterhin lebensfahig sind [Schafer et al., 2004].

Die toxische Aktivitat der CAD wird durch ICAD reguliert
[Samejima & Earnshaw, 1998]. Fur die Endonukleasen G aus Vertebraten wurde
hingegen bisher kein spezifischer Proteininhibitor beschrieben. Offenbar reicht
die Sequestrierung des Proteins im mitochondrialen Intermembranraum aus um
die Aktivitat zu regulieren [Widlak et al., 2001, Schafer et al., 2004].

Es wurde mehrfach berichtet, dass nach Induktion der Apoptose EndoG
aus den Mitochondrien entlassen wird und in den Zellkern wandert
[Li et al., 2001, Schafer et al., 2004]. Ob auch die Drosophila-EndoG wahrend
der Apoptose die Mitochondrien verlasst und in den Zellkern eindringt, konnte auf-
grund eines fehlenden spezifischen Antikdrpers nicht nachgewiesen werden. Doch
sollte sie tatsachlich an der apoptotischen DNA-Fragmentierung beteiligt sein,
ware eine Aktivitat der EndoG in Anwesenheit des spezifischen Inhibitors EndoGl
nicht moglich, der mit 4 uM in einer hohen Konzentration innerhalb der Zellkerne
vorliegt (Abschatzung erfolgte durch Western blot-Analyse von endogenem
EndoGI und Vergleich mit einem Proteinstandard). Der Drosophila-EndoG-EndoGl
ist so stabil, dass EndoGI bereits vor dem apoptotischen Freiwerden der mit-
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ochondrialen Proteine inaktiviert werden muss, um die Aktivitat der EndoG nicht
zu behindern. Oder ein moglicher Inaktivierungsmechanismus musste fahig sein,
EndoGIl im Komplex mit EndoG zu erreichen. Tatsachlich konnte nachgewiesen
werden, dass EndoGl in apoptotischen Schneider2-Zellen den Zellkern verlasst
(siehe 4.5). Ob dies jedoch vor oder nach dem Freiwerden der mitochondrialen
Proteine geschieht, konnte nicht bestimmt werden. Diese Translokation kdénnte
Uber eine Interaktion mit 14-3-3¢ vermittelt werden, denn eine der Funktionen,
die 14-3-3-Proteine ausuben, ist die Proteintranslokation. Dabei wird zumeist eine
Lokalisationssequenz im Bindungspartner durch das 14-3-3-Protein Uberdeckt
und beide Proteine werden transloziert [Muslin & Xing, 2000]. Jedoch unterschied
sich die Lokalisation von EndoGl in Drosophila-Embryonen, die homozygot eine
14-3-3e-Defizienz besafen, nicht von der in Wildtyp-Embryonen (Dr. C. TEMME,
personliche Mitteilung). Es konnte nicht untersucht werden, ob EndoGl bei Eintre-
ten von Apoptose in diesen 14-3-3e-defizienten Embryonen ebenfalls den Zellkern
verlasst. Bei Immunprazipitations-Experimenten konnte kein Unterschied in der
Bindung zwischen EndoGl und 14-3-3¢ in apoptotischen Scheider2-Zellextrakten
im Vergleich zur Komplexbildung in Wildtyp-Scheider2-Zellextrakt beobachtet wer-
den. Da sich aber nicht alle Zellen in den apoptotischen Schneider2-Zellextrakten
in der gleichen Phase der Apoptose befanden und auch ein Teil der Zellen noch
nicht apoptotisch war, kdnnte eine mdgliche Veranderung der EndoGl-14-3-3¢
anhand dieser Extrakte eventuell nicht nachweisbar sein. Das Auswandern von
EndoGl aus dem Zellkern wahrend der Apoptose ist aber nicht ausreichend um
die Bildung des EndoG-EndoGIl-Komplexes zu verhindern. Jedoch nahm scheinbar
die Gesamtkonzentration an EndoGl in den apoptotischen Zellen ab (siehe 4.5).
Eine Proteolyse von EndoGl ware eine mogliche Erklarung daflr. Dies konnte
allerdings weder mittels Western blotting noch durch Titration der apoptotischen
Schneider2-Zellextrakte mit EndoG nachgewiesen werden, was wiederum an
der bereits erwahnten Zusammensetzung dieser Extrakte liegen kdnnte. Dieser
Aspekt sollte Gegenstand weiterer Untersuchungen sein.

Ein Zeichen der Apoptose ist das Schrumpfen des Zytoplasmas, was hauptsach-
lich durch starke Verringerung der intrazellularen Kalium- und Natriumkonzentra-
tionen vermittelt wird [Bortner und Cidlows, 2002]. Wie bereits gezeigt, besitzt die
Drosophila-EndoG ebenso wie homologe EndoGs bei physiologischen Kaliumkon-
zentrationen keine maximale Aktivitat. Wenn die katalytische Aktivitat aber nur
wahrend der Apoptose erforderlich ist, so stimuliert der massive Verringerung der
lonenstarke wahrend der Apoptose vermutlich die EndoG-Aktivitat. Die Inhibierung
durch physiologische Kaliumkonzentrationen kdnnte somit ein mdglicher Schutz-
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mechanismus der gesunden Zelle sein, obwohl nachgewiesen wurde, dass bereits
Spuren an EndoG toxisch wirken.
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6. Zusammenfassung

Als Apoptose wird der evolutionar konservierte, programmierte Zelltod verstan-
den. Apotose ist essentiell fur die Entwicklung und Aufrechterhaltung von Gewe-
ben. Das Fortschreiten der Apoptose in Zellen wird durch das Schrumpfen des Zy-
toplasmas, Chromatinkondensation und - fragmentierung, Plasmamembranaus-
stulpungen und abschlieBenden Zerfall in Vesikel charakterisiert. Dabei wurden
bisher mehrere Nukleasen identifiziert, die fUr den Abbau der chromosomalen DNA
verantwortlich sind. Dazu gehdéren CAD und Endonuklease G, welche unspezifisch
die DNA zunachst in 50-300 nt groBe Fragment und anschlieBend in Oligomere
abbauen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Endonuklease G (EndoG) und ihr spezifi-
scher Inhibitor (EndoGl) aus Drosophila melanogaster untersucht. Dabei lag das
Augenmerk auf der Untersuchung des EndoG-EndoGIl-Komplexes. Mit der Identi-
fizierung von EndoGIl wurde erstmalig ein spezifischer Inhibitor fur eine eukaryo-
tische Endonuklease G gefunden, welcher als Inhibitor einer potentiell apoptoti-
schen Nuklease einen besonderen Wert besitzt.

Die EndoG aus Drosophila melanogaster weist eine 53%ige Sequenzidentitat
mit der humanen EndoG auf und besitzt eine N-terminale, mitochondriale targe-
ting-Sequenz. Die Drosophila-EndoG ist, gleich ihren homologen Proteinen, eine
DNA/RNA-unspezifische Endonuklease, welche sowohl einzel-, als doppelstrangige
Nukleinsauren hydrolysiert. Dabei wurde eine schwache Praferenz fur homopoly-
meres Poly(dA) und Poly(dT) bestimmt. Als Mitglied der (33 x-Metall-Superfamilie
von Nukleasen ist die nukleolytische Aktivitat der EndoG abhangig von divalenten
Metallionen, wobei nur Mg2* und Mn?* eine schnelle Nukleinsdurehydrolyse er-
moglichen. KCI-Konzentrationen Uber 50 mM haben eine hemmende Wirkung auf
die enzymatische Aktivitat der EndoG. Die Drosophila-EndoG liegt als Monomer
vor und befindet sich in Schneider2-Zellen in den Mitochondrien.

Bei EndoGl handelt es sich um ein 359 Aminosauren groRes Protein, welches sich
in Schneider2-Zellen im Zellkern befindet. Es konnten keine homologen Proteine
in den Genomen anderer Spezies gefunden werden. Das Protein besteht aus zwei
tandemartig angeordneten, homologen Domanen und liegt als Monomer vor.

EndoGl ist in der Lage die katalytische Aktivitat von EndoG unmittelbar und
sofort zu inhibieren, wobei vermutlich einfache Assoziation fur die Bindung von
EndoGI durch EndoG verantwortlich ist. Der EndoG-EndoGI-Komplex besitzt ei-
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ne 2:1-Stéchiometrie. Dabei bindet ein monomeres EndoGl ein dimeres Molekdl
EndoG. Es konnte nachgewiesen werden, dass beide homologen EndoGIl-Domanen
in der Lage sind EndoG allein zu inhibieren. Auf diese Weise ist EndoGl ideal an die
dimere EndoG-Struktur angepasst. Dass beide EndoGIl-Domanen separat nicht die
gleiche Affinitat fir EndoG besitzen wie das vollstandige EndoGl, bestatigt die Ver-
mutung, dass je eine der Domanen ein EndoG-Monomer bindet.

Die Mutation des DRGH-Motivs im aktiven Zentrum der EndoG zu DAGA,
fuhrt zur kompletten Inaktivierung der katalytischen Aktivitat. Selbst bei ei-
nem 5000-fachen molaren Uberschuss war EndoGAN53 DAGA nicht in der La-
ge mit EndoGAN53 um EndoGI zu konkurrieren. Dass ein intaktes aktives Zen-
trum notwendig fur die EndoGI-Bindung ist, zeigte die niedrige Affinitat der
EndoGAN55 N187K fur EndoGl. Das dieser Position entsprechende Asparagin
bindet in der homologen Anabaena-Nuklease das katalytische Magnesiumion.
EndoGAN55 N187K besall darUber hinaus nur eine stark verringerte enzymati-
sche Aktivitat, war aber in der Lage stabile Dimere zu bilden. Bei der Interaktion
von EndoG mit EndoGI handelt es sich um eine sehr starke Bindung, denn der
Kp-Wert des EndoG-EndoGl-Komplexes betrégt 1,6-10°13 M. Die Dissoziationsge-
schwindigkeit des Komplexes konnte mit 3-:10°® s bestimmt werden. Damit be-
sitzt der EndoG-EndoGI-Komplex eine Halbwertszeit von 3 Tagen und ist einer der
stabilsten bisher beschriebenen Proteinkomplexe.

Die Drosophila-EndoG ist toxisch fur Bakterienzellen, denn die Klonierung und
Expression rekombinanter EndoG war nur in Gegenwart von EndoGl moaglich.
EndoGl ist in Drosophila melanogaster essentiell, denn Fliegen eines EndoGl-
Deletionsstammes zeigten eine stark verringerte Lebensfahigkeit und die mann-
lichen adulten Tiere waren steril. Diese Tatsache wird dadurch unterstutzt, dass
EndoGl in allen Entwicklungssphasen von Drosophila melanogaster vorhanden
ist. Ob EndoG auch in Drosophila melanogaster an der apoptotischen DNA-
Fragmentierung beteiligt ist, konnte nicht untersucht werden. Jedoch wurde ge-
zeigt, dass EndoGl in apoptotischen Zellen den Zellkern verlasst.

Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass EndoGI mit niedriger Affinitat 14-3-3¢
bindet. Welche Rolle diese Komplexbildung spielt, konnte nicht geklart werden und
sollte Gegenstand weiterer Untersuchungen sein.
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B. Anhang

B.1. Sequenzen der verwendeten RNA- und DNA-Substrate

RNA-Transkript NgsAss5Ng3

5" -GAATACAAGCTTGGGCTGCAGGTCACTAGGAGACACTTTCAATAAAGGCAAATGTTTTTATTTGT
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAACCGTCTTCCCGGGGAATTCCGTA
ATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCG-3”

ssDNA-Oligonukleotid
57 -GGTGGCAGTGGTGGCGTGCACGGTGGTCATCAGACCCTCGACGATCTCGAAGTTGTCATT-3"

dsDNA-Konstrukt
5 -AACTCTAAGCGGTGGATCACTCGGCTCATGGGTCGATGAAGAACGCAGCAAACTGTGCGTCATCG
TGTGAACTGCAGGACACATGAACATCGACATTTTGAACGCATATCGCAGTCCATGCTG-3”
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