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4 Diskussion

Bei der Poly (ADP-Ribosyl)ierung handelt es sich eime posttranslationale Modifikationsreaktion, die
in die Regulation zahlreicher basaler zellularexzBsse eingebunden ist. Die Synthese der Poly (ADP-
Ribose) Polymere wird durch die mittlerweile gutacdkterisierten Proteine der PARP-Superfamilie,
hauptsachlich durch das zellkernlokalisierte EnZyARP-1, katalysiert. Im Vergleich dazu ist die
Funktion und Regulation des Schlisselenzyms desynfeobhbbaus die Poly (ADP-Ribose)
Glycohydrolase (PARG) deutlich weniger untersuaid uerstanden. Zum Beginn der Arbeit waren die
grundlegenden Mechanismen des Abbaus von PAR diieclAktivitditen der PARG, (ADP-Ribose)-
Pyrophosphatasen und (ADP-Ribose)-Protein-Lyaseriek(D"Amourset al, 1999). Obwohl die
PARG bis zu diesem Zeitpunkt aus zahlreichen Geweb#dolgreich gereinigt wurde, lagen
widerspriichliche Befunde zum genauen Molekulargeiwind der zellularen Lokalisation des Enzyms
vor (Davidovicet al, 2001). Durch die Klonierung der PARG- cDNAs aesndRind (Linet al, 1997)
und der Ratte (Shimokawat al, 1999) waren zum ersten Mal Informationen zur Kietten
Primarstruktur dieses Enzyms vorhanden. Mit demtifizierung einzelner PARG-inhibitorischer
Molekule (Tsaiet al, 1992, Slamaet al, 1995a, b) waren die Grundlagen fur Experimente zu
zellularen Funktionellen der PARG gelegt. Dennoarem zum Beginn der Dissertation dahingehend
nur wenige Daten publiziert. In den Arbeiten vonrMaet al. (1997) und unserer Arbeitsgruppe (Oei
et al, 2000) wurden erste Hinweise zur Beteiligung d&RB in Prozessen der DNA-Reparatur (BER)
erbracht. Die Experimente zur Bedeutung der PolpRARibosyl)ierung fir die Regulation des
Zelltodes infolge von genotoxischen Stresssituatiohatten gezeigt, dass die vermehrte Synthese von
PAR die Induktion sowohl der Nekrose als auch dpogtose fordert (Berger, 1985, Ha & Snyder,
1999). Unklarheit waren die genauen Funktionen FARP-1 und PARG in der Regulation des
Zelltodes.

Ziel war es, mit der Identifizierung von Interakigpartnern und in daran anschliessenden funktemell
Studien, das Verstandnis fur die Funktion der PARGPAR-Metabolismus und der Regulation des
Zelltodes infolge akkuter genotoxischer Stresss@nan naher zu untersuchen. Im Zuge der Arbeit
wurde dabei erstmalig eine direkte Wechselwirkumgsehen PARP-1 und der PARG nachgewiesen.
Die funktionellen Studien zeigen, dass PARG in ldzge ist die katalytische Aktivitat der PARP-1 in
humanen Kernextrakten direkt zu beeinflussen. Desresm wurde das DNA-Reparaturprotein XRCC1
als direkter Interaktionspartner der PARG idengfiz Unter Verwendung von XRCC1-defizienten
(EM9-V) und XRCC1-Uberexprimierenden Hamsterzel(&M9-XH), wurde fir dieses Protein hier
erstmals eine Funktion in der Regulation des PAIRH-Ribose) Metabolismus und folgend in der

Kontrolle des AlF-vermittelten, caspase-unabhangigelltodes gezeigt.
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4.1 Strategien zur rekombinanten Expression und Immobilsierung von
PARG119 in E. coli

Obwohl seit der Entdeckung der PARG 35 Jahre vggansind (Miwaet al, 1971), ist die
Handhabung dieses Proteins fur biochemische Studiggrund der geringen zellularen Menge
(Davidovicet al, 2001) und der extrem hohen Anfélligkeit gegeniPr@teasen (Bonicalet al, 2005)
ausserst schwierig. Mit der Klonierung der PARGNA3 aus dem Rind (Liret al, 1997) und der
Ratte (Shimikoweet al, 1999) wurden alternative heterologe Expressimieaye fir dieses Enzym
entwickelt. Wahrend sich die rekombinante Expressimd Reinigung der PARG der Ratte als
Histidinfusionsprotein irkE. colials unproblematisch erwies (Shimikoemal, 1999, Kimet al, 2004),
ergaben sich grossere Probleme fur die Reinigumgeseeiligen Proteine aus dem Rind (Let al,
1997, Ameet al, 1999) undC. elegangDesnoyer®t al, 2005). Eine Uberexpression der vollstandigen
Rinder-PARG (PARG war als unfusioniertes Protein in eukaryotiscEefien (COS7) (Winstalét

al., 1999) bzw. als Polyhistidinfusionsproteinkn coli (Lin et al, 1997) mdglich. In anschliessenden
Reinigungen wurden jedoch keine akzeptablen Ausibewdrzielt (Ameet al, 1999). Nur die
katalytische Domane der Rinder-PARG (AS 380-977) nrite als rekombinantes
Polyhistidinfusionsprotein erfolgreich durch Chrdographie an Ni-NTA-Sepharose gereinigt werden
(Ameet al, 1999).

Die Klonierung der cDNA der humanen PARG erfolgéggleich aus mRNA von HelLa Zellen (Keit

al.,, 2004, siehe Abb. 3.1 und Abb. 10.1) der kanzeregeMyelozytenvorlauferzellinie HL-60
(Uchiumi et al, 2004) sowie von CF3-Hautfibroblasten (Meydral, 2003). Eine Expression der
humanen PARG wurde bisher nur unter Verwendungsémeitro Transkriptions-/Translationssystems
bzw. rekombinant in HEK293-Zellen (Meyeat al 2003, Meyer-Ficcaet al 2004) gezeigt. Da
zumindest die Expression aller bisher klonierterRIBA cDNAs inE. coli erfolgreich verlief, wurde
dieser Organismus auch in der vorliegenden ArbisitVeirt zur Etablierung eines rekombinanten
Expressions- und Reinigungssystems der aus HeLaAnRohierten PARG gewahlt. In den ersten
Experimenten wurde die Expression der PARG mit iiealer Hexahisitidinfusion unter Verwendung
des Vektorsystems pQE31 untersucht. Unproblemagseies sich dabei die heterologe Anreicherung
der katalytischen PARG-Domane (His-PARAn E. coli M15 (siehe Abb. 3.8, vgl. Amet al, 1999).
Versuche zur Expression des Gesamtproteins (HisRAR scheiterten in den Stdmmeh coli
NM522, M15 und JM 109 (siehe Tab. 3.1). Eine Analgier Nukleinsduresequenz des aus HeLa cDNA
klonierten PARG-Gens ergab, dass die KodierungAtaimosauren Arginin, Isoleuzine und Leuzin
innerhalb der cDNA der regulatorischen Doméne d&R® uber die vorE. coli selten genutzten
Codons AGG/AGA (Arginin), AUA (Isoleuzin) und CUA _éuzin) erfolgt. Als Alternative bot sich die
Koexpression der seltenen tRNAs zusammen mit destpiditein (Rosenbergt al, 1993) an. Unter

Verwendung des Stammés coli BL21 Codori RIL, in welchem eine konstitutive Expresssion der
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tRNA GeneargU ileY undleuw erfolgt (Verweis in Makrides, 1996), war es heestmals mdglich, die
komplette humane PARG rekombinant zu exprimierers. Zeigte sich allerdings, dass die
Uberexpression der PARG in E. coli Codori RIL zu einer Aggregation in Form vanclusion bodies
fuhrte (siehe Tab. 3.1 und Abb. 3.3). Von Makri@®396) wurde berichtet, dass durch eine verringerte
Gesamtexpression der Anteil 16slich exprimierterot®ns deutlich erhdht werden kann. Dies ist
einerseits durch ein Absenken der Expressionstahpe(Schein 1991, Strandberg & Enfors 1991),
aber auch durch die Zugabe von osmolytischen Sosta(Blackwellet al, 1991, Makrides, 1996)
mdglich. Bei der Expression der His-PARGIN E. coli Codori RIL wurde hier durch keine der beiden
Methoden eine Erhdhung des Anteils l6slich expriter® Proteins erreicht (siehe Tab. 3.1). Es ist
zudem bekannt, dass die Proteinexpression Uber Rbgulation der Transkriptionsinitiation
(Promotorstéarke) kontrolliert werden kann. Der athsd eingesetzte Vektor pQE31 gehort zur Familie
der pDS-Plasmide und verfugt Uber ein Promotor-@per Element, bestehend aus dem Promotor des
Phagen T5 und zwéac-Operator Sequenzen, die in Abwesenheit des Indsikine effiziente Bindung
des Transkriptionsrepressors Lacl ermoglichen (Bga al, 1987). Die Zugabe von IPTG fuhrt zum
Abldsen des Repressors und damit zur InduktionTdanskription durch di€. coli RNA-Polymerase

Il. Experimente von Austiet al. (2004) und Weickeret al. (1996) zeigen, dass bei einer Koexpression
des Transkriptionsrepressors Lacl mit dem Zielpnoteoder durch eine Verringerung der
Induktorkonzentration IPTG (< 1 mM), die Menge dslich exprimiertem Protein deutlich erhoht
werden kann. Erfolgte die Expression von His-PARGn E.coli BL21 Codori (pREP4) (die
Gegenwart des Plasmides pREP4 erlaubt die Koexpredes Repressors Lacl), zusammen mit der
Zugabe von Betain/ Sorbitol, konnte tatséchlich Bienge l6slich exprimierten Proteins auf 40 %
erhoht werden (siehe Tab. 3.1). Die anschliesseReaigung des Proteins durch Ni-NTA-
Affinitditschromatographie fuhrte nur zu sehr geemgAusbeuten. Um die Bindungsprobleme bei der
Chromatographie an Ni-NTA-Sepharose zu umgehen,shladt als Alternative die Expression und
Reinigung als Strepg-Fusionsprotein an. Streptagll ist ein OktapepfSHPQFEK), dessen Affinitat
zu Streptaktin vergleichsweise hoher ist als denttaelistidintag an die Ni-NTA-Sepharose (Voss &
Skerra, 1997). Versuche, die PARE=als 16sliches Protein mit N-terminaler Streptagibuo inE. coli
BL21 Codori zu exprimieren, verliefen jedoch trotz Variationeter Temperatur oder der
Zusammensetzung des Expressionsmediums (ZugabeOsgomolytika) nicht erfolgreich. In dem
eingesetzten Vektor pASK7 erfolgt die Initiationr dg@anskription durch eitetA-Promotor-Operator-
Element (Skerra, 1994). Dieses beeinhaltet kein@peratorelemente, die eine Regulation durch die
Transkriptionsrepressoren Lacl oder CRP (cCAMP Rezeprotein, Katabolitrepression) erlauben.
Daher wurde auch im Falle einer Koexpression voad uad Strep-PARG, in E. coli BL21 Codori
(PREP4) keine Erhohung des Anteils l6slich expriteie Proteins erreicht (siehe Tab. 3.1). Als
Alternative zur konventionellen Reinigung von StegpProteinen wurde eine Isolation vamclusion
bodiesaus Expressionskulturen véh coli BL21 Codori pASK7-PARG1, vorgenommen und diese
dann schrittweise renaturiert. Unter diesen Bediggn wurde im Zuge der Ruckfaltung eine
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unspezifische Proteolyse von Strep-PARGbeobachtet, die nachfolgend keine Reinigung an
Streptaktin-Sepharose erlaubte.

Da eine Reinigung der PARG unter Verwendung konventioneller Affindtschromasgahien nicht
maoglich war, wurde alternativ die Verwendung eiR&RG-spezifischen Affinitatsmatrix in Erwagung
gezogen. In der Literatur sind Sepharosen mit lentabekoppelter PAR (Thomassat al, 1990,
Panzetert al, 1992) oder dem PARG-Inhibitor ADP-HPD (siehe T4l., Slamaet al, 1995 a, b)
bekannt, die erfolgreich im Zuge der Reinigung emwogener PARG aus der Ratte (Shimikawal,
1999) bzw. rekombinanter boviner GST-PABGKoh et al, 1997) eingesetzt wurden. Unter dem
Gesichtspunkt einer spateren Nutzung des Affirsgjibarose-PAR{grKomplexes zur Identifikation
von PARG Interaktionspartnern aus humanen Kernlebema erschien die Verwendung dieser beiden
Matrizes nicht sinnvoll. ADP-HPD enthélt innerhalldes Moleklls eine verknupfende
Pyrophosphateinheit, die durch endogene Phosphediesen zu ADP und Hydroxymethyl-
Pyrroldindiol (HDP) gespalten wird (siehe Abb. 1.Bgide Molekiile sind einzeln nicht in der Lages di
PARG zu hemmen (Slamet al, 1995a). Eine mdgliche Spaltung von ADP-HPD im I&fef von
Interaktionsexperimenten hatte den Verlust desnAfitssepharose-PARG-Komplexes zur Folge. Die
Verwendung der PAR-Sepharose zur Immobilisierung His-PARG 1, erschien aus den gleichen
Grunden nicht sinnvoll. Zudem wurde fir einige ra#itk Proteine, die eine zentrale Funktion im BER-
Komplex (XRCC1, Polymeradg Ligase lll), in der Regulation des Zellzyklus 8®21) (Pleschket

al., 2000, Malangat al, 2005) bzw. in der Prozessierung von RNA"s (Gagre, 2003) spielen, eine
erhohte Affinitdt zu freien PAR-Polymeren nachgeseie Diese konnten bevorzugt und PARG-
unabhangig an die PAR-Sepharose binden.

Als Alternative wurde in der hier vorliegenden Aitbeine Affinitdtsmatrix auf der Basis von kovalent
an Sepharose gekoppelten PARG-Inhibitoren, dero@Galhinen, etabliert (siehe Abb. 3.10). Die zuvor
mit HeLa S3- Kernextrakten und dem rekombinantestPARGs durchgefiihrten Experimente hatten
eine Hemmung der humanen PARG durch Gallotanniaeige(siehe Abb. 3.6 und Abb. 3.9). Sowonhl
fur die katalytische Domane als auch die komplB#&RG konnte anschliessend auch eine Bindung an
die Tannin-Sepharose nachgewiesen werden (siehe3Abbund Abb. 3.12). Eine Elution der Proteine
erfolgte weder durch Zugabe von 1 M NaCl noch duP&R-Analoga. Hingegen wurde durch die
Zugabe von 0,05 % (w/v) N- P40 der inhibitorisctféeE der Gallotannine auf His-PARGund His-
PARG;,paufgehoben (siehe Abb. 3.11). Dieses Ergebniseeigtss die Immobilisierung des Proteins
an die Tannin-Matrix nicht in einer irreversibleefmung des Enzyms resultierte.

Mit der Etablierung eines optimierten Expressioogpkolls war es im Rahmen der hier vorliegenden
Arbeit erstmals Uberhaupt mdglich, die vollstandigpumane PARG (PARfy) als
Polyhistidinfusionsprotein in grésseren Mengen $pals cytoplasmatisches, I6sliches ProteirEin
coli heterolog zu exprimieren. Mit der Generierung @annin-Sepharose und der anschliessenden
Immobilisierung der PARG wurde zudem der Grundstéin weitere Experimente zur erstmaligen

Identifikation von Interaktionspartnern dieses Bimd gelegt.
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4.2 Regulation des PAR-Metabolismus durch PARG-Inhibit@en

4.2.1 Funktionalitat publizierter PARG-Inhibitoren

Die bisher publizierten Studien zur Hemmung der BARurden mit den gereinigten Enzymen aus
unterschiedlichen Spezies durchgefihrt (siehe #ab. In der hier vorliegenden Arbeit wurden das
synthetische Molekil GPI 16552 sowie die zur Kladee Tannine zugehdrigen Molekile (-) EGCG
und Gallotannine (siehe Tab. 4.1) hinsichtlich ihndibitorischen Funktion fir die endogene HelLa S3
PARG bzw. die rekombinant exprimierte katalytiscbeméne der HelLa- PARG (His-PAR%p
untersucht. Von Liet al. (2003) und Tentoret al. (2005) wurde eine Hemmung der Ratten- PARG
bzw. dem endogenen Enzym aus der murinen MelantimzelB16 durch GPI 16552 gezeigt.
Innerhalb dieser Arbeit konnte eine Hemmung deilogaden PARG in HelLa S3-Kernextrakten durch
Zugabe von GPI 16552 nicht festgestellt werdenhgsi@bb. 3.4). Eine beobachtete Abnahme der
Aktivitat von rekombinantem His-PAR& durch Zugabe von GPI 16552 konnte auf den Effedd d
Losungsmittels DMSO zurtickgefuhrt werden (siehe .ABI9). Entsprechende Kontrollen wurden in
den von Luet al. (2003) und Tentoret al. (2005) veroffentlichten Experimenten nicht durdiiget.

Die Mdoglichkeit, dass es sich bei GPI 16552 um rimelltypspezifischen PARG-Inhibitor handelt,
kann dadurch jedoch nicht ausgeschlossen werdemebéen wurde in der vorliegenden Arbeit eine
Hemmung sowohl der endogenen PARG in HelLa S3-Kémeen als auch der rekombinanten
katalytischen Doméane durch Gallotannine und (-) B3%@obachtet (siehe Abb. 3.4, Abb. 3.6 und Abb.
3.9). Wahrend die Zugabe von 5 pM Gallotannineainer nahezu vollstandigen Inhibierung von His-
PARG;s resultierte, wurde in Anwesenheit von 40 puM (-) && nur eine 50 %ige Hemmung des
Enzyms gemessen (siehe Abb. 3.9). Von €sail. (1992) erfolgte im Vergleich zu Gallotanninen auch
eine deutlich geringere Hemmung der murinen PAR&HY-) EGCG (vgl. IG-Werte Tab. 4.1).
Anhand der von Aoket al. (1993) durchgefiihrten Struktur-Aktivitatsstudieorde postuliert, dass der
Grundeffekt der kompetititven Inhibierung der PARIBrch Gallotannine auf einer Konkurrenz von
Tanninsauremolekilen und PAR-Ketten um die Bindumgaktiven Zentrum basiert. Durch eine
Verknupfung der Gallotanninsduremolekile mit Gluk@Sallotannine) kann der Effekt der Inhibierung
aufgrund der starkeren Ahnlichkeit zu PAR-Polymevenstarkt werden. Unterstitzend dazu wurde
tatsachlich ein noch starkerer inhibitorischer Kffeon hohermolekularen verkntpften Gallotanninen
(Ellagitannine) beobachtet (Tsstial, 1992, vgl. Tab. 4.1).
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Tab. 4.1: Ubersicht zu publizierten Inhibitoren der PARG

Komponente Inhib. Inhibierungs-  Organismus  Referenz’
Starke® typ
DNA- Proflavin Ki 36 uM n.u. Schwein 1
Inter- Tilorone R10,556 DA K; 7,3 uM n.u. Schwein 1
kalatoren Daunomyzin n.u. n.u. Schwein 1
Elliptizin n.u n.u. Schwein 1
Tannine a) Gallotannine
Trigalloyl-Glukose IC50 33 UM kompetitiv/  Maus 2,3

nichtkompetitiv. Mensch
Tetragalloyl-Glukose 1Cs, 25 pM kompetitiv/  Maus

nichtkompetitiv

Pentagalloyl-Glukose ICs, 18 pM kompetitiv Maus 3

b) Ellagitannine

Nobotannin B ICs05 UM kompetitiv Maus 3

Nobotannin E ICs01,5 pM kompetitiv Maus 3

Oenothein B I1Cs0 3,8 UM kompetitiv Maus 3,5

Mensch 6,7

() EGCG 1Go>100 uM n.u. Maus 3
Antibiotika PD124,966 ICs0 40 pg/ml n.u. Ratte 8

Pargamizin ICs0 28 pg/mi n.u. Ratte 8
Adenosin- ADP-HPD ICs0 0,12 uM nichtkompetitiv Rind 9,10
Derivate ADP-Ribose 1C500,12 MM n.u. Rind 9

CcAMP n.u. n.u. Schwein 11
Polymethoxy- Lignin Ki 18 mg/mi kompetitiv Meerschwein 12
phenole 13
Tiloron- GPI 16552 ICs01,7 M n.u. Ratte 14
Familie GPI1 18214 ICs0 4,2 UM n.u. Ratte 15

a) Der gemessene Inhibierungstyp bezieht sichiaaftéemmung hinsichtlich des Substrates PAR.

b) 1-Tavassolet al.(1985), 2-Tsaét al.(1991), 3- Tsaéet al.(1992), 4-Tanumet al. (1989a), 5-Uchiumet al. (1996),
6-Aoki et al. (1995), 7-Marutaet al. (1997), 8-Masutanét al. (2002), 9-Slamat al. (1995a), 10-Slamat al. (1995b),
11-Tavassolet al. (1983), 12-Tanumat al. (1989b), 13-Tanumaet al.(1990), 14-Luet al. (2003), 15-Genoveset al.
(2004)

n.u.-nicht untersucht

Unabhangig von einer mdglichen Hemmung von Enzyni&n das generelle Ph&anomen der
Komplexierung der Tannine mit Proteinen bekannt gat beschrieben (Haslam, 1996, Snethal,

2005). Prinzipiell beruht es auf zwei Effekten. Zwmen erfolgen hydrophobe Wechselwirkungen
zwischen den phenolischen Strukturen innerhalbT@eminmolekils und aromatischen Aminosauren

auf der Oberflache des jeweiligen Proteins (HaslE®86, Hagermann & Kluchet al, 1986, Bennick
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2002). Zum anderen sind Wasserstoffbrickenbindungemmiert zwischen den phenolischen
Hydroxylgruppen der Tannine und der Carbonylgruppe Prolinmolekilen, fir die Komplexierung
von Proteinen durch Gallotannine von Bedeutung @dagnn & Klucher, 1986, Haslam 1996, Bennick
2002). Hinsichtlich der Aminosaureverteilung inredth der PARG zeigten sich keine auffalligen
Anhaufungen der Aminoséaure Prolin bzw. hydrophobéer aromatischen Aminosauren (Analyse mit
dem Programm ,Protparam®, www.expasy.org/toolsfpmoam.html), die auf eine generelle
Komplexierung der Tannine hinweisen wirden.

Die hochsten Affinitaten von Gallotanninen wurdenaden im tierischen und menschlichen Schleim
vorkommenden line-rich proteins (PRPs) beobachtet (Haslam, 1996, Bennick 2002).
Charakteristisches Merkmal dieser Proteine ist dasnehrte Vorkommen (bis zu 88 %) der
Aminosauren Prolin, Glyzin und Glutamin. Die zur teliamilie der basischen und glykosylierten
PRP’s zugehdrigen Proteine PRB 1-4 enthalten zdnsgrau 10 repetitive Aminosaureabfolgen (siehe
Abb. 4.1), fur die experimentell die Gallotanninthimg nachgewiesen wurde (Bennick, 2002). Aus
spektroskopischen Studien geht hervor, dass diduBigp zwischen einem solchen repetitiven Peptid
und den Gallotanninen hauptséachlich tber die Rraiekile und die unmittelbar N- und C-terminal
verknipften Aminosauren erfolgt (Bennick, 2002).rleicht man das anhand der Homologien aller
bekannten humanen basischen PRPs abgeleitete dballdbindemotiv (Bennick, 2002) mit der
Sequenz der humanen PARG, so finden sich im N-Tersndes Enzyms 2 Abschnitte mit grosser
Ahnlichkeit (AS 50-70 und 283-303 siehe Abb. 4R3lls tatséchlich eine Interaktion der Gallotannine
mit der PARG innerhalb dieses Abschnittes erfdighnte dies eine Erklarung fur den durch Tetzal.
(1991 und 1992) sowie Aokt al. (1993) beobachteten nichtkompetitiven inhibitdnese Effekt dieser
Polyphenole sein.

Box 1
BPRP PPPGKPQGPPPQGGNEKPQGEPP
PARG wVPPSSPACVPGQAGQHRGSAT .,
Box 2
BPRP PPPGKPQGPPPQGGNEKPQGEPEP
PARG wRQESCLGNPPFEKESETPESTPM,

Abb. 4.1: Vergleich des Tanninbindemotivs von basthen PRPs mit ausgewahlten
Sequenzabschnitten der PARG.

Das aus dem Vergleich aller bekannten humanendbesisPRPs (BPRP) abgeleitete Konsensusmotiv fliBididung
von Gallotanninen (entnommen aus Bennick 20@Rjde mit ausgewdahlten Sequenzabschnitte® 4®G unter
Zuhilfenahme des Programmes ,LALIGN" (www.ch.emboed/software/LALIGN_form.html) verglichen. Identise
Amindsauren wurden rot, ahnliche Aminosauren blenwdrgehoben.
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In voneinander unabhangigen Studien wurde nachgewjalass Gallotannine neben der PAR&itro

die Aktivitat anderer extrazellularer und intramékrer Enzyme beeinflussen kdnnen (siehe Tab. 4.2).
Hinsichtlich des NAD-Metabolismus zeigte sich, dass alle drei Isoforndes Enzyms NMNAT
(ATP:Nikotinamid-Nukleotid Adenyltransferase) ditekurch Gallotannine inhibiert werden (Berggr

al., 2004 und 2005, siehe Tab. 4.2). Die NMNAT katiglgtsim terminalen Schritt der NADSynthese

die Ubertragung einer Adenyl-Einheit von ATP aufe dMononukleotide NMN (Nikotinamid-
Mononukleotid) und NAMN (Nikotinsdure-Mononuklédf, wobei Pyrophosphat freigesetzt wird.

Tab. 4.2: Ubersicht zu Proteinen die durch Gallotanine gehemmt werdefl

Protein Inhibierungstyp IC 5o Verweis
Rezeptoren
Insulin-Rezeptor n. u. n. u. kit al, 2005

Stoffwechselenzyme
a-Amylase kompetitiv/ n. u. Kandraet al, 2004

nichtkompetitiv

Aldose-Reduktase kompetitiv/ 70 nM Sawadat al, 1989
nichtkompetitiv

Alkalische Phosphatase n. u. n. u. Tedtilal, 1994/95

NADH-Dehydrogenase kompetitiv/ 20 uM Adachiet al,, 1989
nichtkompetitiv

Na', K'-ATPase kompetitiv/ 2,5 uM Murakamet al, 1992
nichtkompetitiv Satohet al, 1997

NAD *-Metabolismus

NMNAT 1 n. u. 10 uM Bergeret al, 2005

NMNAT 2 n. u. 55 uM Bergeret al, 2005

NMNAT 3 n. u. 2 uM Bergeret al, 2005

Cholera-Toxin n. u. n. u. Morinagd al., 2005

PARG kompetitiv/ 18-33 uM siehe Tab. 4.1
nichtkompetitiv

Kinasen

cAMP-abh. Kinase n. u. 200 nM Wanget al, 1996

PKC n. u. 700 nM Wanget al, 1996

MLCK n. u. 24 uM Wanget al, 1996

DNA-Reparatur

DNA-Ligase | n. u. 216 uM Taet al, 1996

DNA-Topoisomerase |l n. u. n. u. Kashiwaetaal, 1993

a) Innerhalb der Ubersicht wurden nur Proteine @esightigt, bei denen die Hemmung im zellfreientSys
beobachtet wurde. n.u.-nicht untersucht
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Je nach Mononukleotid entstehen bei dieser ReaktiAD* oder NAAD" (Nikotinsaure-Adenin-
Dinukleotid). Letzteres kann in einer weiteren Aiamingsreaktion (NAD-Synthetase) ebenfalls zu
NAD™* umgesetzt werden. Die Tatsache, dass Gallotamiché nur den Abbau von PAR sondern durch
die Hemmung der NMNAT’s auch die Synthese des 8tbstder Poly (ADP-Ribosyl)ierung NAD

beeinflussen, macht ihren Einsatz als spezifis€h®RG-Inhibitor &usserst fraglich.

4.2.2 Bedeutung der Gallotannine fir die Regulation des dlularen PAR-

Metabolismus

In einer Kooporation mit den Arbeitsgruppe von Ptadist (H. Lundbeck, Danemark) und Prof. Birkle
(Universitat Konstanz, Deutschland) wurden hier |&@ahnine hinsichtlich ihrer Eignung zur
Inhibierung der endogenen PARG von humanen Krelesz@eLa S3) im Zellkultursystem untersucht.
Modellhaft wurde dabei der PAR-Metabolismus in dieZellen nach oxidativem Stress,(4) oder in
Gegenwart von alkylierenden Agenzien (MNNG) verfolg

Nach Zugabe von 1 mM 4@, wurde in Abwesenheit eines Inhibitors eine masSyethese von PAR
in den Zellen beobachtet. In Gegenwart eines wigkuallen PARG-Inhibitors hatte man entweder eine
deutlich starkere Akkumulation von PAR oder abemigstens die Verzégerung des PAR-Abbaus
erwartet. Keiner der beiden Effekte, sondern vidlmane deutliche verringerte PAR-Synthese wurde
bei oxidativer Schadigung von HelLa-Zellen beobadfsiehe 3.2.3, Falsigt al, 2004). Durch Bakondi
et al. (2004) wurde dieses Resultat auch fur oxidatitrgesten HaCat-Zellen (Keratinozyten) gezeigt.
Die verminderte PAR-Synthese konnte sowohl innérlar Studie von Bakondit al. (2004) als auch

in den Experimenten von Falseg al. (2004) auf die antioxidativen Eigenschaften defld&nnine
zurlckgefuhrt werden. Die im Gallotanninmolekil vandenen phenolischen OH-Gruppen (Tri-O-
Galloyl- bis Penta-O-Galloyl-Glukose) kénnen untérbrauch von bis zu 25 Molekilen,® pro
Gallotanninmolekul oxidiert werden (Mitiet al, 2003). Dies fuhrt enzymunabh&ng, extrazelluldn zu
Abbau dieses Peroxids. In zahlreichen weiteren i&wdvurden ebenfalls die antioxidativen
Eigenschaften von unkonjugierten Gallotanninsdutekiben (Gallotanninsaure, (-) EGC, (-) EGCG)
oder Glukose-konjugierten Gallotanninsduremoleki(&allotannine, Ellagitannine) nachgewiesen
(Nakagawa & Yokozawa 2002, Labieniecet al, 2003, Wuet al, 2004). Es zeigte sich, dass
Gallotannine mit Zellmembranen verstarkt in der ap@h Zone der Zellmembran uber direkte
Wechselwirkungen mit den polaren Kopfgruppen desspholipide interagieren (Simaet al, 1994,
Huh et al, 1996, Smithet al, 2005). Zelltypabhangig resultierte diese Intamakin einer Erhdhung
(Labieniec & Gabryelak 2003, Vertstraeteat al, 2004) bzw. Erniedrigung (Tsuchiya 1999, Singin
al., 1994) der Membranfluiditat. In Versuchen an rekiiuierten Liposomen sowie mit humanen
Zellen (Jurkat, Cacao-2) wurde gezeigt, dass eirekté Aufnahme der Gallotannine nicht erfolgt
(Nunez-Duran 1980, Falset al, 2004, Smithet al, 2005). Die von Erdelyet al. (2005) publizierten
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Ergebnisse weisen zudem auch darauf hin, dassrdtekgive Wirkung der Gallotannine im,8,-
Modell lediglich auf die extrazellular vermitteltamtioxidativen Eigenschaften zurtickzufiihren sind.

In dem zweiten Modellsystem, der MNNG-induzierteARPSynthese, wurde in Anwesenheit von
Gallotanninen in HeLa S3-Zellen ebenfalls nicht elierartete vermehrte Akkumulation von PAR oder
eine verzogerte PAR-Degradierung beobachtet (gMite 3.7). Im Gegensatz dazu wurde von Yatg
al. (2000 und 2001) berichtet, dass unter vergleicbaxperimentellen Bedingungen bei einer
Schadigung von murinen Astrozyten mit 100 uM MNN@Geevermehrte PAR-Synthese in Anwesenheit
von 100 uM Gallotanninen erfolgte. Die Quantifizieg des zellularen NADBGehaltes nach der
Schadigung in Anwesenheit der Polyphenole zeigiss dliese Akkumulation von PAR nicht auf eine
Aktivierung der PARP-1 zurickzufuhren war (Yingt al, 2001). Obwohl die bisherigen
Untersuchungen eine direkte Aufnahme der Galloteemiin die Zelle nicht belegen, wurden
dahingehende Experimente weder fir HeLa-Zellen rdcldie murinen Astrozyten durchgefihrt. Ein
Unterschied zwischen den beiden Zelllinien ist @daufgrund der verschiedenen Zusammensetzung
der Zellmembranen von Astrozyten und Hela S3-Ze(l@éeyeret al, 1962, Nortonet al, 1971)
moglich. Die extrazellulare Inaktivierung der Gaédionine durch MNNG kann anhand der Ergebnisse
von Jainet al. (1989) ausgeschlossen werden.

Die kontroversen und offensichtlich zelltypabhamegig Effekte von Gallotanninen macht ihre
Verwendung in zellularen Experimenten fraglich.€ekomplette genetische Inaktivierung der PARG in
Drosophila melanogasterund der Maus resultierten im Zelltod, hervorgerutench eine vermehrte
Akkumulation von PAR (Hainaét al, 2004, Kohet al, 2005). Die dauerhafte 85 %ige Depletion des
Enzyms mittels RNAI hatte selbst nach MNNG-Behandlieinen Einfluss auf die Vitalitat der Zellen
(Blenn et al, 2006). Fur eine zellulare Akkumulation von PAR gsi@ ein wirkungsvoller,
membranpermeabler PARG-Inhibitor demnach in deelsain, die Aktivitdt des endogenen Enzyms zu
mehr als 85% zu hemmen (Jonssbral, 1988, Cuzzocrea & Wang, 2005, Hoeigal, 2004). Keiner
der derzeit bekannten PARG-Inhibitoren (siehe Bab) erfullt diese Anforderungen (Bonicak al,
2005), sodass zellulare Experimente zur Funktiankdéalytischen Aktivitdt der PARG zum jetzigen

Zeitpunkt nicht mdglich sind.

4.3 PARP-1 und XRCC1: Interaktionspartner der PARG

Alle Modelle zur Bedeutung der Poly (ADP-Ribosyiliag in zellularen Prozessen beruhen auf dem
Prinizip des gerichteten Zusammenspiels der enzgoten Aktivitaten von PARP-1 und PARG, um

den Gehalt an PAR streng zu kontrollieren (D"Amouir899). Kommt es zu einer Stérung dieses
Gleichgewichts, hat dies extreme Konsequenzen fér Ztlle. Sowohl die synchrone genetische
Deletion der beiden hauptverantwortlichen PAR-sgtiierenden Enzyme PARP-1 und PARP-2
(Menissier de Murciat al. 2003), als auch die Eliminierung der PARG (Ke&thal, 2005) fuhren in
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Mausen zum Abbruch der Embryonalentwicklung in &titstadien. Erstmalig konnte innerhalb dieser
Arbeit gezeigt werden, dass neben dem gerichtetesardmenspiel der Enzymaktivitdten eine direkte
Interaktion zwischen PARP-1 und PARG unabhé&ngigdem Substraten NADund PAR besteht (Keil
et al, 2004, siehe Abb. 3.12, Abb. 3.14 und Abb. 3.THgse Interaktion wurde zu einem spéteren
Zeitpunkt in den Experimenten von Gaggteal. (2005) bestétigt. Die Interaktion der beiden Rrate
erfolgt Uber die katalytische Doméane der PARG. Idimtich von PARP-1 wurde die Wechselwirkung
auf die Automodifikationsdomane (AMD) eingegrenziebe Abb. 4.2). Innerhalb der AMD befindet
sich eine BRCT |- Doméne, uber welche vornehmlied bhteraktion von PARP-1 mit anderen
zellularen Proteinen wie Histonen (Bui al, 1995, Griesenbeost al, 1997), Transkriptionsfaktoren
(YY1 (Oei et al, 1997), p53 (Wesierska-Gadekal, 2003), E2F-1 (Simbulan-Rosentlalal, 2003))
bzw. Proteinen der DNA-Reparatur wie PARP-2 und DINgase 1l (Schreibeet al, 2002) sowie
XRCC1 (Caldecottet al, 1996, Massoret al, 1998, Dantzeret al, 2002) erfolgt. Durch die
Wechselwirkung von PARP-1 mit den genannten Preteiwerden zellulare Mechanismen wie die

Organisation des Chromatins, die Transkription DhA-Reparatur kontrolliert (Schreibet al. 2006).
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Doméne Doméne Doméne Doméne
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Abb. 4.2: Modell der Interaktion von PARG mit PARP-1 und XRCC1

Schematisch sind die drei interagierenden Proteimdusive der derzeit bekannten relevanten stmeifen und
funktionellen Merkmale dargestellt. Der Bereich dérsichtlich der Interaktion eingegrenzt werdemmig wurde mit
roten Linien dargestellt. Die Daten fir die Intdfak von PARP-1 und XRCC1 wurden Masseh al. (1998)
entnommen

Von Althaus (1992) wurde ein Modell zur Regulatater Chromatinstruktur im Zusammenhang mit der
Poly (ADP-Ribosyl)ierung von Histonen postulietigton-Shuttle Model). Der vorgeschlagene
Mechanismus besteht darin, dass Histone aufgrundr eModifizierung mit PAR eine negative
Nettoladung erhalten und von der DNA dissoziieréfth@us et al, 1992). Zuséatzlich kann eine
Interaktion zwischen Histonen und PAR-Polymeren Biedung der Histone an die DNA hemmen.

Dies resultiert in einer Relaxierung des Chromatinbereits gezeigt in zahlreichen
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elektronenmikroskopischen Studien (Rouledwal, 2004). In den Experimente von Tule al. (2003,
2006) wurde sowohl bei der Expression einer enzgctatinaktiven PARP-1-Mutante oder einer
Uberexpression der PARG ilD. melanogasterVeranderungen in der Organisation und der
Zusammensetzung des Chromatins nachgewiesen. Debiisse von Kinet al. (2004) belegen, dass
auch in humanen Kernextrakten eine Modulation dero@atinstruktur durch die PARP-1 abhangige
PAR-Modifizierung von Histonen erfolgen kann.

Fir die Regulation der Transkription wurde gezedgiss infolge einer Poly (ADP-Ribosyl)ierung die
Bindung von Transkriptionsfaktoren an Promotoreleteeund die Formation transkriptionsaktiver
Komplexe unterbunden werden kann (@eial. 1998). Dadurch sind Unterschiede in der Expression
sowohl von funktionellen als auch regulatorischeotéinen moglich. Tatsachlich zeigten die Studien
von Simbulan-Rosenthat al. (2000), dass in Mausfibroblasten mit genetiscHetegster PARP-1 eine
verminderte Expression von Genen mit Bedeutungléiir Ablauf der DNA-Reparatur, der Mitose, der
Zellzyklusregulation sowie der Induktion des Zedks erfolgte. Interessanterweise wurde die Poly
(ADP-Ribosyl)ierungs-abhéngige  Regulation der Tkapsionsinitiation auch fur den
Transkriptionsfaktor und Zellzyklusregulator p53obachtet (Oeiet al. 1998, Mendoza-Alvarez &
Alvarez-Gonzalez, 2001). Von Wielat al. (2003) wurde gezeigt, dass bei einer Bestrahlumg v
humanen Epithelzellen infolge der Poly (ADP-Ribd&ylLing von p53 die p53-abhangige Transkription
wichtiger zellzyklusregulatorischer Geng(@, mdm3 unterbunden wurde. Die Zellen arrestierten in der
Gi-Phase, um die Vollendung des DNA-Reparaturprozezseermoglichen. Von Tonet al, (2001)
wurde in p53°- Mausen nach genetischer Depletion der PARP-Veiasehrte Auftreten von Tumoren
beobachtet. Die Funktion von p53 als Zellzyklustaguy und Tumorsuppressor kann damit
massgeblich durch die Poly (ADP-Ribosyl)ierung h#aesst werden.

Unabhangig von einer Uber PARP-1 vermittelten Webtiskung wurde XRCC1 als zweiter direkter
Interaktionspartner der PARG identifiziert (siehbbA 4.2). Die Interaktion der katalytischen Domane
der PARG mit XRCC1 konnte auf die beiden BRCT-Doarédnon XRCC1 eingegrenzt werden. Fur
XRCC1 wurde fir diesen Bereich des Proteins beegits Interaktion mit den fur die BER oder SSBR-
Mechanismen wichtigen Proteine Polynukleotidkinplsesphatase (PNKP) sowie DNA-Ligase Il
gezeigt (siehe Tab. 1.2, Whitehowdeal, 2001, Caldecottt al, 1994). Kiurzlich wurde publiziert, dass
eine CK2-vermittelte Phosphorylierung von XRCC1 ldieeraktion mit PNKP (Loizoet al, 2004) und
auch Aprataxin (Lueet al, 2004) kontrolliert. Anhand der von Beausokilal. (2004) durchgefihrten
Experimenten zur ldentifikation von Phosphoproteiria HelLa-Kernextrakten, ergeben sich auch
Hinweise auf eine mdgliche Phosphorylierung der BAR/on Gagneet al. (2006) wurde aus
computergestiitzten Datenbankrecherchen eine Phosipheng der PARG an Position Serin 316,
ebenfalls durch die Proteinkinase CK2, postuliBdss die Interaktion der PARG mit XRCC1 oder
PARP-1 durch diese Phosphorylierung mdoglicherweiseh beeinflusst wird, kann zum jetzigen

Zeitpunkt nur vermutet werden.
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4.4 Regulation der PAR-Synthese durch PARG und XRCC1

Obwohl die Untersuchungen zur Poly (ADP-RibosyDreg seit mehr als 40 Jahren durchgefihrt
werden, herrscht immer noch Unklarheit dariber, civel Faktoren genau zur Regulation der
katalytischen Aktivitdt von PARP-1 beitragen. Belktinst, dass die Dimerisierung der PARP-1,
induziert durch die Bindung an geschadigte DNA (Rt al, 2005), in der Aktivierung des Enzyms
(Benjamin & Gill, 1980, Baueet al, 1990) resultiert. Dabei ergeben sich Unterschieaker Induktion
von PARP-1, abhangig vom vorhandenen DNA-SchadéArtdurs et al, 1999, Kunet al, 2004).
Desweiteren wurde gezeigt, dass die Konkurrenz cheis PARP-1 und weiteren DNA-bindenden
Proteinen (DNA-PKc (Ruscetét al, 1998), APE-1 (Cistullet al, 2004, Peddet al, 2006), AMPK
(Walker et al, 2006)) zur Inhibierung von PARP-1 fuhren konntesiehe Abb. 4.3 Nr. 2). In
Experimenten von Mendoza-Alvarez al. (1993 und 2003) wurde beobachtet, dass eine Mamunmg
der NAD'-Konzentrationen mit einer Verringerung der Langel des Verzweigungsgrades der durch
PARP-1 synthetisierten Polymere einhergeht (siebie. 4.3 Nr. 1). Histone (Naegeli & Althaus, 1991,
Kun et al, 2004) sowie die Transkriptionsfaktoren YY1 un@8g®eiet al, 1998, Mendoza-Alvareet

al., 2001) wurden als direkte Aktivatoren der PARPeentifiziert (siehe Abb. 4.3 Nr. 4). Als
inhibierende Interaktionspartner von PARP-1 singd aatiapototische Molekul bcl-2 (Soegal, 2002)
sowie die DNA-Reparaturproteine DNA-PKAriumi et al, 1999) und XRCC1 (Massacet al, 1998)
beschrieben (siehe Abb. 4.3 Nr.5).

Innerhalb der vorliegenden Arbeit wurde mit der RARIn weiterer Interaktionspartner von PARP-1
entdeckt, der in der Lage ist, die Automodifiziggsaktivitdt des Enzyms zu hemmen. Die hier
durchgefuhrten Experimente haben gezeigt, daseiber Zugabe von steigenden Mengen katalytisch
aktiver PARG zu Hela S3-Kernextrakten vornehmliclirzere PAR-Ketten synthetisiert werden.
Erfolgte die Analyse des PAR-Metabolismus in Gegamwon erhohten Dosen katalytisch inaktivierter
PARG, so wurde ebenfalls eine Verklirzung der syisieeten PAR-Polymere beobachtet (siehe Abb.
3.20). In der Schlussfolgerung bedeutet dies, BA$G, unabhangig von seiner PAR-hydrolysierenden
Aktivitat, offensichtlich durch Protein-Protein-Weselwirkungen die PAR-Synthese in nukleéren
Kernextrakten beeinflusst. Dies fuhrt dann zur &id von verkirzten PAR-Polymeren. Damit
Ubereinstimmende Daten wurden in PAR{Xnock-outMausen (siehe Abb. 1.7) gefunden (Comes
al., 2004).

Eine Moglichkeit der Hemmung der Poly (ADP-Ribosiing kénnte in der Konkurrenz zwischen
PARP-1 und PARG um das Substrat NAestehen (siehe Abb. 4.3 Nr. 1). Von Olivestaal. (2001)
wurde auf die Existenz einer PARP-Domane (siehe. Ab®) innerhalb der katalytischen Doméane der
Rinder-PARG hingewiesen. Die Bindung von NADnd eine Wirkung als Effektor bzw. Substrat der
Rinder-PARG konnte jedoch ausgeschlossen werdetake\gameet al, 1986). Eine verringerte PAR-
Synthese der PARP-1 aufgrund limitierter NARonzentrationen ist daher unwahrscheinlich.
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Abb. 4.3: Mechanismen zur Regulation der Syntheseon Poly (ADP-Ribose)

Induziert durch geschadigte DNA erfolgt eine Dimsemiung von PARP-1 am Ort des DNA-Schadens. Nach de
Bindung von NAD im katalytischen Zentrum erfolgt die Synthese WAR durch die schrittweise Ankniipfung von
ADP-Ribose-Molekilen (dargestellt ganz oben). ERegulation dieses Prozesses kann erfolgen durch:

1) limitierte NAD"-Konzentrationen (Mendoza-Alvaret al, 2000)

2) die Konkurrenz eines Proteins um die Bindung angdsichadigten DNAX,-PARP-DBD (Schreibeet al, 1995),
Ligase Il (Caldecotet al, 1996), DNA-PK (Ruscettiet al, 1998), APE-1 (Cistullet al, 2004, Peddet al, 2006),
AMPK (Walkeret al., 2006)

3) eine fehlende Homodimerisierung von PARP-1, herenrfgn durch Protein X X3-89- kDa apoptotisches PARP-
Fragment (Kimet al.2000, D’Amourst al, 2001),

4) eine direkte Aktivierung von PARP-1 durch ein PiotX,, X4a-YY1 (Oei et al, 1998) p53 (Oekt al, 1998,
Mendoza-Alvarezt al, 2001), TBP +TFIIB (Oeét al, 1998),X 45-Histone (Naegl& Althaus, 1991, Kuret al, 2004)

5) eine direkte Repression von PARP-1 durch ein Rrotgj Xs- DNA-PK, (Ariumi et al, 1999), bcl-2 (Songt al,
2002), XRCC1 (Massoet al., 1998)
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Weiterhin ist eine Hemmung der Poly (ADP-Ribosyligg aufgrund einer Konkurrenz von PARP-1
und PARG um die Bindung an die DNA denkbar (sieheb.A4.3 Nr. 2). Die Analysen der
Primarstruktur der klonierten PARG- cDNAs aus MaRs)d undDrosophilaergaben, dass innerhalb
der regulatorischen Doméane gehauft saure Aminos&a@2 %, Ameet al, 1999) auftreten. Typische
DNA-Bindungsmotive wurden bisher jedoch nicht ideriert (Davidovic et al, 2001). Ein
Inhibierungsmechanismus, basierend auf einer Kaekarum das Substrat DNA (siehe Abb. 4.3 Nr.
2), ist daher ebenfalls unwahrscheinlich. In del&@ssfolgerung misste die Inhibierung von PARP-1
durch die PARG entweder auf eine direkte Repres@mine Abb. 4.3 Nr. 5) oder aber indirekt durch
eine Verdrangung von Aktivatoren wie Histonen odeanskriptionsfaktoren (siehe Abb. 4.3 Nr. 4)
erklarbar sein (siehe Abb. 4.4 A).

Die Rolle der PARG fir den PAR-Metabolismus istatudieses Ergebnis dualistisch zu betrachten.
Zum einen ist sie essentiell fur den Abbau von FA®Rymeren (Kolet al, 2004). Zum anderen hemmt
sie die Synthese von PAR. Im Vergleich zur PARGI¢m sich deutlich mehr Molekile an PARP-1 im
Zellkern (D" Amourset al, 1999, Davidovicet al, 2001). In diesem Zusammenhang wurde postuliert,
dass die hohe spezifische Aktivitat der PARG dignge Molekilzahl kompensiert (Menagt al,
1990). Mdglicherweise verhindert das Gleichgewiadn PAR-Synthese und Abbau die Akkumulation
von PAR in Situationen mit geringen DNA-Schéadene bier gezeigte duale Wirkung der PARG auf
den PAR-Metabolismus konnte erklaren, wieso limi@eDNA-Schaden nicht zu einer Akkumulation
von PAR fuhren. Im Einklang mit dieser Hypotheserdeunach einer Behandlung von humanen
Keratinozyten mit moderaten Dosen des alkylierenigenz MNNG (15 pM) nur eine limitierte PAR-
Synthese detektiert (Malanga & Althaus, 1994). lduen erfolgte eine massive PAR-Akkumulation
nach Schéadigung von Zellen mit héheren Dosen an NS00 pM) bzw. mit 10 mM O, (Yu et al,
2002, El-Khamisyet al, 2003). Fur eine Anhdufung der PAR-Polymere in &weart von
Ubermassigen, irreparablen DNA-Schaden musste datweine Hemmung der PARG oder aber die
Aktivierung der PARP-1 erfolgen. Zuséatzlich zu PARMurde in der vorliegenden Arbeit mit XRCC1
ein zweiter Interaktionpartner der PARG identifizieXRCC1 ist als essentielles koordinatorisches
Protein fur die Systeme des BER und SSBR beschri@baldecott, 2003). Mit den Ergebnissen in der
vorliegenden Arbeit wurde fir dieses Protein ersgn&ne Funktion in der Regulation des PAR-
Metabolismus gezeigt. XRCC1 bindet vivo bevorzugt an automodifizierte PARP-1 (Massimal,
1998, Dantzeet al, 2000, Schreibest al, 2002), bedingt durch die Interaktion mit den Podyen Uber
ein innerhalb der BRCT I-Domaéne befindliches PARd&Imotiv (siehe Abb. 1.12, Massenal, 1998,
Pleschkeet al, 2000). Desweiteren wurde gezeigt, dass im ZugeAldtretens von DNA-Schaden
XRCC1, vermittelt durch automodifizierte PARP-1, diese Lasionen rekrutiert wird (siehe Abb. 1.9,
Okano et al, 2003, Lanet al, 2004). Unter Verwendung der XRCC1-defizienten MWRCC1-
Uberexprimierenden Hamsterzelllinien EM9-V- und EME- konnte innerhalb der vorgelegten Arbeit
gezeigt werden, dass bei einer Behandlung der rZetli¢ der letalen Dosis des alkylierenden Agenz
MNNG in Anwesenheit von XRCC1 (EM9-XH) eine verstiér Akkumulation von PAR erfolgt (Abb.
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3.26 und Abb. 3.27). In den Aktivitatsstudien nekombinanten Proteinen wurde kein Einfluss von
XRCC1 auf die PARG, jedoch eine deutliche Hemmuog PARP-1 gemessen (siehe Abb. 3.30 und
Abb. 3.31). Diese Inhibierung von PARP-1 wurde liereon Massoret al. (1998) beobachtet. Unter
dem Aspekt, dass XRCC1 in der Lage ist direkt arkl®nsaureeinzelstrangbriiche zu binden
(Marintchevet al, 1999), konnte die Konkurrenz von unmodifizierlARP-1 und XRCC1 um das
Substrat geschéadigte DNA die Hemmung erklaren ésishb. 4.3 Nr. 2). Die Experimente innerhalb
der vorliegenden Arbeit zur Stabilisierung von PARRund PARG sowie der Regulation der
Enzymaktivitaten durch XRCC1 unter zellular8edingungen zeigen jedoch, dass XRCC1 keinen
direkten Effekt auf die PARP-1 oder PARG-AKktivitiisibt (siehe Abb. 3.28 und Abb. 3.32). In diesem
Zusammenhang wurde bereits von lkejietaal. (1984) auf einen vergleichbaren NAGehalt und

PAR-Metabolismus in den hier eingesetzten EM9-Harastllinien hingewiesen.
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Abb. 4.4: Regulation des PAR-Metabolismus durch PAB und XRCC1

A) Der Komplex aus PARP-1 und PARG.)(wird durch die Bindung an irreparable DNA-Schagsdtiviert. Die
Hemmung von PARP-1 durch die PARG resultiert in &mnthese von verkirzten PAR-KetteR)( Durch die
katalytische Aktivitdit der PARG erfolgt der AbbawerdPolymere unter Freisetzung von ADP-Ribose und de
Regenerierung der unmodifizierten PARP3)).(

B) Der Komplex aus PARP-1 und PARG.)( bindet an irreparable DNA-Schaden. Dies induziket Synthese von
PAR @.). XRCC1 wird durch automodifizierte PARP-1 an @&ahadensort rekrutier8{ und verdrangt den Repressor
PARG aus dem bestehenden Komplex. Dadurch werdatliotle mehr PAR-Polymere mit grésserer Kettenlange
synthetisiert4.). Aufgrund der Affinitat von XRCC1 zu PAR-Polymer&ann deren Bindung ins katalytische Zentrum
der PARG unterbunden werden. Dies verzogert wdiarAbbau von PARY).
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Da in vivo XRCC1 durch automodifizierte PARP-1 rekrutiert wif@kanoet al, 2003, Lanet al,
2004), erfolgten zusatzliche Experimente iuvitro-Simmulierung dieser Rekrutierung. Durch Zugabe
von rekombinantem XRCC1 zu Kernextrakten aus XR@€fizienten EM9-Zellen wurde in PAR-
Synthesemessungen tatsachlich eine vermehrte AKktioruvon PAR nachgewiesen (siehe Abb. 3.33
bis Abb. 3.36). Die Rekrutierung von XRCC1 an autdifizierte PARP-1 scheint daher essentiell fur
die Wirkung von XRCC1 als Regulator des PAR-Metamols zu sein. Die durch XRCC1
hervorgerufene Anhaufung von PAR ware auf zweiclaeslene Ursachen zurtickfihrbar. Zum einen,
konnte das Protein aufgrund seiner Affinitdt zu PR&ymeren an diese binden und damit den Abbau
bereits formierter Polymere durch die PARG hemnZemm anderen ware auch eine XRCC1-vermittelte
Hemmung der PAR-Synthese, durch die VerdrangungPARRP-1-inhibierenden Proteinen wie z. Bsp.
PARG, denkbar (siehe Abb. 4.4 B). In weiterfUhren@&perimenten muss geklart werden welcher der
beiden Mechanismen starker zur PAR-Akkumulatiornréegt.

45 Die Interaktion von PARP-1, PARG und XRCC1 kontrolliert den
MNNG-abhangigen Zelltod

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass ldein Wechselspiel von PARP-1 mit PARG und
XRCC1 eine Regulation des PAR-Metabolismus erfolgamn (siehe Abb. 4.4). Dabei wurde
beobachtet, dass im Vergleich zu den EM9-V- Zellen der XRCCL1-uberexprimierenden
Hamsterzelllinie EM9-XH infolge einer massiven Sdigiing (500 uM MNNG) eine verstarkte
Synthese von PAR-Polymeren mit deutlich grosseretteRlange erfolgt (siehe Abb. 3.26 und Abb.
3.27). Die Experimenten von Yet al. (2002) hatten gezeigt, dass in HelLa-Zellen nacterei
Schéadigung mit der letalen Dosis von 500 puM MNNGyYP@DP-Ribosyl)ierungsabhéngig die
Induktion des caspase-unabhangigen Zelltodes érigs wurde vermittelt durch die Translokation
des proapoptotischen Proteins AIF vom Mitochondrionden Zellkern sowie die Chromatinolyse des
Zellkerns (vgl. auch Abb. 1.13 und Abb. 1.15). Ries der Hyperaktivierung von PARP-1 durch
MNNG-Schadigung resultierende Depletion der zeteridEnergiespeicher verhinderte in HeLa-Zellen
die Aktivierung von Caspasen (¥t al, 2002) und damit die terminale Degradierung deo@htins
durch die caspase-aktivierte DNAse CAD. Stattdess#oigt lediglich eine initiale Chromatinolyse
durch eine postulierte AlF-assoziierte DNase (Onegjaal, 2004, Modjtahedet al, 2006). In der hier
vorgelegten Arbeit wurde, induziert durch hohe MNIGsen, in den EM9-XH-Zellen Poly (ADP-
Ribosyl)ierungsabhéangig ebenfalls die Translokation AIF in den Zellkern (siehe Abb. 3.37) sowie
eine Chromatinolyse des Zellkerns (siehe Abb. 388)bachtet. In der XRCC1-defizienten Zelllinie
EM9-V erfolgte nach MNNG-Behandlung aufgrund descWselspiels von PARP-1 und PARG die

Synthese deutlich kiirzerer PAR-Polymere, welcheRd@setzung von AIF aus dem Mitochondrium
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nicht erlaubte (siehe Abb. 3.26 und Abb. 3.27).Gegensatz zu den EM9-XH--Zellen wurden in den
EM9-V- Zellen die zellularen Energiespeicher ATRIUNAD" deutlich starker depletiert (siehe Abb.
3.40). In gleicher Weise wurde in den Experimentam Nakamuraet al. (2003) nach einer Behandlung
der beiden Zelllinien mit dem alkylierenden Agenethlyimethanosulfat (MMS) eine deutlich starkere
Abnahme des NADGehaltes in den EM9-V-Zellen gemessen.

Die Ergebnisse von Goth-Goldstein & Hughes (198&)gen, dass die Wirkung von einzelnen
alkylierenden Agenzien auf die Vitalitdit von CHOHZe wesentlich von der Verweildauer in den
Zellen, der jeweilig eingesetzten Dosis aber audm vzellularen Status (zellzyklusabhangige
Regulation) abhangt. In der vorliegenden Arbeitdeugezeigt, dass nur in XRCC1-uberexprimierenden
Zellen (EM9-XH) infolge einer zytotoxischen Behamuj mit MNNG eine vermehrte PAR-
Akkumulation, verbunden mit einem apoptotischenltdd| erfolgt. Von El-Khamisyet al. (2003)
wurde bei einer Behandlung mit 20 mM,®} eine Anh&ufung von DNA-Einzelstrangbrichen,
verbunden mit einer Formation von PAR, in beiden%X&lllinien gefunden. Die Synthese dieser
PAR-Foci erfolgte daher offensichtlich unabhangig von XRC@®Is Ursache dafir kénnte vermutet
werden, dass nach massivem oxidativen Stress (2Haid) die deutlich geringere Anzahl an PARG-
Molekulen nicht in der Lage ist, die vermehrt varlanen, aktivierten PARP-1-Molekile zu
reprimieren (vgl. Abb. 4.4 A). Unterstitzend zu s#ie Hypothese wurde in Experimenten zur
vorgelegten Arbeit eine Chromatinolyse des ZellkeXRCC1-unabhéngig sowohl in EM9-V- als auch
EM9-XH Zellen nach Behandlung mit 1 mM®} beobachtet (Daten nicht gezeigt). Die Bedeutung
von XRCC1 sowohl fiir die Regulation der PAR-Syn#hats auch der Induktion des AlF-vermittelten
Zelltodes in den EM9-Zellen scheint daher ein dptier MNNG-abhangiger Effekt zu sein.

Wenn eine Schéadigung der DNA erfolgt, so muss gellein Entschluss tGber eine mogliche Reparatur
oder dem Zelltod getroffen werden. Infolge eineeparablen Schadigung ist zudem die Entscheidung
Uber die Induktion des Zelltodes durch Apoptoser ddkkrose von Wichtigkeit. Wahrend die Apoptose
als programmierter Zelltod mit wenigen physiologse Belastungen fur den Organismus einhergeht,
kommt es im Zuge der Nekrose vermehrt zu akutdarmhatorischen Prozessen (Viragal, 2005).

Die Entscheidung fur den apoptotische Zelltod kaminder Aktivierung von Capasen oder auf einem
caspase-unabhéngigen Weg durch die Aktivierung alrnativen proapoptotischen Proteinen (AlF,
EndoG) getroffen werden. Wéhrend der Ablauf der-gdFmittelten Apoptose nicht an vorhandene
endogene Energiereserven gekoppelt ist (Dawgasal, 2000), sind sowohl die Aktivierung der
Initiatorcaspase 9 als auch caspase-vermitteltminate Prozesse von der Verfigbarkeit an ATP
abhangig (Chiarugi, 2005, Skulachev, 2006). Im Ausanhang damit wurde in den Experimenten von
Leistet al. (1997) und Nicoterat al. (1998) gezeigt, dass eine 50 % ige Depletion dégldaren ATPs
und NAD's innerhalb der initialen Prozesse zum Abort deogipse und der Induktion der Nekrose
fuhrt. Obwohl die drastische ATP- und NABbnahme in den EM9-XH-Zellen infolge der MNNG-
Behandlung die caspase-vermittelte Apoptose veeniadwurde mit der Synthese der hochmolekularen

PAR-Polymere die Grundlage fur den AlF-vermitteJteaspase-unbhangigen Zelltod gelegt. In den den
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EM9-V- Zellen hingegen erfolgte die Freisetzung vAfF aus dem Mitochondrium nicht. Die
Minimierung des zellularen ATP (36 % der Kontrokgehe Abb. 3.40) unterband hier jedoch auch den
Weg des caspase-vermittelten Zelltodes. In der &qumsnz starben die EM9-V- Zellen nach MNNG-
Behandlung nekrotisch (siehe Abb. 3.41 und Abb). 4.5

S
NAD + NAD +
ATP + ATP v

Nekrose AIF-Translokation
Nuclear shrinkage
Caspase-unabhangiger apoptotischer Zelltod

Abb. 4.5: XRCC1 reguliert die Induktion der AlIF-ver mittelten Apoptose durch die Koordination
der Aktivitaten von PARP-1

Die durch hohe Dosen an MNNG hervorgerufene Akkatioh von irreparablen DNA-Schaden fihrt zur Indorkt
der Synthese und des Abbaus von Poly (ADP-Ribasehdden PARP-1-PARG-Komplex.

In EM9-XH- Zellen (rechts) wird XRCC1 durch autonifimerte PARP-1 rekrutiert. Dies flhrt zu einer Mdeiingung
von PARG aus dem PARP-1-PARG-Komplex. Es erfolgeerermehrte Synthese von PAR-Polymeren mit déutlic
grosserer Kettenlange. Die akkumulierenden PAR4{Retg vermitteln dann einen Weg der Caspase-unalggmng
Apoptose durch Translokation des proapoptotischietelds AIF und die Chromatinolyse des Zellkerns.

In XRCC1-defizienten EM9-V- Zellen fuhrt die Aktetiung von PARP-1 und PARG zur Depletion des zekuATP
und NAD'. Infolgedessen sterben die Zellen nekrotisch.
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PARP-1 spielt damit eine duale Rolle in der Indoktdes Zelltodes. Die Polymerase verbraucht im
Zuge der Poly (ADP-Ribosyl)ierung permanent NABIs Substrat. Prale novo Synthese oder
Regenerierung von einem Molekil NABverden mehr als 2 Molekiile ATP verbraucht (Begeal,,
2004). Der mit einer vermehrten Poly (ADP-Ribosyiling einhergehende Verbrauch von NADhrt

zu einer rapiden energetischen Depletion und zdwktion der Nekrose (Berger, 1985, Ha & Snyder,
1999, Chiarugi, 2002, Virag, 2005). Mit der Synéneler PAR-Polymere vermittelt sie jedoch zugleich
die caspase-unabhéngige Apoptose. Die in der bidiegenden Arbeit dargestellten Ergebnisse haben
gezeigt, dass in XRCC1-positiven Hamsterfibroblastech einer massiven Schadigung (500 uM
MNNG) PAR-vermittelt der apoptotische Zelltod ietii wird. Ohne XRCC1 kommt es infolge der
energetischen Depletion zur Nekrose. In Studienkoitikalen Neuronen auch beobachtet, dass die
Akkumulation der PAR-Polymere in Zellen als bedaudisfir die Inititation der AlF-vermittelten
Apoptose anzusehen sind (Tana&ktaal, 2005). Im Gegensatz dazu stehen die von Zlebrag. (2004)
publizierten Ergebnisse. In deren Experimenten @urdi einer Behandlung von Maus-Fibroblasten
(PARP-positiv, XRCC1-positiv) mit 500 pM MNNG eirekrotischer Zelltod beschrieben. Als Hinweis
auf die Nekrose wurden innerhalb dieser Studiegkedocht typische Kennzeichen wie der Verlust der
Zellintaktheit untersucht, sondern lediglich diekksion des Chromatinproteins HMGB1 in den
Zelluberstand. Ausserdem wurden keine Untersuchunger Lokalisation des proapoptotischen
Proteins AIF durchgefuhrt.

Mit den Ergebnissen der hier vorgelegten Arbeitarke erstmals gezeigt werden, dass XRCC1 als
Regulator im PAR-Metabolismus agieren kann und tlagieichzeitig eine wichtige Funktion
hinichtlich einer Entscheidung des Zelltodes duigoptose oder Nekrose Ubernimmt. Im Falle einer
Akkumulation von irrparablen DNA-Schaden fihrt dtekrutierung von XRCC1 an den Schadensort
zur vermehrten Synthese von PAR-Polymeren. Infagedn kommt es zur Induktion der AIF-
vermitttelten caspase-unabhangigen Apoptose erfoighbwesenheit von XRCC1 sterben die Zellen

nekrotisch, vermittelt durch die PARP-1-abangigergatische Depletion (siehe Abb. 4.5).

4.6 Bedeutung der Poly (ADP-Ribosyl)ierung fiir pathophgiologische

Veranderungen

Die intensiven Studien zur Poly (ADP-Ribosyl)ierurgjgen, dass dieser Prozess zum einen essentiell
fur den Erhalt der zellularen Homobostase, zugleaiter von Bedeutung in der Regulation
pathophysiologischer Prozesse ist. Die zahlreicddatersuchungen mit PARP-Bnock-outMausen
(Herceg & Wang, 2001) oder der Einsatz von PARMR#Hikitoren (Virag & Szab, 2002)
verdeutlichen, dass eine massive Aktivierung deRPAL, verbunden mit dem Abfall an zellularen ATP

und NAD', die Auspragungen von Krankheitsbildern wieabetis mellitussowie koronare oder
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neuronale Veranderungen (Alzheimer, Parkinson, &ehifalle, Herzinfarkt) fordert (Virag & Széab
2000). Hinsichtlich der Bedeutung der Poly (ADP-6&fl)ierung in der Therapie von
Krebserkrankungen wurde bereits der klinische Emgan PARP-Inhibitoren gezeigt (Bryaat al,
2005, Farmeet al, 2005, Curtin, 2005). Im Bezug zu einer Pradidpwsifir bestimmte Krebsformen,
wurden sowohl fir das humane Gen der PARP-1 alb &iuc XRCC1 innerhalb der letzten Jahre
intensive epidemiologische Studien durchgefiihrbgira, 2004, Ladiges, 2006). Auffalligkeiten flsda
vermehrte Auftreten von Polymorphismen #&sRP-1Gens, verbunden mit der gehauften Auspragung
bestimmter Krebsarten, ergaben sich nicht (Frosinal, 2004, Zhaiet al, 2006). Hinsichtlich der
genetischen Variation von XRCC1 wurde in den jemetntersuchten Populationen vermehrt die
Prasenz von drei Varianten mit Polymorphismen an Aminosaurepositionen 194 (R194W), 399
(R399Q) sowie 280 (R280H) festgestellt (Ladiges®00n Zuge einer Expression der Proteinvariante
XRCC1 (R280H) wurde dabei gehauft die Auspragung Mongen-, Darm- und Eileiterkrebs (Frosina
et al, 2004) beobachtet. Die Studien von Takanamal. (2005) zeigen sowohl eine verminderte
Reparatur von MMS-induzierten DNA-Schaden in EM%ete nach stabiler Transfektion mit
XRCC1(R280H) als auch eine verzogerte Rekrutiennmgy XRCC1 an den Schadensort. Gleichzeitig
wurde verglichen zu den AA8-Zellen eine vermehrf&lP)-Depletion gemessen. Dahingehend wurde
ein Zusammenhang zwischen der Expression von XREB280H), einer genetischen Instabilitat, einer
verdnderten PAR-Synthese und der Tendenz zur PaHii®n bestimmter Krebsformen postuliert
(Takanamiet al, 2005).

Desweiteren wurde ein Korrelation zwischen dem retéin von bestimmten Formen des Brust- und
Prostatakrebses mit der Expression der XRCC1-V&i@R399W) beobachtet (Frosied al, 2004).
Die Experimente zur Reparaturkapazitat von EMO9efelimit stabiler Transfektion der XRCC1
(R399W)-Variante wiesen nicht auf Defekte von MMfszierten DNA-Schaden hin (Taylet al,
2002). In den Untersuchungen von At al. (2003) korrelierte jedoch das vermehrte Auftretemn
chromosomalen Deletionen nach UV-Bestrahlung valieigen, humanen Lymphozyten mit der
Expression dieser XRCC1 (R399W)-Variante. Zwei &yst sind essentiell fur den Erhalt der
genomischen Stabilitdt: die DNA-Reparatur und dipoptose. Zellen mit Defekten in der DNA-
Reparatur tendieren zur Ubermassigen Akkumulatmm DNA-Schéden. Zellen mit Defekten in der
Apoptose Uberleben trotz der angehauften DNA-Sahddedass im Zuge der Replikation und
Zellteilung eine Manifestierung der Mutationen d&gfo Eine multiple Anh&ufung genetischer
Veranderungen kann schliesslich die Auspragung Kiabs fordern (Bernsteiet al, 2002). Bisher
wurde die Funktion von XRCC1 nur als essentiellsiuhtlich der DNA-Reparatur betrachtet. Die
Tatsache, dass humane Lymphozyten mit ExpressionXéCC1 (R399W)-Variante nach UV-
Bestrahlung trotz massiver genetischer Veranderuiiperleben, Iasst jedoch vermuten, dass in diesen
Zellen nicht nur ein genereller DNA-Reparatur-Défekondern auch eine Stoérung im Ablauf der
Apoptose vorliegt. In der vorliegenden Arbeit wurel@ Modell fur die Kontrolle der Induktion des
PAR-abhangigen Apoptose durch die Wechselwirkungsavwen PARP-1, PARG und XRCC1
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postuliert. PARP-1 und PARG interagieren mit Bdneit, welche die BRCT-Domé&nen von XRCC1
umfassen. Die Position des Polymorphismus XRCC199RB befindet sich innerhalb der BRCT I-
Domaéane und konnte sich auf die Interaktion zwiscR&RP-1, PARG und XRCC1 auswirken. Dies
hatte unter Umstdnden Auswirkungen auf den PAR-bM#ismus und die Induktion des AlIF-
vermittelten Zelltodes. In Folge wirden solche &eltrotz massiver DNA-Schaden uberleben und

damit die Auspragung maligner Veranderungen férdern
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5 Ausblick

Fir XRCC1 wurde phosphorylierungsabhangig durchRiigeinkinase CK2 die Interaktion mit den
DNA-Reparatur-Proteinen Aprataxin und Polynuklekiidse/phosphatase nachgewiesen. Aus der
Tatsache, dass in der Aminosauresequenz der PARG ame Phosphorylierungsstelle fur diese
Proteinkinase identifiziert wurde, ergibt sich dwiglichkeit einer Regulation der PARG-XRCC1-
Interaktion durch den Phosphorylierungsstatus diéseteine. In der Arbeitsgruppe von Prof. K.
Caldecott wurde eine EM9-Zelllinie mit stabiler E&psion einer CK2-unphosphorylierbaren XRCC1-
Mutante (EM9-XRCC*M) etabliert (Loizouet al, 2004). In diesen Zellen erfolgte nach Schadigung
mit 10 mM HO, keine Rekrutierung von XRCC1 an den DNA-SchaddansorBezug auf die multiple
Phosphorylierung von XRCC1 durch CK2 an Aminosaosémnen 459-494 und 503-546 ware es
interessant festzustellen, ob in den EM9-XRE®1Zellen die Interaktion von PARG und XRCC1
unterbunden wird und inwiefern sich moglicherweigaraus Verédnderungen auf den PAR-
Metabolismus ergeben.

Desweiteren wurde in der hier vorgelegten Arbeiteggt, dass aufgrund des Wechselspiels zwischen
PARP-1, PARG und XRCCL1 eine Regulation des PAR-b@ismus erfolgen kann. Bedingt durch die
Rekrutierung von XRCC1 an automodifizierte PARP+folgte eine vermehrte Akkumulation von
PAR-Polymeren. Diese Anhaufung kdnnte zum einerauwdarurickgefihrt werden, dass XRCC1
PARP-1- inhibierende Proteine verdrangt und dameitRAR-Synthese induziert. Zum anderen kdnnte
XRCC1 aufgrund seiner Affinitat zu PAR-Polymererest stabilisieren und deren Abbau durch die
PARG unterbinden. Die Interaktion von Proteinen mAR-Polymeren, vermittelt Gber das PAR-
Bindemotiv, ist bereits bekannt. Auf molekularereb sind fur einige Proteine die dafir essentiellen
Aminosauren identifiziert. In folgenden Versucheilen durch gerichtete Mutationen die XRCC1-
Varianten C389A und RR394/395AA konstruiert undesieinteraktionsvermoégen mit PAR-Polymeren
Uberpruft werden. Anschliessend waren Experimenten Einfluss dieser XRCC1-Mutanten auf den
PAR-Metabolismus sinnvoll.

Bei humanen Lymphozyten mit Expression der XRCC39@®N)-Variante wurde nach Bestrahlungen
eine  Anhaufung von chromosomalen Deletionen fet#fies Desweiteren Kkorrelierten in
epidemiologischen Studien das Auftreten des R39@Wrrorphismus mit dem Vorkommen von
bestimmten Formen des Brust- und ProstatakrebsesT&isache, dass Zellen trotz der genetischen
Instabilitat Uberleben, lasst vermuten, dass ha&dven einer ineffizienten DNA-Reparatur auch ein
Defekt in der Induktion des Zelltodes vorliegt. Bieann im Folgenden die Auspragung von malignen
Veranderungen fordern. Die Position des Aminosdustaisches R399W befindet sich in einem
Proteinabschnittes von XRCC1, der entscheidendliéirinteraktion mit PARP-1 und der PARG ist.
Daher sollen Experimente durchgefiihrt werden, inededie Funktionalitdét der XRCC1 (R399W)-
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Variante fur die Regulation des PAR-Metabolismusd utles PAR-induzierten AlF-vermittelten

Zelltodes utersucht wird.





