ZUSAMMENFASSUNG 150

6 Zusammenfassung

Bei der Poly (ADP-Ribosyl)ierung handelt es sich eme posttranslationale Modifikationsreaktion,
deren Bedeutung fur zahlreiche zellulare Prozesse der Regulation des Zellzyklus, der DNA-
Reparatur sowie dem Zelltod gezeigt wurde. WahdiadSynthese von Poly (ADP-Ribose) (PAR) und
die Poly (ADP-Ribose) Polymerasen (PARPS) intensintersucht wurden, sind nur wenige
Informationen zur Funktion des Polymer-abbauendezyias, der Poly (ADP-Ribose) Glycohydrolase
(PARG) vorhanden. Ziel der Arbeit war es, mit ddertifizierung von Interaktionspartnern und in
daran anschliessenden funktionellen Studien, dastdfednis flr die Funktion der PARG grundlegend
zu erweitern.

Daflr erfolgte zunachst die Klonierung der humaR&RG- cDNA aus der Krebszelllinie HeLa S3.
Die Analyse der Priméarstruktur der PARG zeigte,sdale fur die zellulare Verteilung und den
Katalysemechanismus essentiellen Aminoséauren ¢ethalaren. In den folgenden Experimenten zur
heterologen Anreicherung des ProteingEincoli, wurde zum ersten Mal die Expression sowohl der
katalytische Domane (PARE als auch der vollstandigen humanen PARG (PARGls I6sliche
Polyhistidinfusionsproteine gezeigt. Die anschikeste Reinigung der katalytischen Domane durch Ni-
NTA-Affinitditschromatographie ermdglichte ausserddim erstmalige Gewinnung eines polyklonalen
Antikdrpern, gerichtet gegen die humane PARG.

Da eine Reinigung der kompletten PARE als Polyhistidinfusionsprotein mittels Ni-NTA-
Chromatographie nicht moglich war, wurde als Altgive eine Affinitatsmatrix mit Gallotanninen,
beschriebene Inhibitoren der PARG, entwickelt. Bitolgreiche Immobilisierung der humanen PARG
an diese Matrix ermdglichte anschliessende Prdtetein-Interaktionsstudien. Dabei konnte erstmalig
eine spezifische Protein-Protein-Interaktion zwesthden Enzymen PARP-1 und PARG gezeigt
werden. Durch den Einsatz von Deletionsmutantendevuder Bereich der Interaktion auf die
katalytische Domé&ne der PARG und die Automodifiasidomane der PARP-1 eingegrenzt. In
weiteren Experimenten zeigte sich, dass die PAR@IrLage ist die katalytische Aktivitat der PARP-1
in humanen Kernextrakten direkt zu beeinflussen.

Ausserdem wurde eine Interaktion der PARG Xary repair cross-complementing(XRCC1), einem
fur die DNA-Reparatur essentiellen Protein nachgsem. Da XRCC1 sowohl mit PARP-1 als auch der
PARG interagiert, wurde die zellulare Funktion ée®roteins fir den PAR-Metabolismus modellhaft
in Hamsterovarienzellen mit Expression von XRCCM@XH) und ohne Expression von XRCC1
(EM9-V) untersucht. Erfolgte eine Schadigung beidélllinien mit einer letalen Dosis des
alkylierenden Agenz N-Methy-N"-Nitro-N-Nitrosogudin (MNNG), so wurde eine deutlich starkere
Akkumulation von PAR in den EM9-XH- Zellen beobasthtDie Relevanz der XRCC1-abhangigen

PAR-Induktion wurde anschliessend hinsichtlich deduktion des Zelltodes untersucht. In den
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XRCC1l-exprimierenden Zellen erfolgte MNNG-abhangidie Translokation des Apoptose
induzierenden Proteins AlRaoptosis inducing factprvom Mitochondrium in den Zellkern. Die
folgende Chromatinolysen(clear shrinkagedes Zellkerns flihrte caspase-unabhangig zumadellin
Unterschied dazu starben die XRCC1-defizienten BM%Zellen infolge der Absenkung der zellularen
ATP- und NAD'-Spiegel nekrotisch, ohne vorhergehende AlF-Trdatlon und Chromatinolyse.

In allen hoheren Organismen wird der Erhalt des d@en durch funktionierende DNA-
Reparaturprozesse gewahrleistet. Sind diese Mesthani Giberlastet, kann eine gezielte Einleitung des
Zelltodes erfolgen, um der genetischer Instabigtiigegenzuwirken und die Entwicklung von Krebs zu
verhindern. Die Ergebnissse dieser Arbeit zeigassdlie funktionellen Interaktionen zwischen PARG,

PARP-1 und XRCC1 von fundamentaler Relevanz fligdigomische Integritat sind.





