MATERIALIEN & METHODEN

2 Materialien und Methoden

2.1 Materialien

Alle Materialien, wenn nicht anders unter 2.1.1 @hdl.2 aufgefuhrt wurden von den Firmen Sigma-

Aldrich (Taufkirchen), Roth (Karlsruhe) und MercBdrmstadt) bezogen und waren von hoéchstem

Reinheitsgrad.

2.1.1 Enzyme, Proteine und Reagenzien

Alkalische Phosphatase

Aprotonin

ATP-Determination Kit

BSA

Lachsspermien-DNA
Desoxyribonukleotide (ANTP’s)
DNasel

DNA-1 kb-Marker

Expand™ High Fidelity PCR System
Fast'n Easy DNA Purification Kit
High Fidelity PCR Kit

Invisorb Spin Plasmid Mini-Kit
Leupeptin

Luminol-Reagenz

Lysozym

Pepstatin

peqGOLD Protein-Marker 1V (prestained)
Pfu-DNA Polymerase + Puffer
Plasmid-Maxi-Kit

ProFectin® Mammalian Transfection
System-Calcium Phosphate
Protease-Inhibitor Cocktail

Rapid Ligation Kit
RNAI-Transfectin-Kit

RNaseA

RNeasy Mini-Kit

Roche Diagnostics, Mammhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Molecular Probes, Leiden
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Gibco, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
MBI Fermentas, St. Leon-Roth

Roche Diagnostics, Maim
Tebu-Bio, Offeanth

Roche Diagnostics, Manithe
Invitek, Berlin
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Santa Cruz, Heidelberg
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Peqglabakgen

MBI Fermentas, St. Létoth
QIAGEN, Hilden

Promega, Madison
Roche Diagnosticgyidheim
Roche Diagnostics, Mannheim
QIAGEN, Hilden
GERBU Biotechnik, Gaiberg
QIAGEN, Hilden
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SDS-PAGE Proteinmarker SDS 6-H
Sequitherm Excel Il DNA
Sequencing Kit-LC

RevertAid™ First Strand cDNA
Synthesis Kit

siRNA Transfectin-Kit

SlowFadé€ Light Antifade Kit
Staurosporin

TOPO-TA Cloning Kit

pET100/ D-TOPO Cloning Kit
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Sigma-Aldrich, fkeahen

Epicentre Technologies, Madis

MBI Fermentas, St. Leon-Rot
QIAGEN, Hilden

Molecular Probes, Leiden
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

2.1.2 Nukleotide, Saulenmaterialien und Chemikalien

3-Aminobenzamid
Ampizillin
[a-P*-ATP
[0-P*]-NAD*

BCIP
BrCN-Sepharose 4B
Chloramphenicol
DABCO
Dithiothreitol (DTT)
1,3-Butadien-Diepoxid
3-Aminobenzamid
3-ABA-Sepharose

(-)-EGCG
Ethanolamin
GPI-16552

GSH-Sepharose
Hydroxyapatit
IPTG

Kanamyzin Sulfat
Agarose LM-MP
MNNG

Alexis, Griinberg
Roth, Karlsruhe
Amersham Bioscience, Freiburg
Amersham Bioscience, Freiburg

Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

GERBU Biotechnik, Gaiberg

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Alexis, Grunberg

freundlicherweise bereitgestetih \G. Buchlow
(Freie Universitat Berlin)
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
freundlicherweise bereitgestellt von J. Falsig
(Lundbeck; Danemark) und Dr. J. Zhang
(Guilford Pharmaceuticals Inc., Baltimore, MD)

Amersham Bioscience, Freiburg

Riedel-de Haen, Seelze

GERBU Biotechnik, Gaiberg

GERBU Biotechnik, Gaiberg

Roche Diagnostics, Mannheim

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
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Mowiol 4-88 Merck, Darmstadt

MTT Sigma-Aldrich, Taufkirchen
NAD" Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Natriumazid Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Natriumborhydrid Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Nickel-NTA-Sepharose QIAGEN, Hilden
Nitrotetrazoliumblauchlorid (NBT) Roth, Karlsruhe
N-Octyl-3-D-Glukosid GLYCON Biochemicals GmbH, Luckendeal
PMSF Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Ponceau S Roth, Karlsruhe
Rotiphorese Gel30 Roth, Karlsruhe
Sepharose 2B-Cl Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Serva Blau G250 Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Gallotannine Sigma-Aldrich, Taufkirchen
z-VAD(OMe)-fmk Bachem, Bubendorf

2.1.3 Zellstamme

2.1.3.1 Bakterienstamme

In der Arbeit eingesetztéscherichia coliStamme sind in Tab. 2.1 aufgefuhrt.
Zur Generierung des Stamniescoli BL21 Codon RIL (pREP4) wurde das Plasmid pREP4 aus
E. coliM15 isoliert und irE. coliBL21 Codori RIL transfiziert.

Tab. 2.1: Genotypische Merkmale und Herkunft der engesetzten Bakterienstamme

E. coli Stamm Genotyp Herkunft

BL21(DE3) FompT[dcm] [lon] hsd$ (rs ms") A(DE3) Stratagene, Heidelberg

BL21 Codon' RIL FompT hsd$ (rgmg) deni Tef gal A(DE3) Stratagene, Heidelberg
endAHte (argZ ileY leuw CF)

BL21 Star™ (DE3) FompThsdg (rsmg) gal dcm rné31 (DE3)  Invitrogen, Karlsruhe

JM109 recAl endAl gyrA96 thi hsdR17 (r:m,") NEB, Frankfurt/Main

SUpE44 A (lac-proAB relAl [F traD36
proAB” lacl? A(lacZ)M15]\
M15 Nal® St Rif° Thi’ Lac Ara” Gal' Mtl" RecA”  Qiagen, Hilden

Uvr Lon®

32
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E. coli Stamm Genotyp Herkunft

NM522 F proA'B" lacl® A(lacZM15/A(lac-proAB) NEB, Frankfurt/Main
ginV thi-1A(hsdSmrcB)5

One Shot TOP10 F mcrA A(mrr-hsdRMSnrcBQ ®80lacZ Invitrogen, Karlsruhe

AM15 AlacX74recAl deoRaraD139 A(ara-
leu)7697galU galK rpsL (Stf) endAlnupG

TG1 F* traD36 lacl® A(lacZM15 proA'B’/supE Stratagene, Heidelberg
A(hsdSmrcB)5 (m'McrB-) thi A (lac-
proAB)

XL1-blue recAl endAl gyrA96 thi-1, hsdR17supE44 Stratagene, Heidelberg
relAl lac [FproAB lacl? A(lacZM15 Tnl10
(Tef)]

2.1.3.2 Hefestamme

Fir die Yeast Two-HybricExperimente wurde der HefestanfBaccharomyces cerevisid®) 69-4A
(MATa trp1-901 leu2-3,112 ura 3-52 his3-200 gal4A gal80 A LYS2::GAL1-HIS3 GAL2-ADE2
met2:GAL7-lacZ) eingesetzt (James al, 1996).

2.1.3.3 Eukaryotische Zelllinien

Alle in der Arbeit eingesetzten Zelllinien sind ifab. 2.2 aufgefiuihrt. Die CHO-Zellen wurden
freundlicherweise von Prof. K. Caldecott (Sussexversity, Brighton) und die Hybridomazelllinie 10-

H von Prof. A. Burkle (Universitat Konstanz, Konsta bereitgestellt.

Tab. 2.2 Zusammenfassung der in der Arbeit eingesgen eukaryotischen Zelllinien

Zellen Medium Herkunft

HelLa S3 (Suspension) DMEM DSMZ, Heidelberg
HelLa S3 (adhéarent) DMEM DSMZ, Heidelberg
HelLa (adhéarent) RPMI 1640 DSZM, Heidelberg
10-H (Suspension) DMEM Kawamitsuet al. (1984),
CHO AAS8 (adharent) a-MEM Thompsoret al. (1990)
CHO EMS9 (adhéarent) a-MEM Thompsoret al. (1990)
CHO EMB9-V (adhérent) a-MEM +Genetizin (1mg/ml) Caldecottet al.(1995)

CHO EM9-XH (adhérent) a-MEM +Genetizin (1mg/ml) Caldecottet al. (1995)
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2.1.4 Plasmide

Die in der Arbeit eingesetzten kommerziell erhéltén Plasmide sind in Tab. 2.3 zusammengefasst.

Tab. 2.3 Zusammenfassung in der Arbeit genutzter Bsmide

Plasmid Resistenz  Tag" Position des Anwendung Referenz
» 1ags’
pCR2.1-TOPO Amp - - E. coli Invitrogen, Karlsruhe
pET100/D- Amp His N-Terminus E. coli Invitrogen, Karlsruhe
TOPO
pQE31 Amp His N-Terminus E. coli QIAGEN, Hilden
pPASK-7 Amp Strep-ll N-Terminus E. coli IBA, Gottingen
pGEX-5X-3 Amp GST N-Terminus E. coli Amersham Biosciences,
Freiburg
pEGFP-C2 Kan, Neo GFP N-Terminus  Eukaryonten  Chtimteleidelberg
pGADT-7 Amp GAL4 AD N-Terminus S. cerevisiae Clontech, Heidelberg
HA Epitop
pAS Amp GAL4BD N-Terminus S. cerevisiae Clontech, Heidelberg

2.1.5 Oligonukleotide

2.1.5.1 siRNAs

Die siRNAs wurden von der Firma Santa Cruz, Heidgllbezogen und sind in Tab. 2.4 aufgefihrt.

Tab. 2.4: Verwendete siRNA’s
Name Herkunft
si-Control Kat-Nr. sc-37007
si-XRCC1 Kat-Nr. sc-36859
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2.1.5.2 PCR-Oligonukleotide

Die als Primer fur PCR verwendeten Oligonukleotrderden von der Firma Biotez (Berlin) bezogen

und sind in Tab. 2.5 zusammengefasst.

Tab. 2.5: Ubersicht der in PCR-Experimenten eingeseten Oligonukleotide

Name Sequenz Orientierung
PARG f 5-CGCAGTCCATCTCTCTCAGG-3° fwd.
PARG r 5-GGTGGGAGGAGATGCTATTC-3 rev.
PARG-1 5-CGTCGABATGCGGGCCCCGGCTG-3° fwd
PARG-2 5-CGTCGAGGTCCCTGTCCTTTGCC-3" rev.
PARG-3 5-AGTCGARATGAATGATTTAAATGC-3" fwd
EGFP PARG f 5-CGAATTBATGCGGGCCCCGGCTG-3° fwd
EGFP PARG r 5-CCCCGEEGTCCCTGTCCTTTGCC-3" rev.
XRCC1 f1 5-CACCATGCCGGAGATCCGCCTC-3° fwd
XRCC1 f2 5-CACCGGAGAAGGCACCGAGCCC-3° fwd
XRCC1 f3 5"-CACCATGGCAGGGCCAGGTTCC-3' fwd
XRCC1rl 5-TCATCGGGGTCGTCTGGGCTC-3° rev.
XRCC1r3 5-TCAGGCTTGCGGCACCACCCC-3’ rev.

Resultierende Restriktionsschnittstellen, die inrfiérungen genutzt wurden, sind unterstrichen

fwd -vorwarts,rev -rickwarts

2.1.5.3 Oligonukleotide fur Sequenzierungen

Alle eingesetzten Sequenzierprimer (siehe Tab. @#&en am 5-Ende mit IR800 (MWG Biotech,
Ebersberg) bzw. DY-781 (Biomers.net GmbH, Ulm) feeazenzmarkiert.

Tab. 2.6: Ubersicht der verwendeten Sequenzierprime

Name Sequenz Vektor/

sequenziertes Gen

M13-rev 5-CAGGAAACAGCTATGACC-3° pCR2.1-TOPO
T7-Prom 5-TAATACGACTCACTATAGGG-3 pCR2.1-TOPO

pGADT7
T7-Terminator 5-GCTAGTTATTGCTCAGCGGTG -3 pPET10G/DPO
pQE forward 5-TTGCTTTGTGAGCGGATAAC-3 pQE31

pQE reverse 5-GGCAACCGAGCGTTCTGAAC-3 pQE31
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Name Sequenz Vektor/

sequenziertes Gen

pASK-IBA forward 5-AGAGTTATTTTACCACTCCCT-3 pASK-7
pASK-IBA reverse 5-GACGCAGTAGCGGTAAACG-3’ pASK-7
pPEGFP-C Seq forward 5-CATGGTCCTGCTGGAGTTCGTG-3° QgpP-C2
PEGFP-C Seq reverse 5-TATGTTTCAGGTTCAGGGGGAG-3° GpP-C2
3"-AD seq primer 5-AGATGGTGCACGATGCACAG-3 pGADT7
GAL4 DNA-BD seq primer  5-TCATCGGAAGAGAGTAG-3 pAS
PAS rev seq primer 5-CAATAAGAGCGACCTCATGC-3" pAS
PARG Seqf2 5-GTTGGCTCTGAGGATGTTGG-3 PARG
PARG Seqr2 5-AATGTCACCAACCCAGTAGG-3° PARG

2.1.6 Konstrukte

Die im Rahmen der Arbeit generierten bzw. eingeésatKonstrukte sind in Tab. 2.7 aufgefihrt.

Tab. 2.7: Ubersicht tiber die in der Arbeit eingeszten Konstrukte

Protein Konstrukt Vektor Restriktions- Klonierungs- Referenz
schnittstelle primer
PARG TOPO-TAPARG5 pCR2.1- AT-Klonierung PARG f diese Arbeit
TOPO PARG r
pPQE31 PARG pQE31 Sal/ Sal PARG-1 diese Arbeit
PARG-2
pASK PARG ¢ pASK-7 Sal/ Sal PARG-1 diese Arbeit
PARG-2
TOPO-TA pEGFP  pCR2.1-  AT-Klonierung EGFP PARG f diese Arbeit
PARG TOPO EGFP PARG f
pPGADT7 PARGyo pGADT7 Restriktionsverdau - diese Arbeit

von TOPO-TA
PEGFP PARG mit
EcoR| Ligation
als EcoR}
Fragment in den
Vektor pGADT7
PEGFP-C2-PARG, PpEGFP-  EccRI/Sma EGFP PARG f diese Arbeit
C2 EGFP PARG f
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Protein Konstrukt Vektor Restriktions- Klonierungs- Referenz
schnittstelle primer
PARG pQ31 PARGs pQE31 Sal/Sal PARG-3  diese Arbeit
PARG-2
pGEX PARGs pGEX-5X3 Sal/Sal PARG-3 diese Arbeit
PARG-2
Ligase Il pET16b(+) Lig Il PET16b(+) - - Caldecottet al,
1996
PARP-1 pQE31 PARP pQE31 - - Oet al, 1996
pQE31 PARP-DBD pQE31 - - Griesenbeek al,
1997
pQE31 PARP-AMD pQE31 - - Griesenbeek al,
1997
pQE31 PARP-NBD pQE31 - - Griesenbeek al,
1997
XRCC1 PET16b(+) XRCC1  pET16b(+) - - Caldecotet al,
1995
pAS XRCC1 pAS - - Caldecottet al,
1996
pET100/D-TOPO pET100/D- - XRCC1fl diese Arbeit
XRCC1.310 TOPO XRCC1rl
pET100/D-TOPO pET100/D- - XRCC1fl diese Arbeit
XRCCls10.633 TOPO XRCC1 r3
pET100/D-TOPO pET100/D- - XRCC1f2 diese Arbeit
XRCClip2.633 TOPO XRCC1 r3

2.1.7 Nahrmedien, Antibiotika und Medienzuséatze

2.1.7.1 Nahrmedien fur E. coli

LB:
LB-Agar:
LB™:

Alle Medien wurden zunéchst fir 25 min bei 125°Q@ U4 bar autoklaviert. Nach dem Abkuhlen der

1 % (w/v) Trypton, 1 % (w/v) NaCl, 0,5 % (w/¥efeextrakt, pH 7,0
LB-Medium + 1,5 % (w/v) Agar-Agar
1 % (w/v) Trypton, 1 % (w/v) NaCl, 0,5 % (w/v)efeextrakt,
12,5 mM MgSQ, 12,5 mM MgC}, 0,4 % (w/v) Glukose

Losungen unter 55°C wurden ggf. Glukose oder Medlisétze (sterilfiltriert) zugefugt.
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Tab. 2.8: Medienzusatze

Medienzusatz Stammldsung Endkonzentration
Ampizillin 100 mg/ml in 50 % (v/v) Ethanol 100 pg/m
Kanamyzin 50 mg/ml in kO 25 pg/ml
Chloramphenicol 40 mg/ml in 96 % (v/v) Ethanol 4§ ml

IPTG 1MinHO 0,1-1mM

2.1.7.2 Nahrmedien fur die Zellkultur

a-MEM (- Ribonukleoside, -Desoxyribonnukleoside,

+ Glutamax) Gibco, Karlsruhe
DMEM (+ Glukose, + L-Glutamin) Biochrom, Berlin
RPMI 1640 Biochrom, Berlin
Hybridoma-SFM Gibco, Karlsruhe
NCTC-135 (+ L-Glutamin) Gibco, Karlsruhe
Fotales Kéalberserum (FCS) Biochrom, Berlin

10.000 U/ml Penicillin/ 10 mg/ml Streptomyzin-Logun

(PenStrep) Gibco, Karlsruhe
B-Mercaptoethanol Gibco, Karlsruhe

100 x nichtessentielle Aminosaurezusatz Gibao|dfuhe

10 x Trypsin-Losung Gibco, Karlsruhe
Trypanblau- Losung (0,4% w/v) Sigma-Aldrich,ufldarchen

2.1.7.3 Nahrmedien flr Saccharomyces cerevisiae

Die Herstellung der Nahrmedien f&: cerevisiaeerfolgte prinzipiell nach den Hinweisen des ,Yeast
Protocols Handbook" der Firma Clontech (www.clohteom).

10x Aminoséuren-Supplement: L-Isoleuzin 300 mg/l
L-Valin 1500 mg/l
L-Adenin Hemisulfat 200 mg/l
L-Arginin/HCI 200 mg/l
L-Histidin/HCI H,O 200 mg/I
L-Leuzin 1000 mg/l

L-Lysin/HCI 300 mg/l
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L-Methionin 200 mg/l
L-Phenylalanin 500 mg/I
L-Threonin 2000 mg/|
L-Tryptophan 200 mg/I
L-Tyrosin 300 mg/I
L-Urazil 200 mg/l

Zur Herstellung des 10x Aminosauresupplements wuitle jeweiligen Zusatze eingewogen, in 1 L
H,O (dest.) geldst und autoklaviert. Um in den SD-Madeine Selektion zu erreichen wurden
spezifisch einzelne Zusatze in den 10x Aminosay@sment weggelassen (z. B. -Trp/-Leu-
Supplement enthélt alle oben genannten Stoffe adisgptophan und Leuzin). Die Lésungen konnten
fur 1 Jahr bei Raumtemperatur gelagert werden.

YPD: 2 % (w/v) Pepton, 1 % (w/v) Hefeextrakt, 2 9\() Glukose, pH
5,8

YPDA: YPD-Medium + 0,003 % (w/v) Adenin Hemiat

YPDA-Agar: YPDA-Medium + 2 % (w/v) Agar-Agar

SD-Medium: 0,67 % (w/v) Hefe-Nitrogen Base (ohne iAnsduren), 18,2 %

(w/v) D-Sorbitol, 2 % (w/v) Glukose, 1/10 VE demjeiligen 10x
Aminosaursupplementlésung (-Leu, -Leu/-Trp, -Leup/THis),
pH 5,8

SD-Agar: SD-Medium + 2 % (w/v) Agar

2.1.8 Antikorper und zellbiologische Markersubstanzen

2.1.8.1 Antikorper

Primare und sekundare Antikorper, die wahrend ddreiA im Zuge von Western-Blot (WB) und
Immunfluoreszenzexperimenten (IF) eingesetzt wurdemd in Tab. 2.9 zusammengefasst. Im Rahmen
von Western-Blot Analysen eingesetzte sekundaréémter wurden als AP- (Alkalische Phosphatase)
bzw. HRP-gekoppelte (Horse radish peroxidase/ Mtehmne Peroxidase) Proteine erworben. Fir
Immunfluoreszenzexperimente genutzten Antikorperewan fluoreszierenden Farbstoffen (Alexa 488,

Alexa 594) gekoppelt.
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Tab. 2.9: Ubersicht (iber die in der Arbeit eingesetten Antikérper

Antikorper

primare Antikdrper
a-PARP-1 AMD
a-PARP-1 DBD
a-PARP-1 (A-20)
a-PARP-1 (gesamt)
a-His-PARGss

mAb o-GFP, clone GFP-20
a-EGFP

mAb o-GST, clone GST-2
a-AlF (H-300)

a-XRCC1 (H-300)
a-DNA Ligase Il
a-YY1 (C-20)
a-RGS (His)

mADb a-Poly (ADP-Ribose)/ 10H

a-Poly (ADP-Ribose)/ 96-10-04

a-alpha-Tubulin/ DM 1A
sekundare Antikdrper
a-Kaninchen-1gG-AP

a-Maus-1gG-AP

a-Maus -lgG-HRP
a-Kaninchen-lgG-HRP
a-Kaninchen-lgG-Alexa 488
a-Kaninchen-lgG-Alexa 594
a-Maus -lgG-Alexa 488
a-Maus-lgG-Alexa 594

Spezies Verdinnung Herkunft
Kaninchen 1: 1000 (WB) Oei al, 1998
Kaninchen 1: 1000 (WB) Oet al, 1998
Ziege 1: 500 (WB) Santa Cruz, Hdieed)
Ziege 1: 1000 (WB) Griesenbstcid, 1997
Kaninchen 1: 1000 (WB) diese Arbeit (siehe 2.2.7.7)
1: 300 (IF)
Maus 1: 300 (IF) Sigma-Aldritaufkirchen
Kaninchen 1: 400 (IF) Molecular Probes, Leide
Maus 1: 1500 (WB) Sigma-Aldricaufkirchen
Kaninchen 1: 400 (WB) Santa Cruz, Heidelberg
1: 50 (IF)

Kaninchen 1: 1000 (WB)
Kaninchen 1: 1000 (WB)
Kaninchen 1: 1000 (WB)
Maus 1: 1500 (WB)
Maus 1: 2 (IF)

Santa Crugidelberg
Petermaetral,, 2003
Santa Cruz, Hiiekrg
QIAGEN, Hilden
Kawamitstal. (1984),
diese Arbeit (siehe 2.2.6.2)
Kaninchen 1: 5000 (WB) Alexis, Griinberg

1: 2000 (IF)

Maus 1: 1000 (WB) Sigma-Aldni, Taufkirchen
Ziege 1:10.000 (WB)  Sigma-Aldiridaufkirchen
Kaninchen 1:10.000 (WB) Sigma-Aldridtaufkirchen
Esel 1: 10.000 (WB) Santa Cruz, disidrg
Esel 1:10.000 (WB)  Santa CHedelberg
Ziege 1: 400 (IF) MoleauRrobes, Leiden
Ziege 1: 400 (IF) MoleauRrobes, Leiden
Ziege 1: 400 (IF) MoleculapPes, Leiden
Ziege 1: 400 (IF) Molecular Bes, Leiden

2.1.8.2 Zellbiologische Markersubstanzen

DAPI
MitoTracker Red CMXRos
Propidiumjodid

Molecular Probes, Leiden
Molecular Probes, Leiden

Molecular Probes, Leiden

40
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2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 Isolation von Nukleinsauren

2.2.1.1 Isolation von RNA

Zur Isolation von RNA aus HelLa S3 (adharent) Zellemden diese in je zwei Zellkulturschalen (g 10-
cm-Schalen) zu 80 %iger Zelldichte angezogen. RimiBung der RNA erfolgte mit dem RNe&siit
Mini nach den Angaben des Herstellers.

2.2.1.2 Reverse Transkription

Die Synthese von cDNA aus Gesamt-RNA erfolgte raihdRevertAid“ First Strand cDNA Synthesis
Kit (MBI Fermentas). Das Protokoll des Herstellergde wie folgt modifiziert:

Je 2 ug gereinigte RNA wurde mit 200 ng Random HetaPrimer und 10 pl DEPC,B gemischt
und far 5 min bei 70°C inkubiert. Der Ansatz wuedd Eis abgekihlt und 4 pl 5x Reaktionspuffer, 1 pl
Ribonukleaseinhibitor (1 U) sowie 2 pul 10 mM dNTRxMugegeben. Die Probe wurde fir 5 min bei
25°C inkubiert und 200 U Reverse Transkriptase gegen. Die Reaktion wurde zun&chst fur 10 min
bei 25°C, danach fir 60 min bei 42°C fortgesetairdh eine 10minutige Inkubation bei 70°C wurde
die reverse Transkription beendet und auf 4°C aligek Die so synthetisierte cDNA konnte
unmittelbar in einer PCR zur Amplifikation eingedetverden.

2.2.1.3 Reinigung von Plasmid-DNA nach der Boil-Prep-Methoé (Berghammer &
Auer, 1993)

Zur lIsolation von Plasmid-DNA aug&. coli nach der Boil-Prep-Methode wurden 1,5 ml einer
Ubernachtkultur 2 min bei 14.000 rpm abzentrifugi®as Bakterienpellet wurde in 40 pl Boil-Prep-
Puffer resuspendiert und nacheinander 10 min b®C 3dkubiert, 1 min bei 95°C und 5 min auf Eis
inkubiert. Anschliessend wurde 15 min bei 14.0061 rpentrifugiert. Die im Uberstand befindliche
Plasmid-DNA konnte direkt in Restriktionsexperim@meingesetzt werden.

Boil-Prep-Puffer: 15 % (w/v) Saccharose, 0,01 %/jMBSA, 0,01 % (w/v) RNaseA
3 mg/ ml Lysozym, 10 mM Tris/HCI, 1 mM EDTA, pH 8,0
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2.2.1.4 Praparative Reinigung von Plasmid-DNA

Die praparative Reinigung von Plasmid-DNA erfolgies 5 ml Ubernacht-Kultur mit dem Invisorb
Spin Plasmid Mini-Kit bzw. aus 250- 600 ml eiriercoli Ubernacht-Kultur mit dem Plasmid Maxi Kit

nach den Angaben des Hersteller.

2.2.1.5 Isolierung von DNA aus Agarosegelen

Zur Reinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelarderdas entsprechende Fragment, bei kurzer
Anregung mit UV-Licht, aus dem Agarosegel ausgetehm Die anschliessende Reinigung an
Glasmilch erfolgte unter Zuhilfenahme des Fast'syHaNA Purification Kit nach den Angaben des

Herstellers. Die Elution wurde mit,@ (dest.) oder TE vorgenommen.

TE-Puffer: 10 mM Tris/HCI, 1 mM EDTA, pH 8,0

2.2.1.6 Ethanol-Fallung von DNA

Um DNA zu fallen wurden die Proben mit 10 % (v/v)MB Natriumacetat pH 5,0 und 200 % (v/v)
absolutem Ethanol versetzt. Die Fallung erfolgte ¥ih bei -20°C. Die Ansatze wurden 30 min bei
14.000 rpm zentrifugiert. Das resultierende Pelletde mit 70 % (v/v) Ethanol gewaschen und erneut
zentrifugiert. Anschliessend wurde das Pellet g&net und in HO (dest.) oder TE gel6st.

2.2.2 Analyse von Nukleinsauren

2.2.2.1 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die Konzentration von Nukleinsdauren wurde photomelr durch Messung der Absorption bei 260 nm
bestimmt. Bei einer Absorption von 1 wurde von &siden Konzentrationen ausgegangen (Sambrook,
1989):

Doppelstrédngige DNA 50 pg/ ml
RNA 40 pg/ ml
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2.2.2.2 Agarosegelelektrophorese

Die Agarosegelelektrophorese diente zur analytischad préparativen Auftrennung von DNA-
Fragmenten. Alle Agarosegele wurden in TAE-Puffetymerisiert. lhre Konzentration lag je nach
Anwendung zwischen 0,8 und 1,25 % (w/v). Die DNAEn wurden mit 20 % (v/v) TAE-
Probenpuffer versetzt und auf das Gel aufgetragem Grossenvergleich wurde ein 1 kb-DNA-Marker
verwendet. Die Elektrophorese erfolgte bei eineartBong von 100 V und einer Stromstérke von 200
mA in TAE-Puffer. Anschliessend wurde die DNA mithieliumbromid (1 pg/ ml) angefarbt, im UV-
Licht detektiert und dokumentiert (UVT-20 M/V, Héab).

TAE-Puffer: 40 mM Tris/Acetat, 1 mM EDTA, pH 8,0
TAE-Probenpuffer: 0,25 % (w/v) Bromphenolblau, 09%5w/v) Xylencyanol
40 % (v/v) Glyzerin

2.2.2.3 DNA-Sequenzierung

Die DNA-Sequenzierung wurde freundlicherweise voerlard Buchlow (Freie Universitat Berlin,
Berlin) mit dem Sequitherm Excel Il DNA SequenciKg-LC nach den Angaben des Herstellers
durchgefuhrt. Als Sequenzierprimer dienten je n&anstrukt die unter Tab. 2.6 angegebenen
Oligonukleotide.

Die Sequenzierungen wurden mit den Programmen ,BL2Sequences”, ,TBLASTN*, ,TBLASTX"
(www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) und ~JavaScript DNA dmslator 1.1%

(www.bioinformatics.vg/bioinformatics_tools/JVT.shi) ausgewertet.

2.2.3 Modifikation von Nukleinsauren

2.2.3.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) diente der Afikption einzelner cDNA-Sequenzen. Als Matrize
wurden entweder direkt cDNA oder Vektorkonstrukieglche die kodierenden Sequenzen bereits
enthielten, eingesetzt. Alle Konstrukte wurden uziehilfenahme der DNA-Polymerag¥du bzw. des
Expand™ High Fidelity PCR System generiert. Das allgemddmetokoll fir beide Systeme enthielt

folgende Zusammensetzung:
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Mix1: Template DNA 0,1- 0,75 pg
Primer twd) 50 pmol
Primer (ev) 50 pmol
dNTP’s 200 uM
H,O ad. 25 ul
Mix2: 10x Reaktionspuffer (-MgG) 5 ul
MgCl, 2-6 mM
DNA-Polymerase 0,75 ul
H,O ad. 25 ul

Der HF-DNA-Polymerase-Mix ist ein Gemisch ategDNA-Polymerase un®Pwo-DNA-Polymerase,
um die Geschwindigkeit der DNA-Synthese zu erhéheas zu einer verbesserten Amplifikation
langerer DNA-Abschnitte fuhrt. Da sowohl diu- als auch diePwo-Polymerase tber eine 3'-5'-
Exonukleaseaktivitat verfligen, mussten im Reak#osatz Mix1 und Mix2 jeweils getrennt auf Eis
zusammenpipettiert werden, um einen frihzeitigebhaAbder dNTP's und der Primer zu verhindern.
Der PCR-Cycler (Primus Thermocycler, MWG-Biotechjrde auf 95°C vorgeheizt und unmittelbar
nach dem Vermischen von Mix1 und Mix2 das PCR-Rrogn nach dem in Tab. 2.10 aufgefiihrten
Programm gestartet.

Beim Einsatz des Expahti High Fidelity PCR System wurde im Schritt 3 des pifikationszyklus
durch dieTagDNA-Polymerase an die amplifizierten DNA-Fragmeeia 3"-A-Uberhang angefiigt,
sodass die erhaltenen PCR-Produkte unmittelbar eawr Reinigung an Glasmilch (siehe 2.2.1.5)
sowohl einer direkten Klonierung tUber Restriktiarssttstellen als auch einer TOPO-TA-Klonierung
zur Verfigung standen.

Mit der DNA-Polymerasédfu amplifizierte Fragmente wurden nach einer Reinggan Glasmilch fur
die Klonierung in den Vektor pET100/D-TOPO eingetet

Tab. 2.10: Programm fiir die PCR

Schritt Zahl der Zyklen Temperatur Zeit
1 1 95°C 5 min
2 40 95°C 1 min
48°C- 55°C 1 min
68°C 1 min/1,5 kb
1 72°C 10 min
4 1 4°C 10 min-5h
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2.2.3.2 Klonierung in die Vektoren pCR2.1 TOPO (TOPO-Klonierung)

Mittels PCR erhaltene Produkte (siehe 2.2.3.1) emdirekt unter Zuhilfenahme eines TOPO-Cloning
Kits nach den Angaben des Herstellers in die VektggCR2.1-TOPO und pET100/D-TOPO Kkloniert
werden. Die Konstrukte wurden umittelbar danachhamokompetentE. coli Oneshot-TOP10-Zellen
transformiert. Transfizierte Zellen wurden auf Awmipin-LB-Platten selektiert. Der Erfolg der

Klonierung wurde durch analytischen Restriktionslaer und anschliessender Sequenzierung tberpruft.

2.2.3.3 Restriktionsverdau von DNA

Fir den Restriktionsverdau wurden ca. 5 U Restmisenzym pro pug zu spaltender DNA eingesetzt.
Die Restriktionsendonukleasen und entsprechenderfatdmmten von den Firmen MBI Fermentas (St.
Leon-Rot) bzw. New England Biolabs (Frankfurt/Maimer Verdau erfolgte tUber Nacht oder fur
mindestens 2 h bei der von den Herstellern angegeb&emperatur. Die Restriktion mit 2 Enzymen
erfolgte entweder gleichzeitig unter Verwendung d&€sPuffersystems von MBI Fermentas oder
alternativ nacheinander, unter den fir die einzelnRestriktionsendonukleasen spezifischen

Bedingungen.

2.2.3.4 Dephosphorylierung von DNA

Die Dephosphorylierung von Vektor-DNA erfolgte inuge von Klonierungsexperimenten. Dabei
wurden Uber-Nacht-Restriktionsansatze zunachst 68fC fur 15 min inkubiert, um die

Restriktionsendonukleasen zu inaktivieren. Ansesk®d wurde 1/10 Volumen des 10x
Reaktionspuffers sowie 10 U Alkalische Phosphatasgefliigt und die Ansatze fir 1 h bei 37°C
inkubiert. Nach der Reinigung der DNA-Fragmente des Agarosegel standen die Vektoren fur die

Ligation zur Verfligung.

2.2.3.5 Ligation

Ligationsreaktionen wurden unter Verwendung desidRdpgation Kits nach den Angaben des
Herstellers fur 30 min bei Raumtemperatur durchigefiDie fur die Ligation noétige Vektor-DNA
sowie das zu ligierende DNA-Fragment wurden nagtereientsprechenden Restriktion und ggf.
Dephosphorylierung zunachst aus dem Agarosegehigre

Gewohnlich enthielt ein Ligations-Reaktionsansatgégnde Komponenten:
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Vektor-DNA 25- 100 ng
Insert-DNA 250- 500 ng
5 x DNA-Puffer 4 pl

H,O (dest.) ad. 10 pl
2x Ligationspuffer 10 pl

T4 DNA-Ligase 1ul

2.2.4 Methoden im Umgang mitE. coli

2.2.4.1 Kultivierung von E. coli

Zum Auftauen von Glyzerinstammkulturen wurde Zellem@l des jeweiligen Stammes steril
entnommen, auf LB-Platten mit den entsprechendéhiatischen Zusatzen ausgestrichen und fir 20 h
bei 37°C inkubiert. Regelmassig (aller 4- 6 Wocheuajden die entsprechenden Kulturen tberimpft.
Die Flussiganzucht erfolgte in LB-Medium in stemil&rlenmeyerkolben bei 25- 37°C und 200 rpm in
einem Schuttelinkubator.

2.2.4.2 Gewinnung von Stammkulturen

Zur Herstellung von Stammkulturen wurden Flussigkein der jeweiligei. coli-Kultur Gber Nacht in
LB-Medium mit den nétigen antibiotischen Zusatzewyezogen. 500 pl einer solchen Kultur wurden

mit 500 ul 40 % (v/v) sterilem Glyzerin versetzdusnschliessend bei -70 °C eingefroren.

2.2.4.3 Transformation von DNA in E. coli

Zur Gewinnung chemokompetenter Zellen wurden diersohiedlicherk. coli Stamme in 50 ml LB-
Medium mit den notigen antibiotischen Zuséatzenzoieiner Olgy 0,5 angezogen. Die Kultur wurde
10 min auf Eis gekuhlt und anschliessend 10 mindo&i0 rpm (4°C) zentrifugiert. Das Pellet wurde
vorsichtig in 50 ml CaGlL6sung resuspendiert und erneut zentrifugiert. i2asltierende Pellet wurde
in 2 ml CaC}-L6sung resuspendiert und in 100 pl-Aliquots b@&°& gelagert.

Fir die Transformation wurde ein Aliquot chemokomepéerE. coliZellen auf Eis getaut und 30 min
mit 500 ng- 4 pg DNA auf Eis inkubiert. Danach weirder Ansatz fir 40 sec bei 42°C inkubiert.
Anschliessend wurden die Ansatze fur 2 min auf digekihlt, 400 pul LBMedium (siehe 2.1.7.1)
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zugefigt und fir 1 h bei 37°C geschittelt. Zur Ee&d@ wurden die Zellen auf LB-Platten mit den

notigen antibiotischen Zusatzen ausplattiert.

CaCl-Losung: 100 mM Cag| 10 % (v/v) Glyzerin

2.2.5 Methoden im Umgang mitS. cerevisiae

2.2.5.1 Kultivierung von S. cerevisiae

Zellmaterial des entsprechenden untransformiertefeddammes wurde aus einer Glyzerinstammkultur
steril entnommen, in 500 pl YPD (siehe 2.1.7.3uspendiert und kraftig durchmischt. Anschliessend
wurde mit einer Impfose auf YPDA-Platten ausgek#ic und die Platten bei 30°C fir 2- 4 Tage
inkubiert bis die Kolonien eine Grésse von ca. iv# aufwiesen. Regelmassig aller 4 Wochen wurden
die entsprechenden Kulturen tberimpft.

Zellmaterial von bereits transformierten Hefen veurd SD-Medium (siehe 2.1.7.3) resuspendiert und
auf SD-Platten mit den entsprechenden Selektiomspexgen (-Trp, -Leu, -Trp/-Leu, -Trp/-Leu/-His)

ausgestrichen und kultiviert.

2.2.5.2 Gewinnung von Stammkulturen

Zum Anlegen von Stammkulturen v@cerevisiaavurden Flissigkulturen der jeweiligen Hefekultur
Uber Nacht in YPDA oder SD-Medium mit den entspesaten Selektionsbedingungen angezogen. 500
pl einer solchen Anzucht wurde mit 500 pl 50 % )\gterilem Glyzerin gemischt, kraftig geschuttelt

und anschliessend bei -70 °C eingefroren.

2.2.5.3 Transformation von DNA in S. cerevisiae

300 ml YPDA-Medium (2.1.7.3) wurde mit einer Ubechtkultur (in YPDA-Medium bzw. SD-
Selektionsmedium) bis zu einer @p0,2- 0,3 verdinnt und die Ansétze fur 3- 6 h 8C3bis zu einer
ODggo von 0,4- 0,6 inkubiert. Die Zellen wurden pelleti€2000 rpm, 5 min, 20°C), in 50 ml sterilem
TE vorsichtig resuspendiert und erneut zentrifugi2d00 rpm, 5 min, 20°C). Das Pellet wurde in 1,5
ml steriler Lithiumacetat-Losung resuspendiert beadRaumtemperatur fir max. 3 h gelagert.

Fir die Transformation wurde pro Ansatz 100 ng-g5RPlasmid-DNA mit 100 pug Lachsspermien-DNA
(Stammldésung 2 mg/ml) gemischt, 100 pl kompetenédektllen zugegeben und kraftig geschuttelt.
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Nach der Zugabe von 600 pl PEG/Lithiumacetat-Losnagle erneut kraftig gevortext und fir 30 min

bei 30°C inkubiert. 70 pl DMSO wurden zugefiigt wschliessend vorsichtig gemischt. Nach einem
Hitzeschock (15 min, 42°C) wurden die Zellen 2 rauf Eis abgekihlt und danach kurz zentrifugiert
(10 sec., 14.000 rpm). Das resultierende Pelletdevim 100 pl TE resuspendiert und zur Selektion auf

den jeweiligen SD-Platten (-Trp, -Leu, -Trp/-Letliyp/-Leu/-His, siehe 2.1.7.3) ausplattiert.

Lithiumacetatlosung: 100 mM Lithiumacetat, 10 mMsiHCI, 1 mM EDTA, pH 7,5

PEG/Lithiumacetatlésung: 100 mM Lithiumacetat, 4QWbv) PEG 4000, 10 mM Tris/HCI, 1 mM
EDTA, pH 7,5

TE: 10 mM Tris/HCI, 1 mM EDTA, pH 7,5

2.2.6 Zellbiologische Methoden

2.2.6.1 Generelle Zellkulturmethoden

Alle Zellen wurden im Brutschrank (Corning, SchipRijk, NL) bei 37°C und Begasung mit 5% GO
kultiviert. Die Zellen wurden aus eingefrorenen qdiots aufgetaut, in die in der Tabelle Tab. 2.2
angegebenen Medien tberfiihrt und in 253-8taschen (Biochrom, Berlin) ausgestreut. Routiresita
wurden die Zellen 2- 3 mal pro Woche passagiertFaite von adharenten Zellen wurde das Medium
abgesaugt, die Zellen mit PBS gewaschen und agssbkid fir 5 min in PBS/Trypsin inkubiert. Die
abgelosten Zellen wurden in Medium in 15 ml-Rohrchigerfihrt, abzentrifugiert in Medium
aufgenommen und in neuen Zellkulturgefassen vert8ilispensionszellen wurden durch leichtes
Klopfen geldst und konnten dann direkt in neuekiddurgefasse tberfihrt werden.

Zum Einfrieren von Zellen wurden logarythmisch weehde Zellen aus einer 150 &Riasche
(Biochrom, Berlin) wie oben beschrieben geltst petletiert. Das Zellpellet wurde dann in 4 ml des
jeweiligen Mediums in Anwesenheit von 20 % (v/v)$Gnd 10 % (v/v) DMSO resuspendiert und in
1,5 ml Kryordhrchen bei -80°C kontrolliert eingefeo.

PBS: 137 mM NacCl, 2,7 mM KCl, 4,3 mM NHPO, (7 H0),
1,4 mM KH,PO,, pH 7,2
PBS/Trypsin: PBS + 1% (v/v) Trypsin
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2.2.6.2 Gewinnung des Antikérpers Maus-mAb 10H

Bei den Zellen 10-H (Kawamitset al. (1984)) handelt es sich um eine Hybridomazelllim& zur
Gewinnung des monoklonalen Antikérpers Mouse-mAl Ifiegen Poly(ADP-Ribose) diente. Die
Zellen wurden in Auftaumediuggy aufgetaut und umgesetzt. Gut proliferierende Zelleirden dann
auf DMEM + 10 % (v/v) FCS + 1 % (v/v) PenStrep umsgjzt und passagiert.

Zur Gewinnung des monoklonalen Antikdrpers MousebmAH gegen Poly(ADP-Ribose) wurden die
Hybridomazellen in dem speziell optimiertem Hybrnu®mSFM-Medium (siehe 2.1.7.2) gezichtet.
Mikroskopisch erfolgte die regelméassige Kontrolleer dKulturen. In der spaten stationéren
Wachstumsphase wurden die in den Zellkulturibedstaagregierten Antikorpermolekile durch
Zentrifugation von totem Zellmaterial abgetrenrdr tiberstand mit 0,1 % (v/v) Natriumazid versetzt
und bei -20°C eingefroren. Jedes gewonnene Aligaotle sowohl mittels Immunfloureszenz (siehe
2.2.6.6) als auch im Western-Blot (siehe 2.2.7.88)den Gehalt von Antikdrpern getestet.

Auftaumediumoy: 50 % (v/v) DMEM (+ FCS/PenStrep), 48 % (v/v) RPM340,
2 % (v/v) NCTC, 1x essentielle Aminosauren, 50 fMMercaptoethanol

2.2.6.3 Transfektion von siRNA’s

Fir die Transfektion der siRNA's im Rahmen der CoEyperimente (siehe 2.2.6.9) wurden je 2% 10
HelLa Zellen prowell einer 6well-Platte auf Deckglaschen (12 mm g, Roth, Karlsrghusgesat. Am
nachsten Tag wurden die siRNAs mit dem Transfa€tinder Firma QIAGEN transfiziert. Dazu
wurden 7 pl der jeweiligen siRNA-L6sung mit 100[PMEM (mit Antibiotika und 10 % (v/v) FCS)
gemischt und 7,5 pl des Transfektionsreagenz zhgegeDer Ansatz wurde fur 20 min bei
Raumtemperatur inkubiert und anschliessend auf fHlen getropft. Nach 6 h erfolgte ein
Medienwechsel, da eine langere Inkubation mit d#NA-Transfectin-Komplex zytotoxische Folgen
hatte.

2.2.6.4 Transfektion von Plasmiden

Fur die Transfektion von Plasmiden wurden die Zeldeif Deckglaschen in Zellkulturgefassen (12
mm/18 mm @, Roth, Karlsruhe) ausgeséat. Die Tratisiekron Plasmiden in humane Zellen erfolgte
mit dem ProFectin® Mammalian Transfection Systenci@e Phosphate nach den Angaben des

Herstellers.
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2.2.6.5 Protokolle zur Schadigung von eukaryotischen Zellen

Fir die Schadigung von eukaryotischen Zellen wuide?x 10 Zellen prowell einer 6well-Platte auf
Deckglaschen (12 mm g, Roth, Karlsruhe) bzw. 1% Zéllen in einer 10 cm-Schale ausgesat. Am
nachsten Tag wurde das Medium abgesaugt und dienZslit dem alkylierenden Agenz MNNG
(Endkomzentration 500 uM) fur 10 min in BBS-Losuygschadigt. Wurde den Ansatzen der PARP 1-
Inhibitor 3-Aminobenzamid (3-ABA, Endkonzentrati@mM) zugesetzt, so wurden die Zellen zuvor
20 min mit diesem prainkubiert. Nach Ablauf der &blgung wurden die Zellen dreimal mit PBS
gewaschen und anschliessend fir die im Ergebnatgiégebenen Zeiten mit frischem Medium, ggf. in
Anwesenheit von 3-ABA inkubiert.

Fir die Schadigung der CHO-Zellen mit Staurospevirde das Medium abgesaugt, Staurosporin
(Endkonzentration 800 nm) in Medium ohne FCS vendiimd fiir die im Ergebnisteil angegebenen

Zeiten auf den Zellen verteilt.

BBS-L6sung: 0,25 mM KHPQO,, 15,7 mM NaHC@, 3,1 mM KCI, 134 mM NacCl, 1,2 mM
CaCl, 1,2 mM MgSQ, 2 mM Glukose, pH 7,2

2.2.6.6 Immunfluoreszenz

Immunfluoreszenzfarbungen wurden sowohl mit tramsfien als auch untransfizierten Zellen
durchgefuhrt. Zum Fixieren mittels Formaldehyd wamrdlie Zellen mit PBS gewaschen und zunachst
fir 45 min auf Eis mit 3,7 % (v/v) Formaldehyd iB® inkubiert. Anschliessend wurde mehrfach mit
PBS gewaschen und die Zellen fir 25 min auf Eis @5 % (v/v) Triton-X 100 in PBS
permeabilisiert. Nach mehreren Waschschritten B8 Brfolgte eine Blockierung mit 5 % (v/v) FCS in
PBS fur 15 min bei Raumtemperatur. Alternativ wurdie Zellen fir 10 min auf Eis mit eiskaltem
Methanol (100% v/v) und anschliessend fiir 1 Minoé eiskaltem Aceton (100% v/v) fixiert. Die
Deckglaschen wurden anschliessend getrocknet, B feBydratisiert und die Zellen analog mit 5%
(v/v) FCS in PBS blockiert. Die Blockierungslosuwgrde abgenommen und der erste Antikdrper in
den angegebenen Verdiunnungen (siehe Tab. 2.9 igh #8B3% h bei 37°C auf die Zellen gegeben. Es
wurde 3x mit PBS gewaschen und erneut mit 5 % (W3 in PBS blockiert. Nach der Inkubation mit
dem sekundaren Antikorper (siehe Tab. 2.9 in PB&)de ggf. die DNA mit DAPI (3 uM in PBS)
angefarbt. Die Zellen wurden 3x mit PBS gewasched anschliessend die Deckglaschen yOH
(dest.) und Ethanol gespult. Nach dem Trocknen e Deckglaschen auf Objekttrager tUberflhrt,
in Mounting-Losung eingebettet und tber Nacht I5& getrocknet. Danach konnten die Zellen unter

dem Floureszenzmikroskop (Leica, Wetzlar) beobaeid fotographiert werden. Eine Quantifizierung
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der Immunfluoreszenzfarbungen erfolgte unter Zehdihme des Programmes ,Image Compact"

(Matrix Vision GmbH, Oppenweiler).

Mounting-Losung: 100 mM Tris/HCI, pH 8,5, 0,6 % WMowiol 4-88, 1,5 % (w/v) Glyzerin,
25 mg/ml DABCO

2.2.6.7 Nachweis nekrotischer Zellen

Zum Nachweis der Nekrose wurden die Zellen mit deembranpermemablen Farbstoff DAPI (blaue
Floureszenz) und dem membranimpermeablen FariBtoffidiumjodid (rote Floureszenz) angefarbt.
Das im Zuge der Nekrose hervorgerufene ,PlatzenZgdle fihrt zu einer passiven Aufnahme beider
Farbstoffe. Daher zeigen nekrotische Zellen untem dVikroskop eine intensive blaue und rote
Farbung, wahrend apoptotische und ungeschéadigkenZslir eine schwache Blaufarbung aufweisen.
Zum Nachweis der Nekrose wurden die Zellen gesghadid nach der im Ergebnisteil angegebenen
Zeit fur 10 min in BBS-Losung mit Propidiumjodid r{ekonzentration 100 pg/ml) sowie DAPI
(Endkonzentration 50 uM) inkubiert, mit PBS gewastghdanach in SlowFa8idight Antifade-Lésung

eingebettet und unmittelbar am Fluoreszenzmikrogkejra, Wetzlar) ausgewertet.

2.2.6.8 Bestimmung der Uberlebensrate mittels Trypanblaufabung

Zur Bestimmung der Uberlebensrate nach genotoxisstieadigung wurde das Zellkulturmedium nach
der im Ergebnisteil angegebenen Zeit von den Zeltasichtig abgesaugt, die Zellen abtrypsinisiert,
zentrifugiert und das Zellpelett in 200 pl Zellkuinediurmedium + Trypanblau (0,01% wi/v)
resuspendiert. Trypanblau wird als membranimperfeeali-arbstoff nur von toten Zellen

aufgenommen. Anschliessend wurde die Anzahl lebertdganblau-negativer Zellen mittels einer

Neubauer-Zellkammer (Roth, Karlsruhe) bestimmit.

2.2.6.9 Alkalischer Comet Assay

Mittels Comet Assay konnen vorhandene bzw. indtzieDNA-Schaden (alkalilabile Stellen,

Einzelstrangbriiche, Doppelstrangbriiche) direktivo in einzelnen Zellen nachgewiesen werden. Das
Prinzip des Comet Assays beruht darauf, dass ZelleAgarose eingebettet, lysiert und einem
elektrischen Feld ausgesetzt werden. Wahrend @dtrBphorese trennen sich hierbei DNA-Fragmente

ihnrer Grosse nach auf. Die chromosomale DNA stagneufgrund ihrer Grdsse wahrend
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geschadigte/fragmentierte DNA in der Lage ist, Bemverband zu verlassen. Dadurch bildet sich eine
Cometform, die sich nach Farbung mit DAPI oder Rtiopnjodid unter dem Mikroskop quantifizieren
lasst.

In dieser Arbeit wurde der alkalische Comet-Assagindem Protokoll von McKelvey-Martiet al.
(1993) durchgefuhrt. Zur Vorbereitung wurden Glgsktirdger (Roth, Karlsruhe) mit 1 % (w/v)
Agarose in HO beschichtet und tber Nacht bei Raumtemperatuodetet.

In den durchgefiihrten siRNA-Experimenten wurde XHelLa (adharent) Zellen in®ell Schalchen
ausgestreut und mit Kontroll-siRNA oder XRCC1-siRNAnsfiziert (siehe 2.2.6.3). 24 Stunden nach
der Transfektion wurden die Zellen wie in den Adbilgen angegeben geschadigt, zweimal mit
Medium gewaschen und anschliessend in frischem Wiedei 37°C inkubiert. Ab diesem Schritt
wurden alle Experimente unter geringen Lichtvertigten durchgefihrt, um die Ergebnisse nicht durch
tageslichtinduzierte DNA-Schaden zu verfalschen.udterschiedlichen Zeiten nach der Schadigung
wurden die Zellen abtrypsinisiert und in 200 pl PB&sichtig resuspendiert. 20 pl dieser Zellen
wurden mit 80 pl 0,75 % (w/v) Agarose LM-MP (in PBfmischt, auf die vorbereiteten Objekttrager
getropft, mit einem Glasplattchen (20 x 20 mm, Rétarlsruhe) bedeckt und im Dunkeln bei 4°C bis
zur Polymerisation der Agarose gelagert. Die GHisghhen wurden vorsichtig abgezogen und die
Objekttrager in Lysepuffer fir 1 h bei 4°C inkulbieXach der Denaturierung in Elektrophoresepuffer
fir 20 min bei 4°C erfolgte eine Elektrophoresa@dnselben Losung fur 20 min bei 0,73 V/cm und 280
mA. Anschliessend wurden die auf den Objekttragdindlichen Mikrogele mit Neutralisierungspuffer
mehrfach gewaschen und die DNA mit DAPI (2 pg/mPBS) angefarbt. Die Auswertung erfolgte an
einem Floureszenzmikroskop (Leica, Wetzlar). Dabeide die Ldnge des Cometen als Indikator fur
den vorhandenen DNA-Schaden gemessen und die Eoraet einer Skala von 0 (kein Comet) bis llI
(max. Cometlange) klassifiziert. Diese Methode giben der Software gesteuerten Vermessung als
anerkannte Variante der Auswertung fir Comet-Daistorino et al, 2001). Fur die statistische
Auswertung der siRNA-Experimente wurden jeweilsidveneinander unabhangige Experimente

durchgefuhrt und pro Probe jeweils mindestens 20@&ten ausgezahlt und klassifiziert.

Lysepuffer: 10 mM Tris, 2,5 M NaCl, 100 mM EDTA, %0 (v/v) DMSO,
1 % (v/v) Triton-X 100, pH 10,0
Elektrophoresepuffer: 300 mM NaOH, 1 mM EDTA, p8ia

Neutralisierungspuffer: 0,4 M Tris/HCI, pH 7,4
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2.2.7 Proteinchemische Methoden

2.2.7.1 Proteinexpression

Zur rekombinanten Expression von Proteinen wurderprbkaryotischen Expressionskonstrukte in die

jeweiligenE .colFWirtstamme transformiert (siehe Tab. 2.11).

Tab. 2.11: Bedingungen fir die Proteinexpression i&. coli

Protein  Konstrukt E. coli Stamm | Expressions- Medium Selektion

volumen

PARG pQE31 PARG BL21 Codori 400 ml LB+Sorbitol | Amp, Kan, Chl

RIL (PREP4) +Betain®

pQE31 PARGs M15 51 LB Amp, Kan

PASK-7 PARG BL21 Codori 400 ml LB Amp, Kan, Chl
RIL (pREP4)

pGEX PARGs BL21 Codori 21 LB Amp, Kan, Chl
RIL (pPREP4)

PARP pQE31 PARP M15 400 mi LB Amp, Kan
pQE31 DBD TG1 400 ml LB Amp
pQE31AMD M15 400 ml LB Amp, Kan
pQE31 NBD M15 400 ml LB Amp, Kan

Ligase  pET16b(+)Lig Il BL21 (DES3) 200 ml LB Amp

XRCC1 PpET16b(+)XRCC1 BL21 (DE3) 21 LB Amp
pET100/D-TOPO XRCC1- BL21  Staf™ 300 ml LB Amp
Deletionsproteine (DES3)

GST pGEX-5X-2 BL21 Codoh 100 ml LB Amp, Kan, Chl

RIL (pPREP4)

a) Expression nach Blackwaedt al. (1991)

Die Expression erfolgte in LB-Medium in Anwesenhedr jeweiligen Antibiotika (siehe Tab. 2.11).
Gegebenenfalls wurden die osmolytischen SubstaBetin (EK 1,5 mM) und Sorbitol (EK 0,5 M)
zugefligt (siehe Tab. 2.11), um den Anteil der FPneteu erhdhen, die in léslicher Form exprimiert
werden (Blackwellet al, 1991). Die Expressionskulturen wurden 1:100 bAwb00 mit einer
Ubernachtkultur in den entsprechenden Medien verdiimd bei der in Tab. 2.12 angegebenen
Temperatur geschittelt. Die Induktion der Protemmession erfolgte durch Zugabe von IPTG bzw.
AHT (siehe Tab. 2.12).
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Tab. 2.12: Ablauf der Expression inE. coli

Protein  Konstrukt Bedingungen bis zur Induktion Ind uktor Bedingungen

wéahrend der

Expression
Verd. Temp. Dauer bis Temp. Zeit
der VK zur Ind.

PARG pQE31 PARG 1:100 37°C Olp=0,5 | 1 mMIPTG 25°C 3h
pQE31 PARGs 1: 100 37°C Okyo=0,5  1mMIPTG 37°C 3h
pASK-7 PARG 10 1: 100 37°C Olyo=0,5 @ 0,2 ug/ml AHT | 37°C 3h
pGEX PARGs 1: 500 25°C UN 0,1mM IPTG 25°C 2h

PARP pQE31 PARP 1: 100 37°C Q=05 1 mMIPTG 37°C 3h
pQE31 DBD 1: 500 25°C UN 1 mM IPTG 25°C 3h
pQE31 AMD 1: 500 25°C UN 1 mM IPTG 25°C 3h
pQE31 NBD 1: 500 25°C UN 1 mMIPTG 25°C 3h

Ligase pET16b(+) Lig I 1:100 37°C OR=05 | 1mMIPTG 37°C 2h

XRCC1 pET16b(+) XRCC1 1:100 37°C QR=0,5 | 1mMIPTG 37°C 3h
pET100/D-TOPO | 1:100 37°C Okyo=0,5  1mMIPTG 37°C 3h
XRCC1-Delprot.

GST pGEX-5X-2 1: 100 37°C OR=0,5 | 0,1 mMIPTG 37°C 3h

Verd. der VK-Verdiinnung der Vorkultur, Temp.-Temgter, Ind.-Induktion, UN-iiber Nacht, XRCC1-Delpkot.
XRCC1-Deletionsproteine

Zum Beenden der Expression wurden die Kulturen b ei 4000 rpm, 4°C zentrifugiert und das
Pellet bei -20°C eingefroren.

2.2.7.2 Zellaufschluss

2.2.7.2.1 Analytischer Zellaufschluss von Bakterienzellen

Um den Verlauf der Proteinexpression in der SDS-EA®@rfolgen zu kdnnen, wurde die Expression zu
verschiedenen Zeitpunkten unterbrochen und Algjaetr Expressionskultur entnommen. Die Proben
wurden 2 min bei 13.000 rpm abzentrifugiert. Didlé?s wurden in 50 pl SDS-Probenpuffer gelost.
Anschliessend erfolgte die Denaturierung der Pnetbiei 95°C fur 5 min und die Analyse mittels SDS-
PAGE.
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2.2.7.2.2 Zellaufschluss mit der French Press

Fur den Aufschluss von Bakterienzellen mittels EreRress wurde das jeweilige Pellet in 20- 50 ml
des entsprechenden Aufschlusspuffers resuspendibré Suspension wurde mit DNasel

(Endkonzentration 0,1 mg/g Zellen) versetzt undmi& bei 30°C inkubiert. Danach erfolgte der
Aufschluss in der SLM AMINCO French Press (G. Hemaen Ultraschall- und Labortechnik,

Schwabisch Gmiind) in drei Durchgangen bei je 40R¥$0

2.2.7.3 Fraktionierung von Zellen

2.2.7.3.1 Praparation von Gesamtzellextrakt

Zur Praparation von Gesamtzellextrakten wurden (Zé{len (siehe 2.1.3.3) aus je einer 150*cm

Flasche eingesetzt. Dazu wurden die Zellen abtmygsrt und in dem entsprechenden Medium fur 5
min bei 1000 rpm abzentrifugiert. Das Zellpelletrde in eiskaltem PBS gewaschen, danach in 1 ml
Lysepuffer resuspendiert und fir 20 min auf Eisulsikrt. Die Suspension wurde fir 1 min in fllissigem
Stickstoff eingefroren und anschliessend auf Eigder aufgetaut. Die Prozedur wurde dreimal
wiederholt und Zelltrummer danach abzentrifugi€{in, 4°C). Die Konzentration der im Uberstand

befindliche Proteine wurden mittels mittels Bradf@xssay (siehe 2.2.7.9.1) bestimmt.

Lysepuffer: 20 mM Tris, 150 mM NaCl, 1 % (v/v) Triton-X 100, Broteaseinhibitor-Cocktail,
1 mM PMSF, pH 7,5

2.2.7.3.2 Praparation von Kernextrakten nach Schreiberet al. (1989)

Zur Praparation der Kernextrakte nach der Methaole Schreiberet al. (1989) wurden 30 ml dicht

gewachsener Suspensionszellkultur (HeLa S3 Sugpgnszw. die adharenten Zellen (HeLa S3, AAS,
EM9, EM9-V, EM9-XH) aus einer 150-cmFlasche eingesetzt. Dazu wurden die Zellen ggf.
abtrypsinisiert und in dem entsprechenden Mediunbfinin bei 1000 rpm abzentrifugiert. Das Pellet
wurde in 1 ml eiskaltem PBS resuspendiert und érfigzu2 min bei 1000 rpm zentrifugiert. Das

entstandene Pellet wurde in 800 pl KE-Puffer A gelind fur 15 min auf Eis inkubiert. Danach wurden
50 pl 10% (v/iv) NP-40 zugegeben und fur ca. 30 gewortext. Nach der anschliessenden
Zentrifugation (1 min, 3000 rpm) wurde das im Utemnsl befindliche Zytoplasma entfernt und das
Pellet in 50 pl KE-Puffer C resuspendiert. Der Ansaurde bei 4°C fur 10- 15 min kraftig geschuttelt
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und 10 min bei 4°C und 13.000 rpm zentrifugiert.r Didberstand enthielt den Kernextrakt. Die
Proteinbestimmung erfolgte mittles Bradford-Asssiglie 2.2.7.9.1).

KE-Puffer A: 10 mM HEPES, 10 mM KCI, 0,1 mM EDTA,1I0mM EGTA, 1 mM DTT,
0,5 mM PMSF, pH 7,9
KE-Puffer C: 20 mM HEPES, 0,4 M NaCl, 1 mM EDTAmMM EGTA, 1 mM DTT,

1 mM PMSF, pH 7,9

2.2.7.3.3 Praparation von Kernextrakten nach der Methode vonDignam et al. (1983)

Zur Praparation von Kernextrakten nach der MethaeDignamet al. (1983) wurden ca. 1x $®eLa
S3-Suspensionszellen eingesetzt. Die Zellen wubderi000 rpm fur 5 min abzentrifugiert, in 20 ml
eiskaltem PBS resuspendiert und erneut zentrifu@déC, 2000 rpm, 10 min). Das Pellet wurde in 15
ml kaltem Dig-Puffer A resuspendiert und fir 10 mawif Eis inkubiert. Nach einer erneuten
Zentrifugation (10 min, 4°C, 20000 rpm) wurde dadld? in 10 ml Dig-Puffer A gel6ést und mittels
Dounce-Homogenisator (10x 10 Stosse, abwechsekithgeauf Eis) aufgeschlossen. Das Homogenat
wurde mikroskopisch auf die Effizienz des AufscBlks untersucht und wiederum zentrifugiert (10
min, 4°C, 2000 rpm). Zur Entfernung des restlicagtoplasmatischen Materials erfolgte ein weiterer
Zentrifugationsschritt (20 min, 4°C, 18.000 rpomn&dl SS34 Rotor). Das resultierende Pellet wurde i
4 ml Dig-Puffer C aufgeschlammt, mittels Dounce-Hg@nisator (5x 10 Stdsse, abwechselnd gekuhit
auf Eis) resuspendiert und anschliessend fur 30 awuf Eis vorsichtig geriihrt. Der nach der
anschliessenden Zentrifugation (30 min, 4°C, 18.68€, Sorvall SS34 Rotor) erhaltene Uberstand
wurde fur 5 Stunden gegen 5 L Dig-Puffer D dialysi®er so erhaltene Kernextrakt wurde mittels
Bradford-Assay (siehe 2.2.7.9.1) hinsichtlich seifmteinkonzentration untersucht und portioni@it b
-80 °C gelagert.

Dig-Puffer A: 10mM HEPES, 1,5 mM Mg£I110 mM KCI, 0,1 mM EDTA, 0,5 mM DTT,
0,5 mM PMSF, pH 7,9

Dig-Puffer C: 20 mM HEPES, 25% (v/v) Glyzerin, B,M NaCl, 1,5 mM Mgdj,
0,2 mM EDTA, 0,5 mM DTT, 0,5 mM PMSF, pH 7,9

Dig-Puffer D: 20 mM HEPES, 20% (v/v) GlyzerinlGyl KCI, 0,2 mM EDTA,

0,5mM DTT 0,5 mM PMSF, pH 7,5
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2.2.7.4 Reinigung von Proteinen mittels Ni-NTA-Chromatographie

Ligase Ill, XRCC1, XRCC1-Deletionsproteine, die [bereiche von PARP-1 sowie die katalytische
Domaéane von PARG (His-PARG wurden als Poly-His-Fusionsproteine exprimierti konnten somit

durch Affinitatschromatographie an Ni-NTA-Agaroserginigt werden.

2.2.7.4.1 Reinigung von His-PARGss

Das Bakterienpellet aus 5 L Expressionskultur wurdés0 ml His-Lysepuffer + 20 mM Imidazol
resuspendiert, mittels French Press (siehe 2.2)7aRfgeschlossen und zentrifugiert (2x 10 min,,4°C
18.000 rpm). Der Uberstand wurde mit 2 ml Ni-NTAakgse versetzt und fur 1 Stunde bei 4°C
geschiittelt (Uber-Kopf-Rotation). Danach wurde 8aslenmaterial in eine Glassaule gefiillt, zunachst
mit 20 ml His-Lysepuffer + 20 mM Imidazol und dahamit 50 ml Waschpufferrc gewaschen. Die
Elution erfolgte mit einem Gradient von 25 bis 2%5IM Imidazol in His-Lysepuffer. Die
Proteinkonzentration wurde mit dem Bradford-Asssigh{e 2.2.7.9.1) bestimmt und die Aktivitat des
Enzymes nach der Methode von Tehal. (1992) ermittelt (siehe 2.2.7.11.2).

His-Lysepuffer: 50 mM NakPQ,, 0,3 M NacCl, pH 8,0
Waschpuffesare: 50 mM NaHPQ,, 1,5 M NaCl, 0,1 % (v/v) Triton X-100, 25 mM Imizal,
pH 8,0

2.2.7.4.2 Reinigung von His-XRCC1

Im Falle von XRCC1 wurde das Pellet in 20 ml Hissepuffer + 10 mM Imidazol/ 1 mM DTT
aufgeschlossen, mittels French Press aufgeschlosseaentrifugiert (siehe 2.2.7.9.1). Der Uberstand
wurde an 0,5 ml Ni-NTA gebunden. Die Matrix wurade eérsten Waschschritt mit 10 ml His-Lysepuffer
+ 10 mM Imidazol und 1 mM DTT, im zweiten Waschstthmit His-Lysepuffer mit 2 M NaCl und 40
mM Imidazol gewaschen. Danach wurden die Protein@&xnl ml His-Elutionspuffer eluiert.

XRCC1 wurde bei 4°C gegen 2x 1 L Proteinpuffer inthM DTT dialysiert und dann in Aliquots bei -
80°C eingefroren. Die Proteinkonzentration wurdedem Bradford-Assay bestimmt (siehe 2.2.7.9.1).

His-Lysepuffer: siehe 2.2.7.4.1
His-Elutionspuffer: 50 mM NakPO,, 0,3 M NaCl, 250 mM Imidazol, 1 mM DTT, pH 8,0
Proteinpuffer: 50 mM Tris/HCI, 5 mM Mggl0,3 M NaCl, 10 % (v/v) Glyzerin, pH 7,5
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2.2.7.4.3 Reinigung der XRCC1-Deletionsproteine

Zur Reinigung der XRCC1-Deletionsproteine wurdee éinzelnen Bakterienpellets jeweils in 20 ml
HEPES-Lysepuffer + 1mM DTT und PMSF (Endkonzentratl mM) resuspendiert, mittels French
Press aufgeschlossen und zentrifugiert. Die eiereltberstande wurden je an 1,5 ml Ni-NTA
gebunden. Die Matrizes wurden zuerst mit 40 ml kiettpm HEPES-Puffer, anschliessend mit 20 ml
Waschpuffer + 1 mM DTT gewaschen. Danach erfolgéeEdution der Proteine jeweils mit 6x 1 ml

Waschpuffer + 40 mM Imidazol. Die XRCC1-Deletionsi@ine wurden getrennt bei 4°C gegen 2x 1 L
Proteinpuffer mit 1 mM DTT dialysiert und dann inliquots bei -80°C eingefroren. Die

Proteinkonzentration wurde jeweils mit dem Bradfé&ssay bestimmt (siehe 2.2.7.9.1).

HEPES-Puffer: 50 mM HEPES, 0,5 M NacCl, 100 uM EDTA,% (v/v) Glyzerin, pH 8,0
Waschpuffer: 50 mM HEPES, 0,1 M NaCl, 100 uM EDTH) % (v/v) Glyzerin, 5 mM
Imidazol pH 8,0

2.2.7.4.4 Reinigung von His-Ligase

Ligase Il wurde nach einem Protokoll von Petermahal. (2003) prapariert. Da die Expression dieses
Proteins nur in unléslicher Form erfolgte, wurdemachsinclusion bodiegIB ) nach einem Protokoll
von Rudolphet al. (1997) isoliert. Dazu wurde das Zellpellett derpEessionskultur in 20 ml IB-
Lysepuffer resuspendiert, 2 mg Lysozym zugegebehmittels French Press aufgeschlossen. MgCl
und DNase | wurden bis zu einer Endkonzentration 8omM bzw. 10 pg/ml zugegeben und die
Losung 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Naclgatie von 10 ml IB-Waschlésung 1 wurde das
Gemisch fur 30 min auf Eis inkubiert. Anschliessemarden dieinclusion bodiesabzentrifugiert (10
min, 4°C, 18.000 rpm, Sorvall SS 34-Rotor). Dade®elurde in 30 ml IB-Waschldsung 2 resuspendiert
und erneut abzentrifugiert. Die erhaltenen Pelletslen bei -20°C eingefroren.

Ein Aliquot aus der IB-Praparation, entsprechen® 12 Expressionskultur, wurde fir 2 h bei
Raumtemperatur in 10 ml IB-Solubilisierungspuffegsghwenkt und anschliessend fur 10 min und
18.000 rpm (Sorvall SS 34-Rotor) zentrifugiert. Méverstand wurde schrittweise bei 4°C dialysiert.
Die Konzentration Gdm-HCI wurde dabei schrittweisaringert und Ligase lll so rickgefaltet. Die
Ruckfaltung erfolgte in vier Schritten in den Riakiingspuffern 1-4. Es wurde jeweils 2 x fir 1 h
gegen 500 ml Puffer dialysiert. Der Dialyseschilter Nacht wurde mit dem Ruckfaltepuffer 3 oder 4
durchgefuhrt. Fur die anschliessende Reinigung gvuteim Dialysat Imidazol (Endkonzentration 10
mM) und 2 ml Ni-NTA-Agarose zugesetzt. Nach derd®ing der Proteine an die Affinitatsmatrix (1 h,
4°C) wurde das Saulenmaterial in eine Saule gefiiitersten Waschschritt mit His-Lysepuffer + 10
mM Imidazol/ 1 mM DTT, im zweiten Waschschritt ntiis-Lysepuffer mit 1 M NaCl und 40 mM
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Imidazol gewaschen. Die Elution erfolgte wie bei G&®L mit 6x 1 ml His-Elutionspuffer. Ligase Il
wurde ebenfalls bei 4°C gegen 2x 1 Liter Proteifgouiit 1 mM DTT dialysiert und dann in Aliquots
bei -80°C eingefroren.

IB-Lysepuffer: 0,1 M Tris/HCI, 1 mM EDTA, pH 8,0

IB-Waschlosung 1: 60 mM EDTA, 6 % (v/v) Triton-X201,5 mM NaCl, pH 8,0

IB-Waschlosung 2: 0,1 M Tris/HCI, 20 mM EDTA, pKD8

Ruckfaltungspuffer 1: 50 mM Tris/HCI, 1 M Gdm-HG, mM MgCh, 0,15 M NacCl, 0,05%
(v/v) NP-40, 10% (v/v) Glyzerin, 50uM ZngIlmM DTT, pH 7,3

Ruckfaltungspuffer 2: 50 mM Tris/HCI, 5 mM Mgg€lI1,15 M NacCl, 0,05% (v/v) NP-40, 10%
(v/v) Glyzerin, 50uM ZnGJ, 1mM DTT, pH 7,3

Ruckfaltungspuffer 3: 50 mM Tris/HCI, 5 mM Mgg£l0,7 M NacCl, 0,05% (v/v) NP-40, 10%
(v/v) Glyzerin, ImM DTT, pH 7,3

Ruckfaltungspuffer 4: 50 mM Tris/HCI, 5 mM Mgg£l0,4 M NacCl, 0,05% (v/v) NP-40, 10%
(v/v) Glyzerin, ImM DTT, pH 7,3

His-Lysepuffer: siehe 2.2.7.4.1

His-Elutionspuffer: siehe 2.2.7.4.2

2.2.7.4.5 Reinigung von PARP-Deletionsproteinen

Sowohl die DNA-Bindedoméane (His-DBD) als auch diet@modifikationsdoméane (His-AMD) der
PARP-1 konnten in I6slicher Form exprimiert werderd standen somit direkt zur Reinigung mittels
Ni-NTA-Chromatographie zur Verfigung. Dazu wurde giaweilige Bakterienpellet in 10 ml Puffer A
resuspendiert, mittels French Press aufgeschlassgzentrifugiert (2x 10 min, 4°C, 18.000 rpm). Der
Uberstand wurde jeweils an 1,5 ml Ni-NTA gebundebér-Kopf-Rotation/1h, 4°C) und anschliessend
in drei Waschritten (je 3x 10 ml Puffer A, B und ggwaschen. Proteine wurde zum Schluss mit 5x 1,5
ml Puffer A + 100 mM EDTA eluiert.

Da die Expression der NAEbindenden katalytischen Doméane (His-NBD) nur itdslicheninclusion
bodieserfolgte, wurden diese entsprechend dem ProtdoMis-Ligase Il ( siehe 2.2.7.4.4) aus 400
ml Expressionskultur gereinigt. Das gesamte Pelletde fir 2 h bei Raumtemperatur in 10 ml IB-
Solubilisierungspuffer geschwenkt und anschliessgnd0 min und 18.000 rpm (Sorvall SS 34-Rotor)
zentrifugiert. Der Uberstand wurde schrittweise BeC dialysiert. Die Riickfaltungspuffer wurden
dabei entsprechend den Stabilitaten von PARP-1nder& Fir die anschliessende Reinigung wurde
dem Dialysat 1,5 ml Ni-NTA-Agarose zugesetzt. Ndeh Bindung der Proteine an die Affinitatsmatrix

(1 h, 4°C) wurde das Saulenmaterial in eine Saefélliy und anschliessend in drei Waschritten ( je 3
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10 ml Puffer A,B und C) gewaschen. Proteine wundi@ 5Schluss mit 5x 1,5 ml Puffer A + 100 mM
EDTA eluiert.

PufferA: 50 mM Tris/HCI, 1 M NaCl, 5 mM-Mercaptoethanol, 2 mM PMSF,
pH 7,4

PufferB: 50 mM Kaliumphosphat, 1 M NaCl, 5 nfiMMercaptoethanol,
0,1 mM PMSF, pH 6,0

PufferC: 5 mM Kaliumphosphat, 5 mpAMercaptoethanol, 0,1 mM PMSF
pH 8,0

Ruckfaltungspuffer 1: 50 mM Tris/HCI, 1 M Gdm-H& mM MgCh, 0,15 M NacCl,
0,05% (v/v) NP-40, 10% (v/v) Glyzerin, 10 mpAMercaptoethanol,
pH 7,5

Ruckfaltungspuffer 2: 50 mM Tris/HCI, 0,5 M Gdm-HGImM MgCh, 1 M NaCl,
0,05% (v/v) NP-40, 10% (v/v) Glyzerin, 10 mpAMercaptoethanol,
pH 7,5

Ruckfaltungspuffer 3: 50 mM Tris/HCI, 5 mM Mgg£IL,5 M NacCl, 0,05% (v/iv) NP-40,
10% (v/v) Glyzerin, 10 mMs-Mercaptoethanol, pH 7,5

Ruckfaltungspuffer 4: 50 mM Tris/HCI, 5 mM Mg£D,5 M NacCl, 0,05% (v/v) NP-40,

10% (v/v) Glyzerin, 10 mMs-Mercaptoethanol, pH 7,5

2.2.7.5 Reinigung von PARP-1

PARP-1 wurde in Anlehnung an das Protokoll von &reeclet al. (1997) durch Affinitatsreinigung
an zwei verschiedenen Matrizes gereinigt: Ni-NTAafgse und 3-Aminobenzamid-Sepharose (3-
ABA-Sepharose). Dazu wurden die Zellen aus 500 xpr&ssionskultur mit PARP-Aufschlusspuffer in
der French Press aufgeschlossen. Der Aufschlusslew@x 10 min bei 18.000 rpm und 4°C
zentrifugiert, anschliessend durch Uber-Kopf-Rotat{1 h, 4°C) an 2 ml Ni-NTA-Matrix gebunden
und das Séaulenmaterial in eine Glassaule gefulichNeinem Waschschritt mit 40 ml PARP-
Aufschlusspuffer wurden mit 20x 1,5 ml EDTA-Puffguiert und der Proteingehalt mittels Bradford-
Assay bestimmt. Proteinhaltige Fraktionen wurdereet durch Uber-Kopf-Rotation (1 h, 4°C) an 3 ml
einer mit EDTA-Puffer aquilibrierten 3-ABA-Séaule lyenden. Das Saulenmaterial wurde wiederum in
eine Glassaule gefillt, mit 50 ml EDTA-Puffer gewlasn und das Protein mit 10x 1 ml PARP-
Elutionspuffer eluiert. Da das im Elutionspuffettieadtene Nikotinamid bei einer Wellenl&dnge von 280
nm absorbiert, konnten die Elutionsfraktionen nurcth SDS-PAGE auf ihren Proteingehalt untersucht
werden. Proteinhaltige Fraktionen wurden vereinigdl an einer Hydroxyapatit-Saule (Saulenvolumen
0,5 ml) aufkonzentriert. Dazu wurde das Eluat deABA-S&ule auf die Hydroxyapatit-Saule
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aufgetragen und die S&ule mit 7 ml 20 mM Tris/HEI p,5 + 5 mMB-Mercaptoethanol gewaschen.
Das Protein wurde mit 7 x 0,5 ml 0,5 M KaliumphaoappH 7,5 + 5 mM3-Mercaptoethanol eluiert. Die
Proteinkonzentration von PARP-1 wurde in einer SBX5E durch Vergleich mit einem BSA-Standard

ermittelt. Anschliessend wurden die Proben porédnind bei -80°C eingefroren.

PARP-Aufschlusspuffer: 50 mM Tris/HCI, 1M NacCl, Svw$-Mercaptoethanol, 2 mM PMSF,

pH 7,5
EDTA-Puffer: PARP-Aufschlusspuffer + 100 mM EDTA
PARP-Elutionspuffer: 50 mM Tris/HCI, 1200 mM Na@h mM Nikotinamid,

5 mM B-Mercaptoethanol, pH 7,5

2.2.7.6 Reinigung von Proteinen mittels GSH-Sepharose

Die Reinigung von GST (Glutathion-S-Transferase] dem Fusionsprotein GST-PARGvar mittels
Affinitditschromatographie an GSH-Sepharose mogizdzu wurden die Expressionspellets jeweils in
PBS resuspendiert und mittels French Press aufigsseim. Dem Lysat wurde Triton X-100 bis zu einer
Endkonzentration von 1 % (v/v) zugesetzt. Im Fallen GST-PARGs musste zudem DTT
(Endkonzentration 5 mM) zugegeben werden, um dielldgig an die GSH-Sepharose zu ermdglichen.
Die Ansatze wurden fiir 30 min bei 4°C tber Kopfedtund anschliessend zentrifugiert (15 min, 4°C,
18.000 rpm). Die im Uberstand befindlichen Protemerden an GSH-Matrix (GST /1,5 ml, GST-
PARG;:s/0,5 ml) gebunden (30 min, RT). Nach einem Wasdtigchit 50 ml PBS (GST) bzw. PBS + 5
mM DTT (GST-PARGs) erfolgte die Elution der Proteine mit 5x 1 ml G&Hitionspuffer.

GSH-Elutionspuffegst: PBS + 10 mM GSHKHy, pH 8,0
GSH-Elutionspuffetst-parc 65 PBS + 40 mM GSHy + 10 mM DTT + 2 % N-OctyB-D-
Glukosid, pH 8,0

Beide Proteine wurden tber Nacht bei 4°C jeweitgege2 L PBS mit 1 mM DTT und 10 % (v/v)

Glyzerin dialysiert und dann portioniert bei -808@gefroren.

2.2.7.7 Reinigung von PARG-Antikorpern

Der polyklonale Antikérper Kaninchen-anti-PARG wardon der Firma Pineda-Antikorper (Berlin)
gegen an Ni-NTA gereinigtes His-PAR{Isiehe 2.2.7.4.1) generiert. Zur Aufreinigung delieferten
Seren wurde an GSH-Sepharose gereinigtes GST-BAREhe 2.2.7.6) auf einer Cyanogenbromid
aktivierten Agarose immobilisiert. GST-PAR{Gwvurde dafir zunachst tber Nacht gegen 5 L PBS + 5
mM DTT dialysiert. Zur Herstellung der Affinitatsimx wurden 100 mg BrCN-Sepharose 4B in
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Quellpuffer fir 30 min bei 4°C gequollen. Danachrdeudie Matrix 3x mit Quellpuffer gewaschen. Die
dialysierten Proteine (ca. 1,5 mg) wurden zugegeinehdie Mischung wurde 2 h bei Raumtemperatur
rotiert (Uber-Kopf-Rotation). Danach wurde 3x mitu€lpuffer gewaschen und die S&aule zum
Absattigen 1 h mit 0,1 M Tris/HCI pH 8,0 rotiertaBach wurde die Matrix 3x mit TBST gewaschen.
Nach Zugabe des Antiserums wurde das Saulenmatetmbei Raumtemperatur rotiert und erneut
dreimal mit TBST gewaschen. Die Elution der geiggim Antikdrper erfolgte durch Zugabe von AK-
Elutionspuffer (je 0,5 ml-Fraktionen). Dabei wurdenden Auffanggefassen 50 ul 0,1 M Tris/HCI pH
8,0 vorgelegt, um den pH-Wert der Elutionsfraktiorsm schnell wie mdglich zu neutralisieren. Zur
Sicherheit wurden Elutionsfraktionen mittels pH-leap auf ihren pH-Wert untersucht und
gegebenenfalls mit Tris/HCI pH 8,0 nachtitriert.

Um den Antikérpergehalt der Elutionsfraktionen zungteln wurde ein Dot Blot (siehe 2.2.7.9.4)
durchgefuhrt. Antikérperhaltige Fraktionen wurdernt ©,05 % Natriumazid versetzt und bei 4°C

gelagert.

Quellpuffer: 50 mM Natriumphosphat, 300 mM NaG 8,0
AK-Elutionspuffer: 200 mM Glyzin, 300 mM NaCl, pH®

2.2.7.8 Analytische affinitdtschromatographische Methoden

2.2.7.8.1 Praparation der Tannin-Sepharose

Gallotannine konnen aufgrund der zahlreich vorhaadeHydroxylgruppen innerhalb des Molekils
unter Zuhilfenahme von Bisepoxiranen nach einemdeé¢ von Sundberg & Porath (1974) an Matrizes
gekoppelt werden. Dafur wurden 6 ml Sepharose 2B-@Imit 15 ml HO (dest.) gewaschen und
anschliessend in 4 ml,B (dest.) und 1,6 ml 1,3-Butadien-Diepoxid resusipgm. Nach der Zugabe
von 1,8 ml 2 M NaOH und 12 mg Natriumborhydrid weirdie Matrix 12 h bei 30°C inkubiert und
anschliessend intensiv mit Wasser gewaschen. In folgenden Kopplungsreaktion wurde das
Saulenmaterial mit 6 ml 50 mM Kaliumphosphat + 100 Gallotannine/ pH 9,0 bei 65°C fir 24 h
inkubiert. Anschliessend wurde intensiv mit 50 milikkmphosphat pH 9,0 gewaschen und die Matrix
zum Absattigen freier Bindungsstellen 3 h bei 4°@ & ml 0,1 M Ethanolamin in 50 mM
Kaliumphosphat/pH 7,5-8,0 rotiert. Nach erneutensttin (5x 15 ml 50 mM Kaliumphosphat/pH 7,5)
wurde die Tannin-Sepharose in 50 mM Kaliumphosph@atl % Natriumazid/pH 7,5 resuspendiert und
bei 4°C gelagert.



MATERIALIEN & METHODEN 63

2.2.7.8.2 Affinitatsprazipitation mit Tannin-Sepharose

Zur Affinitatsprazipitation mittels Tannin-Sephaeoswurden Bakterienpellets aus 400 ml der
Expression von His-PAR{g bzw. Kontrollzellen (Vektor) in 10 ml Inkubationsffer resuspendiert,

mittels French Press (siehe 2.2.7.2.2) aufgesdamossad zentrifugiert (2x 10 min, 4°C, 18.000 rpm).
Der Uberstand wurde durch Uber-Kopf-Rotation (148C) an je 500 pl der Tannin-Sepharose
gebunden und das Affinitatsmaterial anschliesserid 5x 1 ml Inkubationspuffer + 1 M NaCl

gewaschen. Zur Identifikation von Interaktionspartn wurden 150 pl der so préaparierten
Affinitdtsmatrix mit 1 mg Kernextrakten aus HelLa $&3dhérent) Zellen (siehe 2.2.7.3.2) in 1 ml
Bindepuffer inkubiert (1 h, 4°C). Nach mehreren Weshritten (5x 1 ml) mit Bindepuffer wurden
gebundene Proteine mit 300 pl Bindepuffer + 600 MN&CI eluiert, mittels Hexan/Isopropanol (3/2
(v/v)) gefallt, im SDS-PAGE aufgetrennt und auf rd#ellulose-Membranen transferiert. Die

Identifikation interagierender Proteine erfolgtetelis Western-Analysen (siehe 2.2.7.9.3).

Inkubationspuffer: 50 mM Kaliumphosphat, 5 mM MgdO mM DTT, pH 7,2
Bindepuffer: 10 mM Tris/HCI, 7 mM MgGJ 50 uM ZnC}, 0,05 % (v/v) NP-40, 1 mM DTT,
pH 8,0

2.2.7.8.3 In vitro Préazipitation mittels GSH-Sepharose

Um eine Interaktion von Proteiném vitro nachzuweisen, wurde eine Prazipitation an GSH-Sepha
durchgefuhrt. Daflr wurden jeweils 7,5 pg gereesgGST-Fusionsprotein (siehe 2.2.7.6) zusammen
mit 30 ul GSH-Matrix und entweder 20 pg gereinigteim-XRCCL1 (siehe 2.2.7.4.2) oder 30 pg His-
PARP-1 (Elutionsfraktion der Reinigung an Ni-NTAgle 2.2.7.5) in 500 ul Bindepuffer (siehe
2.2.7.8.2) + 150 mM NaCl fur 1 h bei 4°C inkubiedach einer Zentrifugation (12.000 rpm, 5 min)
wurde ungebundenes Protein in den Uberstanden dexchethode von Rodriguez-Vicet al. (1989)
gefallt. Die GSH-Matrix wurde 5x mit 1 ml Bindepaff + 150 mM NaCl gewaschen. Gebundene
Proteine wurden entweder durch ansteigende Salektragionen oder aber mit SDS-PAGE
Probenpuffer eluiert. Alle Fraktionen wurden im SBSG aufgetrennt, auf Nitrozellulosemembranen
transferiert und mittels Western-Blot-Analysen usteht.

2.2.7.8.4 In vivo Prazipitation mittels Ni-NTA-Sepharose
In EM9-XH Zellen wird XRCC1 als Polyhistidinfusigptein stabil Gberexprimiert (Caldecett al,

1995). Folglich konnen interagierende Proteine ad®sen Zellen relativ leicht durch

Affinitditschromatographie an Ni-NTA angereichertrden. Dazu wurden die Zellen von EM9-V- bzw.
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EM9-XH aus je drei 150 cfrFlaschen abtrypsinisiert, zentrifugiert und mitkgiltem PBS gewaschen.
Die Zellpellets wurden jeweils in 1 ml Aufschlus§iguninta resuspendiert und mittels Ultraschall (6x
10 Sekunden, jeweils 30 Sekunden Pause auf Eiggselilossen und fiir 30 min bei 4°C rotiert (Uber-
Kopf-Rotation). Nach einer Zentrifugation (30 m#fC, 14.000 rpm) wurde der Proteingehalt der im
Uberstand befindlichen Proteine mittels Bradforgs#ys (siehe 2.2.7.9.1) bestimmt. Jeweils 3,8 mg
Protein wurden an 100 pl &quilibrierte Ni-NTA-Septs®e gebunden (1 h, 4°C). Nach einer
Zentrifugation (12.000 rpm, 5 min) wurde ungeburegeRrotein in den Uberstanden nach der Methode
von Rodriguez-Vicoet al. (1989) gefallt. Die Ni-NTA-Matrix wurde zunachstitm3x 1 ml
Aufschlusspuffeginta Ohne Proteaseinhibitoren und anschliessend mitl 3xl Waschpuffeginra
gewaschen. Die Elution gebundener Proteine erfokgtdenweise mit Aufschlusspuffekra-zo,
Aufschlusspuffegintaso bzw. Aufschlusspuffeinrta2so. Alle Fraktionen wurden im SDS-PAG
aufgetrennt, auf Nitrozellulosemembranen transfeded mittels Western-Blot-Analysen untersucht.

Aufschlusspuffeg.nra: 40 mM HEPES, 0,5 M NacCl, 0,8 mM Imidazol, 10 %/{\Glyzerin,
5 mM B-Mercaptoethanol, pH 8,0, + Proteaseinhibitoren

Waschpuffeginra: Aufschlusspuffgg.nta + 10 mM Imidazol

Aufschlusspuffegi-nTa-so: Aufschlusspuffggi.nta + 30 mM Imidazol

Aufschlusspuffegi-nTa-so: Aufschlusspuffegi.nta + 80 mM Imidazol

Aufschlusspuffegintazso:  Aufschlusspuffeginta + 250mM Imidazol
Proteaseinhibitoren: Leupeptin (0,5 pg/ml), Pepstatin (0,5 pg/ml), PM3FnM) Aprotonin

(2 pg/mi)

2.2.7.8.5 Immunprazipitation

Zum Nachweis der Interaktion zwischen PARP-1 undRBAwurde eine Immunprazipitation
durchgefuhrt. Zunachst wurden 150 pg Kernextrakie anbehandelten HelLa S3 (adharent) Zellen
prapariert (siehe 2.2.7.3.2), 1:4 in KE-Verdunnyngger verdinnt und eine Praabsorption dieser
Extrakte an Protein A Sepharose mit kovalent gebnamh Ziegenserum (8 mg Serum/100 pl Protein
A-Sepharose) durchgefiihrt (30 min, 4°C). Der Ulerdtwurde erneut an Protein A Sepharose mit
kovalent gebundenem Ziegenserum praabsorbiert. Miassend wurde der Uberstand einer
Immunprézipitation an Protein A-Sepharose mit kemalgebundenem Ziegenserum (26 pug Serum/ 70
pl Protein A Sepharose, Negativkontrolle) bzw. 8o A-Sepharose mit kovalent gebundenem PARP-1
Antikorper (10 pgo-PARP-1 (A-20)/ 70 pul Protein A Sepharose) unteezo@30 min, 4°C). Danach
wurden die Sepharosepartikel dreifach mit 3x 1 RdWaschpuffer gewaschen und die im letzten
Waschschritt enthaltenen Proteine nach der MethadeRodriguez-Vicoet al. (1996) gefallt. Alle
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Fraktionen wurden im SDS-PAG aufgetrennt, auf Migttulosemembranen transferiert und mittels

Western-Blot-Analysen untersucht.

KE-Verdunnungspuffer: 20 mM HEPES, 1mM EDTA, 1mM EGTA, 1 mM PMSF, 1 mM DT
pH 7,5

IP-Waschpuffer: 20 mM HEPES, 100 mM NacCl, 1ImM EDTA, 1mM EGTA,
1 mM PMSF, 1 mM DTT, pH 7,5

2.2.7.9 Analyse von Proteinen

2.2.7.9.1 Konzentrationsbestimmung mittels Bradford-Assay (Bedford et al., 1976)

1- 5 pl der Proteinprobe wurden mit 1 ml BradforglaBenz versetzt und die Proteinkonzentration
wurde spektroskopisch beE 595 nm ermittelt. Als Referenz diente eine BS8kEeihe.

Bradford-Reagenz: 0,007 % (w/v) Serva Blau G25% &/v) Ethanol, 8,5 % (v/v) §#PO,

2.2.7.9.2 SDS-PAGE

Die Proteintrennung wurde durch SDS-PAGE nach Lakumchgefihrt (Laemmli, 1970).

Trenngel:

Acrylamidkonzentration (%) 8 10 12,5 15 %
Rotiphorese Gel30 3 7,5 4,5 5,0 ml
Trenngelpuffer 2,8 2,8 2,8 2,8 mi
H,O (dest.) 54 4,6 3,9 2,3 ml
20 % (v/v) SDS-Lbsung 56 56 56 56 pl
TEMED 5 5 5 5 ul
10 % (v/v) APS-L6sung 50 50 50 50 ul

Die Losung wurde gut gemischt, gleichmassig zwischtie Glasplatten gegossen und mit
wassergesattigtem Butanol tberschichtet. Nach ddmauf des Polymerisationsprozess wurde die

Geloberflache getrocknet, die Sammelgellésung awggen und der Kamm luftblasenfrei eingesetzt.
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Sammelgel:

Acrylamidkonzentration (%) 5
Rotiphorese Gel30 0,625 ml
Sammelgelpuffer 0,625 ml
H.O 2,47 ml
20 % (v/v) SDS-L6sung 25 pl
TEMED 3l

10 % (v/v) APS-L6sung 20 pl

Die Proteinproben wurden mit 20 % (v/v) SDS-Prohdfgy versetzt, 5 min bei 95°C erhitzt und im
Gel bei einer Stromstérke von 25 mA/Gel aufgetreBat Detektion wurden die Gele zunachst 20 min

in Coomassie-Farbeldsung und anschliessend 10mfiintfarbeldsung geschwenkt.

Trenngelpuffer: 1,5 M Tris/HCI, pH 8,8

Sammelgelpuffer: 0,5 M Tris/HCI, pH 6,8

2x SDS-Probenpuffer: 10 ml 1,5 M Tris/HCI, 6 ml Z0(v/v) SDS-L6sung, 30 ml Glyzerin
15 ml B-Mercaptoethanol, 1,8 mg Bromphenolblau

SDS-Laufpuffer: 0,3 % (w/v) Tris, 1,44 % (w/v) Gin, 0,1 % (w/v) SDS

Coomassie-Farbeldsung: 0,16 % (w/v) Coomassie®@rilBlue G250, 40 % (v/v) Methanol,
10 % (v/v) Essigsaure

Entfarbeldsung: 40 % (v/v) Methanol, 10 % (v/veigsaure

2.2.7.9.3 Western-Blot und Detektion von Proteinen auf Nitrozllulosemembranen

Zum Nachweis von Proteinen mit spezifischen Anfigin wurden die Proteine im Anschluss an eine
SDS-PAGE durch dasemi dryVerfahren auf Nitrozellulosemembranen (Machereg®a Duren)
Ubertragen. Der Transfer erfolgte bei einer Strénkst von 2,5A/crhfur 1,5-6 Stunden. Nach dem
Transfer wurden die Proteine durch Schwenken demidMan in Ponceau S-Losung angefarbt und
wieder mit HO (dest.) wieder entfarbt. Anschliessend wurde Me&mbran fir mindestens 1 h bei
Raumtemperatur oder Uber Nacht bei 4°C blockieRGS (His): 5 % BSA (w/v) in TBS, alle anderen
Antikorper: 5 % (w/v) Magermilchpulver in TBS). DRlockierungslésung wurde abgegossen und der
Blot mit dem ersten Antikdrper (siehe Tab. 2.9)rdémnt in TBS, fir mindestens 1 h bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Membran wurde 3x ifi mit TBS @-RGS (His)) oder TBST (alle
weiteren Antikorper) gewaschen. Anschliessend wuedeeut in Blockierungslosung fur 20 min
geschwenkt und der Blot fur mindestens 1 h mit demaiten Antikdrper (siehe Tab. 2.9), verdinnt in
TBS, geschwenkt. Nach den letzten WaschschritteB %110 min mit TBST erfolgte die Detektion.
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Ponceau S-Lésung: 0,02 % (w/v) Ponceau S, 0,3 %) (Wkichloressigsaure, 0,3 % (w/v)
Sulfosalicylsaure

TBS: 50 mM Tris/HCI, 150 mM NacCl, pH 7,5

TBST: TBS + 0,05 % (v/v) Tween 20

2.2.7.9.4 Dot-Blot

Fir den Dot Blot wurden 3 ul einer Proteinlosund @ne Nitrozellulosemembran aufgebracht, mit
Ponceau S-Lésung angefarbt und anschliessend weetférbt.
Fir den Nachweis der Antikorper-Reinigung (sieh@.727) wurde die Membran nur mit dem

sekundaren anti-Kaninchen 1gG-AP hybridisiert uadm entwickelt.

2.2.7.9.5 Detektion mittels Alkalischer Phosphatase

Membranen bei denen die Hybridisierung mit AP-ggladfen sekundaren Antikorpern erfolgte, wurden
nach dem letzten Waschschritt fiur 10 min in AP-Buffeschwenkt. Zur Detektion wurden 10 ml AP-
Puffer mit 66 pl NBT und 33 pl BCIP-L6sung versatad fur 1-10 min im Dunkeln auf die Membran

gegeben. Die Nachweisfarbung erfolgte direkt anfMdembran. Anschliessend wurden die Membranen

mit Wasser gewaschen.

AP-Puffer : 100 mM Tris/HCI, 100 mM NacCl, 5 mM MgCpH 9,5

2.2.7.9.6 Detektion mittels Meerettich-Peroxidase (HRP)

Der Nachweis von sekundaren Antikérpern die mit ivetdch-Peroxidase (HRP) konjugiert waren,
erfolgte mittels Chemolumineszenz. Dazu wurden rA|S_.uminol-Reagenz A mit 0,5 ml Luminol-
Reagenz B gemischt und auf den gewaschenen Blebgag Die Membran wurde in Frischhaltefolie
eingepackt und fur 1 min inkubiert. Anschliessendde das Gemisch abgegossen, die Membran erneut
in Frischhaltefolie verpackt und die Chemoluminezzdetektiert. Dazu wurden ein Film (Kodak X-
Omat) aufgelegt und 2-10 min exponiert. Anschliedsevurde der Film wie unter 2.2.7.10.2

beschrieben entwickelt.
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2.2.7.10 Radiochemische Methoden

2.2.7.10.1Cerenkov Messung

Radioaktivitat wurde mit Hilfe des Flussigszintiitnszahlers Beckmann LS 6000SC (Beckmann
Coulter, Krefeld) durch Cerenkov-Messung quantiiziDie Messung erfolgte spezifisch féP fir 1 x
60 Sekunden

2.2.7.10.2Autoradiographie

Im Anschluss an eine PAGE oder eine Dunnschichtohtographie wurden radioaktiv markierte
Proteine oder Nukleotide durch Autoradiographieskigért. Dazu wurde ein Rontgenfilm (Kodak X-
Omat AR, Roth, Karlsruhe) in einer Rontgenkassatfedas Gel oder die Dinnschichtchromatographie-
Platte gelegt und fur unterschiedliche Zeiten 86 <C belichtet. Anschliessend wurden die Filme in

der automatischen Entwicklungsanlage Konica SRXA1Konica, Hohnbrunn) entwickelt.

2.2.7.10.3Fhosphoimager

Im Anschluss an eine Dunnschichtchromatographiedemurradioaktiv markierte Nukleotide mit dem
Phosphoimager FUJI FLA-500 (Raytest, Straubenhaddtgktiert. Die Auswertung erfolgte unter
Zuhilfenahme des Programmes ,AIDA" (Raytest, Stenlmardt).

2.2.7.1 Enzymatische Methoden

2.2.7.11.1Synthese vor?P-markierter Poly (ADP-Ribose)

Ca. 50 pg gereinigte His-PARP-1 (Elution der Ni-NBapharose, siehe 2.2.7.5) wurde tber Nacht bei
30°C in 500 pl 1x Bindepuffer in Anwesenheit von 3@ Histonen und 10 pg sonifizierter
Lachsspermien-DNA inkubiert. Um grosse Mengép-radioaktiv markierter Poly (ADP-Ribose) zu
synthetisieren, enthielten die Reaktionsansatz&tzlich 10 uM NAD und 10 pCi¢->*P]-NAD" (spez.
Aktivitat 10 mCi/ml). Alternativ wurden die Ansatie Gegenwart von 1 mM NADund 0,2 uCi -
¥2P]-NAD* (spez. Aktivitat 10 mCi/ml) durchgefiihrt, um hoonizentrierte unmarkierte Poly (ADP-
Ribose) zu erhalten. Am nachsten Tag wurde die NAh Zugabe von DNase (Endkonzentration 4
pg/ml) und 5 mM MgGl bei 37°C fur 45 min entfernt. Die PAR-Ketten wundenschliessend nach der



MATERIALIEN & METHODEN 69

Methode von Panzeter und Althaus (1990) aufgereiBigzu wurder?P-markierte Proteine mit 25 %
(w/v) TCA bei 4°C fur 20 min geféllt. Das Proteirumde bei 13.000 rpm, Raumtemperatur fir 20 min
sedimentiert. Das Prazipitat wurde mit 5 % (w/v) A'@nd anschliessend mit 70 % (v/v) Ethanol
gewaschen®*P-markierte PAR-Ketten wurden durch alkalische Lipsé 60°C in TE pH 12,0 unter
Schitteln vom Protein abgetrennt. Zur Entfernung BEeoteine erfolgte eine Phenol/Chloroform-
Extraktion. Anschliessend wurden die PAR-PolymdyeriNacht bei -20°C durch Ethanolfallung (siehe
2.2.1.6) préazipitiert. Nach einem Waschschritt #t% (v/v) Ethanol wurde das Pellet getrocknet und
in TE-Puffer pH 8,0 aufgenommen. Die Menge inkompoer ADP-Ribose konnte aus dem
prozentualen Einbau d&-markierten NADbestimmt werden.

TE-Puffer: 10 mM Tris/HCI, 1 mM EDTA, pH 8,0 od&2,0

2.2.7.11.Bestimmung der PARG-AKktivitat

Bei der Bestimmung der PARG-Aktivitat nach der Metla von Tsaet al. (1992), wurde der Abbau
radioaktiv markierterd->*P]-Poly (ADP-Ribose) zwf*?P]-ADP-Ribose gemessen (siehe Abb. 2.1).

NH, N
N‘H N‘—/ﬁr\‘l H\N)‘\N/J N‘H N‘H
— | N—" N\
N\L @ \\7‘ N o o Rb L O LMO
O‘H r‘q N %) ? Rib ——Rib —O*?*O—I‘LO PARG N (ADP-Ribose) N N
Rb o 0 Rb—Rlb—o—F‘uof‘Pio o o 0 O Rb Pyrophosphatase o o Rb
Lo-p-o-t70] o o —— Rb O»E—O-y‘ioJ ———————————  Rb-0-PO + o-‘pioJ
5 6 NH ) 1 o
N— \VTI
a-P"]-Poly (ADP-Ribose H\/‘\/ a-P]-ADP-Ribose Ribose- 5°-Phosphat o-P]-ADP-Ribose
N N
|
O O Rb
[ 32 J
Rib-0-P-0-P-0
o o

Abb. 2.1: Prinzip der Bestimmung der PARG-Aktivitat

Wurde die Aktivitat des Enzyms in Kernextrakten bxwn rekombinanter PARG bestimmt, enthielten

die Reaktionsansatze folgende Zusammensetzung:

Volumen Konzentration
Mix 1: Kernextrakt oder 0-5 pl 5-15ug
rekombinante PARG 0-2 ul 0- 250 ng
PARG-Puffer ad. 25 ul -
Mix 2: Poly (ADP-Ribose) variabel 3 uM
¥p_poly (ADP-Ribose) variabel .

PARG-Reaktionspuffer ad. 5 ul -

Ansatzvolumen: 30 ul
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Wurde die Wirksamkeit potenzieller PARG-Inhibitorauf rekombinante PARG (His-PAREp bzw. in

Kernextrakten untersucht, so enthielten die Reak#dasatze folgende Zusammensetzung:

Volumen Konzentration
Mix 1: Kernextrakt oder 0-5 pl 5-15ug
rekombinante PARG 0-2 ul 0- 250 ng
+/- PARG-Inhibitoren 0-5ul 0- 400 puM
(in PARG-Puffer)
PARG-Puffer ad. 25 ul -
Mix 2: Poly (ADP-Ribose) variabel 3 uM
¥p_poly (ADP-Ribose) variabel .
PARG-Reaktionspuffer ad. 5 ul -

Ansatzvolumen: 30 ul

In beiden Fallen wurde der Mix 1 zun&chst fir 5 imén 30°C inkubiert und die Reaktion anschliessend
durch Zugabe von Mix 2 fir die im Ergebnisteil aggleene Zeit gestartet. Die Reaktion wurde durch
Zugabe von 100 ul Aceton beendet und radioaktivkiege Substanzen fur 1 h bei -20°C gefallt. Nach
einer Zentrifugation (13.000 rpm, 25°C, 20 min) deirdas Pellet getrocknet, in TE-Puffer (pH 8,0)
ausgezdisiehe 2.2.7.10.1).
Radioaktivitdt wurden auf POLYGRARICEL 300 PEI/UVs.Diinnschichtplatten aufgetragen. Der

Vorlauf der Dinnschichtchromatographie wurde ind,LiCl/1 M Essigsaure, der Hauptlauf in 0,3 M

gelést und am Flussigszintillationszahler Gleiche Mengen an

LiCl/1 M Essigsaure vorgenommen. Anschliessend wemrdie Platten getrocknet und mit einer
Plastikhille geschiitzt. Radioaktiv markierte Pradukurden mittels Autoradiographie detektiert und
die Menge an gebildeter ADP-Ribose mittels einessphoimagers (siehe 2.2.7.10.3) quantifiziert.
Alternativ wurden die radioaktivmarkierten Bereichteinzeln ausgeschnitten und die Menge
inkooporierter Radioaktivitat mittels Cerenkov-Mesg quantifiziert.

PARG-Reaktionspuffer: 50 mM Kaliumphosphat, 5 mMGIg100 pg/ml BSA,

10 mM B-Mercaptoethanol, pH 7,2

Fir Messungen mit Kernextrakten bei denen die Atéivder ADP-Ribose Pyrophosphatase gehemmt

werden sollte, wurde dem Reaktionsansatz kein g@jesetzt.
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2.2.7.11.8Bestimmung der Poly (ADP-Ribosyl)ierungsaktivitéat

Um die Gesamt-Poly (ADP-Ribosyl)ierungsaktivitdtdernextrakten zu bestimmen, wurden diese mit
sonifizierter Lachsspermien-DNA und NADnkubiert und die Menge inkooporierter Poly (ADP-
Ribose) nach TCA-Fallung bestimmt:

Volumen Konzentration

Mix 1: Kernextrakt 0-5 ul 5-15ug
PARG-Puffer (-MgC)) ad. 25 ul -

Mix 2: DNA (10 mg/ml) 1,2 pl 400 pg/ml
100 uM NAD 3 10 uM
[a-*?P]-NAD* variabel -
PARG-Puffer (-MgC)) ad. 5 ul -

Ansatzvolumen: 30 ul

Wurde die Wirksamkeit potenzieller PARG-Inhibitoraaf rekombinante PARP-1 bzw. auf Proteine in
Kernextrakten untersucht, so enthielten die Reaktasatze folgende Zusammensetzung:

Volumen Konzentration

Mix 1:  Kernextrakt oder 0-5 pl 5- 15 ug
rekombinante PARP 0-5pl 0- 200 ng
+/- PARG-Inhibitoren 0-5pl 0- 400 uM
(in PARG-Puffer)

PARG-Puffer (-MgCl) ad. 25 ul -

Mix 2:  DNA (10 mg/ml) 1,2 ul 400 pg/ml
100 uM NAD' 3 10 uM
[a-32P]-NAD* variabel -
PARG-Puffer (-MgCJ) ad. 5 ul -

Ansatzvolumen: 30 pl

In beiden Fallen wurde der Mix 1 zunéchst fur 5 tmén 30°C inkubiert und die Reaktion mit dem Mix
2 gestartet. Nach dem Ablauf der Reaktion (Angatiehe Ergebnisteil) bei 30°C wurd&r-markierte

Proteine mit 25 % (w/v) TCA bei 4°C fur 20 min gétféind die Ansatze wurden fur 20 min bei 13.000
rpm (Raumtemperatur) zentrifugiert. Das Prazipiatde mit 5 % (w/v) TCA und anschliessend mit 70
% (v/v) Ethanol gewaschen. Die verbliebene Mengdidktivitdt wurde mittels Cerenkov-Messung
(siehe 2.2.7.10.1) quantifiziert. Die Menge inkaipder ADP-Ribose konnte damit aus dem

prozentualen Einbau dé&¥-markierten NADbestimmt werden.
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Sollte die Poly (ADP-Ribosyl)ierungsaktivitat reimualitativ bestimmt werden, wurde der
Reaktionsansatz mit 20% (v/v) SDS-Probenpuffer etgtsund mittels SDS-PAGE separiert (siehe
2.2.7.9.2). Der Einbau vona{?P]-ADP-Ribose wurde durch Autoradiographie (sieh2.7210.2)

sichtbar gemacht.

2.2.7.11.&ettenlangenanalyse vori’P-markierten ADP-Ribosepolymeren

Zur Kettenlangenanalyse véfP-markierten (ADP-Ribose)-Polymeren wurden diese iwi2.2.7.11.1
beschrieben isoliert, ohne jedoch die ethanolisEéidung durchzufihren. Unmittelbar nach der
Chloroform-Extraktion wurden die Proben am Fliszaigslationszahler ausgezahlt (siehe 2.2.7.10.1),
mit 40 % (v/v) PAR-Probenpuffer versetzt und inesm Sequenziergel (20 % (w/v) Polyacrylamid in
TBE-Puffer bzw. 8 % (w/v) Polyacrylamid + 7 M Hatof in TBE-Puffer) aufgetrennt. Die
Elektrophorese erfolgte fur 1,5 h bei 30 mA und 600Das Gel wurde anschliessend auf eine
Plastikfolie Ubertragen und durch eine Plastikhgschitzt. Radioaktiv markierte Polymere wurden
mittels Autoradiographie (siehe 2.2.7.10.2) detekti

TBE-Puffer: 90 mM Tris/HCI, pH 8,3, 90 mM Boratp2aM EDTA
PAR-Probenpuffer: 7 M Harnstoff, 25 mM NaCl, 4 mMDEA, 0,02 % (w/v) Bromphenol-Blau,
0,02 % (w/v) Xylencyanol

2.2.7.11.5 Invitro Poly (ADP-Ribosyl)ierung von Proteinen

Zum Nachweis der Poly (ADP-Ribosyl)ierung der PARMGIrden rekombinant exprimierte GST-
PARG;s entsprechend dem Protokoll der vitro GST-Prazipitation an GSH-Matrix gebunden (siehe
2.2.7.8.3). Die Poly (ADP-Ribosyl)ierung erfolgtaréhch fir 20 min bei 30°C durch die Zugabe von:

100 ng PARP-1
400 pg/ml DNA

10 pCi p-**P]-NAD" (spez. Aktivitat 10 mCi/ml)
ad. 35 ul Bindepuffer (siehe 2.2.7.8.2)

Anschliessend wurde die GSH-Matrix abzentrifugi@tmin, 4000 rpm), zweimal mit Bindepuffer
gewaschen und in SDS-Probenpuffer resuspendiest. Kdintrolle wurde eine direkte Poly (ADP-
Ribosyl)ierung mit Histonen bzw. BSA durchgeful&lie Proben wurden erhitzt (95°C, 2 min) und im
SDS-PAG aufgetrennt. Poly (ADP-Ribosyl)ierte Pragukvurden mittels Autoradiographie (siehe
2.2.7.10.2) sichtbar gemacht.
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2.2.7.11.@estimmung des zellularen NAD und ATP-Gehaltes

Zur Bestimmung des ATP- und NAHGehaltes in Extrakten von CHO-Zellen nach gensther
Schadigung wurden die Zellen aus je einer 10 cnal8cimittels eines Schabers abgekratzt und
abzentrifugiert (1500 rpm, 5 min). Das resultierillet wurde mit PBS gewaschen, danach in 400 pl
3 % (v/v) Perchlorsdure resuspendiert und fur 1% ioei 4°C kraftig geschuttelt. Nach einer
Zentrifugation (10 min, 4°C, 13.000 rpm) wurde tHyerstand durch Zugabe von 20 pl 1 M Tris/HCI
(pH 7,0) und 120 pl 2 M KOH auf pH 7,5 eingestellt.

Die Bestimmung des NADGehaltes erfolgte nach einem modifizierten Prollokon Jacobson &

Jacobson (1997). Dazu wurden folgende Losungementdalbmikrokivette pipettiert:

Volumen Endkonzentration

Mix 1: 600 mM Tris/HCI (pH 7,5) 100 pl 60 mM

1 mM MTT 100 pl 100 pM

9 mM PMS 100 pl 900 uM

1 M Nikotinamid 100 pl 100 mM

57 % (v/v) Ethanol 100 pl 5,7 % (viv)

Alkohol-Dehydrogenase (2500 U/ml) 5 pl 12,5 U/ml

H.O (dest.) 445 ul -
Mix 2:  Zellextrakt 50 pl -

Ansatzvolumen: 1000 pl

Es wurde die Grundabsorption des Mix1 bei 560 nstifment und die Reaktion durch die Zugabe von
50 pl Zellextrakt (Mix2) gestartet. Nach einer Ri#ahkszeit von 10 min (25°C) wurde erneut die
Absorption bestimmt undAse/10 min ermittelt. Anhand einer zuvor erstellten INAReferenzreihe

konnte aus dem Extinktionsunterschied die abs™étB *-Konzentration ermittelt werden.

Die Bestimmung des ATP-Gehaltes erfolgte mit demPAJetermination-Kit entsprechend den

Hinweisen des Herstellers. Dazu wurden folgendaihgen in ein Messgefass pipettiert:

Volumen Endkonzentration
Mix 1:  20x Reaktionspuffer 500 pl 1x
100 mM DTT 100 pl 1mM
10 mM Luciferin 500 pl 0,5 mM
Luciferase (5 mg/ml) 2,5 ul 1,25 pg/mi
H.O (dest.) 8900 ul -

Mix 2:  Zellextrakt 5- 10 pl -
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Das Messgefass wurde in ein Luminometer (Lumacolht12080, Abimed/Diisseldorf) gestellt und
die Grundlumineszens des Mix1l bestimmt. Nach Zugsbe 5- 10 pl Zellextrakt wurde die
Lumineszenz fur 10 Minuten gemessen. Anhand eineorzerstellten ATP-Referenzreihe konnte der

absolute ATP-Gehalt ermittelt werden.

20x Reaktionspuffer: 500 mM Trizin, 100 mM MgiQ mM EDTA, 2 mM Natriumazid, pH 7,8

2.2.7.11.Bestimmung der Adenylierungsaktivitat von Ligase Il

Zum Nachweis der Adenylierungsaktivitdt gereinigtegase (His-Lig Ill, siehe 2.2.7.4.4) wurde
gereinigtes Protein mity**P]-ATP inkubiert.
Die Reaktionsansatze enthielten: 50 pmol His-Ligdse

50 % (v/v) Proteinpuffer

1x Ligase-Reaktionspuffer

6 pmol p-*?P]-ATP

ad. 20 ul HO

Die Reaktion verlief fir 20 min bei 30°C und wurdierch Zugabe von SDS-Probenpuffer beendet. Die
Proben wurden erhitzt (10 min, 85°C) und im SDS-@&hetrennt. Adenylierte Ligase wurde mittels
Autoradiographie detektiert (siehe Abb. 2.2)

Ligase-Reaktionspuffer: 66 mM Tris, 6,6 mM MgGJ, 10 mM DTT, pH 8,0

ATP = =% -
[ - 18 = « Lig i
et L)
85 — 85 —
47 — 47 —
Coomassie Autoradiogramm

Abb. 2.2: Nachweis der Autoadenylierung gereinigteHis-Lig IlI





