EINLEITUNG 1
1 Einleitung

Bei der Poly (ADP-Ribosyl)ierung handelt es sich ueine reversible posttranslationale
Modifikationsreaktion, die an der Regulation basatellularer Prozesse wie der Kontrolle der
genomischen  Stabilitit und dem zellularen Uberlebdreteiligt ist. Poly (ADP-
Ribosyl)ierungsreaktionen wurden mit Ausnahme Sogerevisiadisher in allen niederen und héheren
Eukaryoten sowie in dem prokaryotischen Arch8aitfolobus solfataricusachgewiesen (zur Ubersicht
Althaus & Richter, 1987, Oait al, 1997, D"Amourst al, 1999).
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Abb. 1.1: Struktur von Poly (ADP-Ribose)

A) Schematische Darstellung der Struktur von PAR.\BEeknlpfung der einzelnen ADP-Ribose-Einheitenlgtfo
Ubero-O-glykosidische Bindungen. Die linearen (1”-259wie die verzweigenden (1”-2"-) Verknipfungemdgi
gekennzeichneB) Elektronenmikroskopische Aufnahme von isolierterRPRolymeren (aus de Murcé al., 1983)

Hauptverantwortlich fir die Synthese von Poly (ABBose) ist das im Zellkern lokalisierte Enzym
Poly (ADP-Ribose) Polymerase 1 (PARP-1). Als Swdistter Poly (ADP-Ribosyl)ierung dient die
oxidierte Form des Pyridindinukleotids NADW&ahrend der Reaktion erfolgt im NAD Molekul
zunachst die Spaltung der N-glykosidischen Bindmngchen Nikotinamid und Ribose. Anschliessend
wird ein ADP-Ribose Monomer auf die Carboxylatgreppron Akzeptorproteinen tbertragen. Durch
die weitere Addition von ADP-Ribose Einheiten werd®oly (ADP-Ribose)-Polymere (PAR)
synthetisiert (siehe Abb. 1.1 und Abb. 1.2). Demuptakzeptor von PARn vivo ist PARP-1 selbst.
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Desweiteren ist die Heteromodifikation zahlreiclaederer Kernproteine beschrieben. PARP-1 weist
eine hohe Affinitdt zu Nukleinsduren auf und wirdrch die Bindung an DNA aktiviert. Kommt es
infolge einer genotoxischen Schadigung zur Anhagifuon DNA-Schaden, so resultiert dies in einer
gesteigerten Poly (ADP-Ribosyl)ierung. Die Polymedvesitzen in der Zelle nur eine geringe
Halbwertszeit von wenigen Minuten. Der Grund dasiidie Aktivitat des Enzyms Poly (ADP-Ribose)
Glycohydrolase (PARG), welche PAR zu ADP-Ribose bloeren hydrolysiert. Im Unterschied zur

PARP-1 ist die Funktion dieses abbauenden Protinich weniger untersucht und verstanden.
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Abb. 1.2: Schematische Zusammenfassung des PAR-Mbtdismus (modifiziert nach Diefenbach &
Burkle, 2005)

PARP-1 spaltet innerhalb von NAMMolekiilen die N-glykosidische Bindung zwischen dlikamid und der Ribose.
Anschliessend erfolgt durch die sukzessive Ubemnggvon formierten ADP-Ribose-Einheiten auf Akzeptoteine,
wodurch diese mit langen, verzweigtkettigen PAR-&kdilen modifiziert werden. Beim Abbau erfolgt dieoe und
endoglykosidische Spaltung der PAR-Molekile in ARPose-Monomere durch die PARG. Die Abspaltung der
proximalen ADP-Ribose-Einheit wird vornehmlich dordie (ADP-Ribose)-Protein-Lyase katalysiert. ADPRdse-
Molekile werden letzlich durch (ADP-Ribose)-Pyroppbatasen in AMP und Ribose-5’-Phosphat gespalten.

In der Vergangenheit wurden mehrfache Untersuchurige die in vivo Funktion der Poly (ADP-
Ribosyl)ierung durchgefuhrt. Die Bedeutung dieses€sses fur die Integritat des Genoms resultiert

aus der Koordination von Prozessen wie der DNA-Repaund der Apoptose.
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1.1 Struktur und Eigenschaften von Poly (ADP-Ribose)

Unmittelbar nach der Entdeckung der Poly (ADP-Ryesrung durch Chamboet al. (1963) wurde in
derselben Arbeitsgruppe die Primarstruktur von RARyeklart (Chambost al, 1966, Sugimurat al,
1967). Es handelt sich hierbei um ein Homopolynmiadem bis zu 200 ADP-Ribose-Einheiten
miteinander verbunden sind (siehe Abb. 1.1 A). Imtdgschied zu DNA oder RNA erfolgt die
Verknupfung der Monomere jedoch uber 1”#0©-glykosidische Ribose-Ribose-Bindungen (siehe
Abb. 1.1 A, Miwaet al, 1977, Ueda & Hayaishi, 1985). Desweiteren kanngitisseren PAR-
Polymeren eine Verzweigungen des Molekils durchk ®ierknipfung der ADP-Ribose Einheiten Uber
17-2”- a-O-glykosidische Bindungen erfolgen (siehe Abb. A)1(Miwa et al, 1977, Kanaiet al,
1982). Die Haufigkeit der Verzweigung bel&uft salif ca. 1 pro 30-50 ADP-Ribose Molekile (Miwa
& Sugimura, 1984). Die verzweigtkettige Struktur rdePolymere wurde sowohl in
elektronenmikroskopischen Studieniarvitro synthetisierten PAR-Ketten (siehe Abb. 1.1 B, dedia

et al, 1983, Hayashet al, 1983) als auch an aus Zellen isolierten PAR-Pelgn (Malanga &
Althaus, 1994) bestatigt. Von Minaga & Kun (1983)rde fur grossere PAR-Polymere eine helikale
Sekundarstruktur ahnlich zur DNA postuliert. Mitrd&enerierung spezifische-PAR-Antikorper
(Kawamitsu et al, 1984, Affaret al, 1998) war es moglich, den zellularen Gehalt arRPAI
bestimmen. Es zeigte sich, dass in Zellen latentgeunge Mengen oligomerer (ADP-Ribose)-Ketten
(3-15 ADP-Ribose Einheiten) vorhanden sind (3-30migDNA, Ueda, 1985). Erfolgt eine Induktion
der PAR-Synthese durch die Schadigung von Zellengemotoxischen Agenzien, so kann sich der
Gehalt der Polymere im Zellkern um das 100-5004€astkigern (D”Amourst al, 1999).

Die Untersuchungen der letzten Jahre haben zunehgezeigt, dass auch zellulare Ablaufe in anderen
Kompartimenten wie dem GOLGI (Chi & Lodish, 2000yobns et al, 2001), der Zellmembran
(Dumitriu et al, 2003, Yehet al, 2006) oder im Mitochondrium (Dat al, 2003) durch Poly (ADP-
Ribosyl)ierungsreaktionen reguliert werden konméoch unklar ist, wie sich diese Polymere strukiurel

von den im Zellkern synthetisierten Molekilen ustéeiden.

1.2 Die Synthese von Poly (ADP-Ribose)

1.2.1 PARP-1

Bei dem fur die Synthese von PAR hauptverantwémicEnzym PARP-1 handelt es sich um ein 113-
kDa grosses kernlokalisiertes Metalloenzym (Sclemeéds al, 1992, Desnoyerst al, 1996). Durch
limitierte Proteolyse wurde die strukturelle Orgation der PARP-1 (siehe Abb. 1.3), bestehend aus

der aminoterminalen DNA-bindenden Domé&ne (DBD),eeizentralen Automodifikationsdomane
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(AMD) und der carboxyterminalen katalytischen Domanfgeklart (Kameshitet al, 1984, D"Amours

et al, 1999). Die DBD enthalt eine bipartite Kernlokatisnssequenzn(iclear localisation signal
NLS) und zwei Zinkfinger-Motive. Zinkfingermotivarsl in DNA-bindenden Proteinen verbreitet, die
ihre Struktur durch die Komplexierung von Zrerhalten. Die Zn-Finger von PARP-1 besitzen ein
ungewohnliches K,C-X,g30 WHX,C-Motiv, indem die Komplexierung des Zriiber drei Cysteinreste
und ein Histidinmolekil erfolgt (de Murciet al, 1994). Neben PARP-1 wurde dieser Zn-Fingertyp
noch bei der humanen DNA-Ligase Ill (Mackeyal, 1999, Lepparcet al, 2003) und der DNA-3'-
Phosphoesterase (AtZDP) afigabidopsis thalianaPetrucco, 2003) gefunden wurde. Die Zn-Finger
binden an die DNA und beeinflussen dadurch die matigche Aktivitat dieser Enzyme. Fur PARP-1
wurde die Aktivierung sowohl durch DNA-Einzelstréamgche (de Murciat al, 1994, El-Khamisyet

al., 2003, Okanoret al, 2003) als auch DNA-Doppelstrangbriiche (Audebéerl, 2004, Kunet al,
2004, Lonskayet al, 2005) gezeigt.

A)

DBD AMD NBD
L ZF1 ZFI
[N N Pl
NLS Signature
1 ¢ 372 524 859 908 1014
Spalltstelle Caspase 3, 7
(DEVD,.)
B)

Diphtheria toxin

Abb. 1.3: Funktionelle Domanen von PARP-1

A) Schematische Darstellungon PARP-1. Gekennzeichnet wurden die Lage und Asdareposition der drei
distinkten Doméanen DBD (DNA-bindende Domaéane), AMBufomodifikationsdoméne) und NBD (katalytische
Domane) sowie die bipartite Kernlokalisationssequ@ap NLS). Die Aminosaurepositionen wurden aus molrset
al. (1999) entnommerB) Vergleich der Kristallstrukturen der katalytischBomane von PARP-1 (blau) und dem
Diphteria Toxin Corynebacterium diphteridegebunden mit dem NAD-Analogon Carba-NADie Postion der fir
die Katalyse essentiellen Aminosaurgghst gekennzeichnet. (Abbildung modifiziert entnoemmvon http//parplink.u-
strasbg.fr/information/family/2_1 12.html., vgl.@&uRufet al, 1996)
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Die Automodifikationsdomane ist jene Doméne der PAR die vornehmlich als Akzeptor wahrend der
Automodifizierung mit PAR fungiert (Desmaraist al, 1991). Uber das in dieser Doméne
befindliche BRCT-Motiv BRCA-1 carboxyterminus mofiwurde eine Interaktion von PARP-1 mit
zahlreichen nuklearen Proteinen gezeigt (vgl. adapitel 1.5). Neben der Interaktion tragt die durch
PARP-1 katalysierte Heteromodifikation von Tranpkaonsfaktoren, DNA-Reparaturproteinen und
Chromatin-assoziierten Proteinen mit PAR zur RettqpieDNA-vermittelter Prozesse bei (D"Amougs
al., 1999, Diefenbach & Burkle, 2005).

Die katalytische NAD-bindende Doméane der PARP-1 befindet sich im Citeatan Bereich (AS 524-
1014). Ein Vergleich aller bisher klonierten PARFeDNAs aus Eukaryoten weist die hdchsten
Homologien im Bereich dieser Doméane auf (Aeteal, 2004). Insbesondere in dem fur die Katalyse
essentiellen Proteinabschnitt (AS 859-9P&RP-Signaturefinden sich kaum Aminoséaureaustausche
zwischen den Enzymen der einzelnen Spezies (&trad, 2004, Schreibeet al, 2006). 1996 wurde
von Ruf et al. die Kristallstruktur der katalytischen Doméane d&RP-1 (Huhn) mit dem NAD
Analogon Carba-NAD aufgeklart (siehe Abb. 1.3 B). Die Auswertung érdar die NBD keinerlei
Ahnlichkeiten zu Sekundarstrukturen von metabobsgiNAD -bindenden EnzymerRpssmann-fold
Vielmehr zeigte sich eine hohe Homologien zum kétdhen Zentrum der bakteriellen Mono-(ADP-
ribosylie)renden Toxine, wie dem Choleratoxin (sig¢kbb. 1.3 B, Rukt al, 1996). Die isolierte NBD
ist in der Lage samtliche Teilschritte der enzyswten Reaktion (NADBindung, Abspaltung von
Nikotinamid, ADP-Ribosetransfer) durchzufihren (8imm et al, 1993). Sie kann allerdings nicht an
Nukleinsauren binden und ist demzufolge nicht dub®A-Strangbriiche aktivierbar (Simonet al,
1990).

1.2.2 Die PARP-Superfamilie

PARP-1- homologe Proteine wurden mit Ausnahme defe lth allen Eukaryoten gefunden (Schreiber
et al, 2006). Allen gemein ist die Prasenz der fur deatal)semechanismus essentiellRPARP-
Signature In Saugerzellen ist der grosste Teil der PARPW (85%) auf PARP-1 zurlckzufiihren
(Shiehet al, 1998, Ameet al, 1999). Eine Recherche in Datenbanken ergab,idekamanen Genom
16 weiter PARPs codiert werden (siehe Abb. 1.4, Amal, 2004, Schreibeet al, 2006). Strukturell
weist dabei PARP-2 die gréssten Ahnlichkeiten zZ&RP-1 auf und kann ebenso wie diese durch die
Bindung an DNA aktiviert werden (Schreibetr al, 2002 und 2006). PARP-2 interagiert mit PARP-1
und XRCC1 im Zellkern und Gbernimmt dartber einek&on in der DNA-Reparatur (Schreibet al,
2002). Desweiteren wird eine gemeinschaftliche &ollon PARP-1 und PARP-2 in der
Embryonalentwicklung vermutet (Menissier de Muretaal, 2003). Die PARP-Enzyme Tankyrase 1
und 2 sind am Telomer lokalisiert (Coekal, 2002) und scheinen zusammen mit PARP-2 (Darwtizer

al., 2004) eine Rolle bei der Regulation der Telonmekstir zu spielen. Ausserdem wurde gezeigt, dass
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eine Poly (ADP-Ribosyl)ierung, vermittelt durch ksgrase |, essentiell fur die Trennung der
Chromatiden wahrend der Mitose ist (Dynek & Smi#®04, Changt al, 2005a, b). Die Funktion von
PARP-3 ist noch weitgehend ungeklart. Das Protinni Zentriolen lokalisiert und kdnnte eine Rolle
bei der Zellteilung spielen (Augustet al, 2003, Rouleaet al, 2006). Auch die Rolle der vPARP, die
in cytoplasmatischen Proteinkomplexen mit derzetmunbekannter Funktiowvgultg lokalisiert ist,
ist noch ungeklart. PARP-10 wurde als Partner desoFOncoproteins c-Myc identifiziert und eine
regulatorische Funktion in der Zellproliferationspaliert (Yuet al, 2005).
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Abb. 1.4: Die PARP-Superfamilie(Abbildung modifiziert entnommen aus Schreibeal, 2006)
Schematischer Vergleich der 17 Mitglieder der PARPerfamilie. Innerhalb der katalytischen Domana&RP-
Domane) wurden die zRARP-Signatur¢AS 859-908 der PARP-1) homologen Bereiche sowie gjie Aquivalente
des fur die Katalyse essentiellen Aminsaurerestgs lervorgehoben. Zusatzlich wurden funktionelle Doera
dargestellt, denen eine Funktion zugeschrieben peérd

der Bindung von DNA: Zn finger (Vermittelt durch Zn-Finger kann eine Bimg der jeweiligen PARPs an DNA
(PARP-1) bzw. RNA (PARP-13 und tiPARP) erfolgen.)

Protein-Protein-Interaktionen: RRM-RNA (RNA-Bindemotiv), BRCT-(BRCAL1 @rboxyterminusDomane), UIM
(Interaktion mit Ubiquitin), SAM ¢terile a-motif), ANK (Ankyrin repeat HPS (Poly(His-Pro-Ser)pPeptid), VWA (von
Willebrandt Factor Typ A-Doméne), MVP-BD (Bindedtetlesmajor vault proteinszugeschrieben wird.

der zelluldren Lokalisation: MLS (mitochondriale Lokalisationssequenz), NLS I(#&rnimportsequenz), NolLs
(nukleolare Lokalisationssequenz), NES (Zellkermetgequenz)
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1.3 Mechanismus der Poly (ADP-Ribosyl)ierung

Zur genauen Aufklarung des molekularen Mechanismdes Poly (ADP-Ribosyl)ierung) wurden
zahlreiche Studien durchgefiihrt. Mit der Erkenntuigss es sich bei PAR um ein verzweigtkettiges
Polymer handelt (siehe Abb. 1.1, Mivea al, 1979) gab es einen ersten Hinweis auf die Koniiglex
dieser Reaktion. Initiiert wird die Poly (ADP-Ribggerung durch die Ubertragung eines ADP-Ribose
Monomers auf die Carboxylatgruppe (Glutamat- bzvspdtat) des jeweiligen Akzeptorproteins
(Kawaichiet al, 1980, Desmaraist al, 1991). Die prozessive distale Addition weiterddPARibose
Einheiten Uber 1”-2'a-O-glykosidische Bindungen bzw. 1”-2"e-O-glykosidische Bindungen fihrt
zur schrittweisen Verlangerung und VerzweigungRieR-Ketten (siehe Abb. 1.2 ) (Althaus & Richter,
1987, Alvarez-Gonzaleet al, 1994). Enzymkinetische Messungen ergaben, dasgengleich zu der
Initiation die Elongationsreaktion bevorzugt undt meutlich grosserer Effizienz ablauft (Mendoza-
Alvarez et al, 2000). Durch enzymatische Untersuchungen mitertetn Varianten der PARP-1 (de
Murciaet al, 1994) sowie anhand der von Raifal (1996) gewonnenen Kristallstrukturdaten wurde fir
die Synthese von PAR das in Abb. 1.5 dargestellvelé¥l postuliert. Demnach erfolgt die Bindung des
Donor-NAD's in der katalytischen Domane in einer solchen Falass die N-glykosidische Bindung
destabilisiert und im Ubergangszustand die Formatines ADP-Ribosyloxocarbenium-lons stabilisiert
wird (Bellocchi et al, 2006). Eine wesentliche Funktion daflir wird demiAoséurerest Gids
zugeschrieben, der diesen Ubergangszustand durhtkovalente Wechselwirkungen mit der 2’-OH-
Gruppe des Nikotinamidribosemolekiils fordert (sigdld. 1.5). Zugleich erhoht Gdggaufgrundseiner
Interaktion mit dem Akzeptormolekul (2" und 3’-OHrGppe) dessen Nukleophilie und erlaubt damit
den nukleophilen Angriff des Akzeptormolekils aasd3-Atom des Donors und die Knipfung der 1'-
2”- a-O-glykosidischen Ribose-Ribose-Bindung. Um die Mazigungsreaktion zu ermdglichen, wurde
von Rufet al. (1998) eine Rotation des Akzeptormolekils um 180°C pastuliDadurch rickt die
Nikotinamidribose-Einheit in die Akzeptorpositioma: wird anschliessend um eine ADP-Ribose-
Einheit verlangert (siehe Abb. 1.5). Dieser Mechanis stimmt sehr gut mit demS/ermittelten
Mono (ADP-Ribosyl)transfer von prokaryotischen Treem tiberein (Ruét al, 1998).

Die kinetischen Analysen mit dem Volllangenproteg@igten, dass fur eine vollstdndige Aktivierung der
PARP-1 die Dimerisierung des Enzyms erforderliadh Be dafur verantwortlichen interagierenden
Regionen befinden sich sowohl in der DNA-bindenBeméne als auch der Automodifikationsdoméane
der PARP-1. Im Zuge der anschliessenden PAR-Syathesde die Automodifizierung des Enzyms
Uber einen intermolekularen Mechanismus nachgewi@dendoza-Alvarez & Alvarez-Gonzlaez 1993,
Buki 1995, Griesenbeddt al, 1997).
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Abb. 1.5: Schematische Darstellung des Reaktionsnemismus der PAR-Synthesémodifiert nach
Ruf et al, 1998)

1) In der Initiationsreaktion erfolgt der nukleophiagriff (roter Pfeil) der Akzeptoraminosaure (Gisp) auf das &
Atom des NAD-Donormolekiils (blau) und die Kniipfung einer Esiediong.2) Wahrend der Elongation wird unter
Zuhilfenahme des Aminosédurerestes Glu988 im Ubggarstand im NADDonormolekiils ein ADP-
Ribosyloxocarbenium-lon (+) stabilisiert. Die Nudfghilie des NAD-Akzeptormolekiils wird aufgrund einer
nichtkovalente Wechselwirkung zwischen dem Glu988 den 2’- und 3’-OH-Gruppen der ADP-Einheit erhdas
erfolgt dieVerknupfung der beiden ADP-Ribose-Molekigurch 1”-2'-0-O-glykosidische Bindungen3) Um die
Elongation zu ermdglichen, rotiert das Akzeptorrkiilaum 180°C. Dadurch rickt die Nikotinamidribos#edit in die
Akzeptorposition und kann um eine ADP-Ribose-Eitkerlangert werden. Namid- Nikotinamid

1.4 Der Abbau von Poly (ADP-Ribose)
1.4.1 Poly (ADP-Ribose) Glycohydrolase

Der physiologische Gegenspieler zu den PARPs &stPARG. Das Enzym spaltet die linearen und
verzweigten Ribose-Ribose-Verkniipfungen von PAR&Wblen unter Freisetzung von ADP-Ribose-
Monomeren (siehe Abb. 1.2)n vitro Studien zeigten dass der Abbau der Polymere ienein

biphasischen Reaktionsmodus erfolgt, indem zun&cletgkettige PAR-Molekile durch
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endoglykosidische Spaltungen degradiert werden.aCrarerfolgt der deutlich langsamere Abbau der
PAR-Oligomeren zu ADP-Ribose-Monomeren durch exad uendoglykosidische Spaltungen
(Hatakeyimaet al, 1986, lkejima & Gill, 1988). Die Aktivitat der FRG wurde erstmals vor 35 Jahren
von Miwa et al. (1971) in Kernextrakten prépariert aus dem Ringenus nachgewiesen.
Anschliessende Versuche zur Anreicherung der PABuaterschiedlichen Organismen und Geweben
ergaben widerspruchliche Befunde zum Molekulargbiv48-115 kDa) und der zellularen Lokalisation
des Enzyms. Wahrend der Reinigungung des EnzymsZallsn vom Rind (Miwaet al, 1971,
Hatekeyamaet al, 1986), der Maus (Tsat al, 1992), der Ratte (Burziet al, 1976, Shimokowat al,
1999) und humaner Plazenta (Uchietaal, 1993), wurde das Protein aus Fraktionen des &mitk
angereichert. Daneben wurde eine cytoplasmatisé&RGPAKktivitat in humanen Erythrocyten und
HelLa-Zellen (Tanumat al, 1986a, Rosset al, 2002) sowie in Leberextrakten aus dem Meerschwein
(Tanumaet al, 1986b, Marut&t al, 1991) gezeigt. Auf der Grundlage der gereinidgiamyme erfolgte
die Klonierung der kodierenden cDNAs der Rinder-RPARLIn et al, 1997) und Ratten-PARG
(Shimokawaet al, 1999). Entsprechend den Analysen der jeweiliggmd&sequenzen handelt es sich
bei beiden um 110 kDa grosse Proteine, die sowbét aukleédre Import- als auch Exportsequenzen
verfugen (Shimikowaet al, 1999). In indirekten Fluoreszenzuntersuchungerdevdie Expression und
Lokalisierung des GFP-fusionierten Rinderenzymsasdwn Nukleus als auch im Cytoplasma bestétigt
(Winstallet al, 1999b, Bonicalzet al, 2003, Haincet al, 2006a). Nach rekombinanter Expression des
Rinder- und Ratten-Enzyms wurde neben der vollsgggmd110 kDa grossen PARG (PARG ein
zusatzliches verkurztes Protein mit einer Grosseoa. 65 kDa detektiert (Liet al, 1997, Shimokawa

et al, 1999, Winstallet al, 1999a). Zeitgleich zu der hier vorliegenden Arbeurde das Gen der
humanen PARG identifiziert und charakterisiert (lliest al, 2003). Die Arbeiten zeigten, dass der fur
die humane PARG kodierende offene Leserahmen adsxdB8en und 17 Intronen besteht, von denen
die ersten drei Exonen die putativ regulatorisclteenBne und Exon 4-18 die katalytische Domaéane
formieren (siehe Abb. 1.6). Untersuchungen zur Esgion des Proteins ergaben, dass bedingt durch
alternative Splicemechanismen oder sekundare B@ms$starts neben dem vollstandigen 110 kDa
grossen Protein zwei verkurzte Varianten von 10&.189 kDa gebildet werden kdnnen (siehe Abb.
1.6) (Meyer-Ficceet al, 2004). Bei der partiellen Anreicherung der hunmRARG aus Jurkat-Zellen,
wurde neben der 110 kDa grossen PARG, ein zud@#i65 kDa grosses cyoplasmatisches Protein mit
PAR-Glycohydrolaseaktivitat identifiziert (Thomasst al, 1990). Unklar ist zum jetzigen Zeitpunkt
ob es sich hierbei um ein C-terminales proteolfigscSpaltprodukt der vollstandigen PARG oder das
Resultat einer alternativen Translationsinitiati@ndelt (Cortegt al, 2004, Bonicalzet al, 2005). Im
Zusammenhang mit der Induktion des apoptotischéftodes wurde eine Spaltung der humanen und
Rinder-PARG durch die Effektorcaspase 3 gezeigtafAdt al, 2001). Desweiteren wurde kirzlich das
humane 39 kDa grosse Protein ARH3 charakterisiggiches Uber eine Glycohydrolaseaktivitat
verfiigt, strukturell jedoch keinerlei Ahnlichkeitenu konventionellen PARG’s aufweist (Oka al,
2006).



EINLEITUNG 10

Transkripton +1

cDNA PARG E, E,‘ E, E, ‘ E, EEE,| E, E[E.E,E,E.E,E, E, E,
|
5UTR ; 3’ UTR
ipot. pot. pot. i pot. pot. pot.
INLS NLSNES ‘bpNLS NLS NES
]
M,
| t 1
Spaltstellen-Caspase 3
: (DEVD,;/ MDVD,,,) ;
. : I Alternatives Splicing Cytoplasma
Protein PARG,, g I Alternative Translation
M, T T H
Spaltstellen-Caspase 3
(DEVD,;/ MDVD,;)
. H S Alternatives Splicing Cytoplasma
ProwinPaRG, ] DEN N
M, 1
t1
Spaltstellen-Caspase 3
(DEVD,,/ MDVD,,,) i
. : ] | Alternative Translation ??7? Mitochondrium 2?7
Protein PARG, CHEE Tl s
: M
Regulatorische Katalytische
Doméne Doméne

Abb. 1.6: Schematische Darstellung der humanen PARQ@Gnodifiziert nach Bonicalzet al, 2005)
Dargestellt ist die Struktur der humanen der PARBNA und die des daraus resultierenden PARG- Rretddie
putativ regulatorische Doméane wird durch die Exohe®, die katalytische Doméne durch die Exonen 4&dd&iert.
Signalsequenzen, denen eine Rolle in der zellul§exteilung der PARG zugeschrieben wird (pot. Np8t. bpNLS,
pot. NES, Mito) sowie die Positionen der CaspaSzBnittstellen wurden gekennzeichnet. Von Meyecdit al.
(2004) wurde die Expression der N-terminal verkémzProteine PARG, und PARG, infolge eines alternativem
Splicing oder einer alternativen Tranlationsinitat gezeigt. Desweiteren wurde in allen humanenedetin ca. 65
kDa grosses Protein mit PARG-Aktivitdt nachgewies#essen genaue Herkunft und Lokalisation bishehnocht
geklart werden konnte.

NLS-Zellkernimportsequenz,  bpNLS-bipartite  Zellkienportsequenz, = NES-Zellkernexportsequenz,  Mito-
mitochondriale Lokalisationssequenz)

Zum besseren Verstandnis der zellularen Funktiamgen Versuche unternommen, die Expression der
PARG in der Maus und in Insekten zu unterbindere Dollstandige Deletion des Proteins in
Drosophila melanogasteresultierte in einer vermehrten Akkumulation vo\RPin neuronalen Zellen
und dem Tod in larvalen Stadien (Harmial, 2004). In Mausen fuhrte eine komplette genetische
Deletion der PARG zum Abbruch der Embryonalentwickj im Stadium der Blastozyste, bedingt
durch eine Anhaufung von PAR-Polymeren (siehe AbB.C). Eine Isolation von embryonalen Zellen
aus den PARG-Trophoblasten war moglich. Diese (iberlebten nuiGiegenwart hoher Dosen an
PARP-Inhibitoren, wodurch die Akkumulation von PARterbunden wurde (Koht al, 2004). Von
Corteset al. (2004) wurde ein alternatives Mausmodell etahliadem statt des vollstandigen Proteins
nur noch die Expression eines verkirzten, katalytsber aktiven PARG-Molekiils (PARSp erfolgt.

Der Verlust des PARGyProteins fihrt in diesen Mausen zu einer erhdl8ensitivitdt gegentber

genotoxischen und endotoxischem Stress (siehe ABIB).
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Transkripton +1

cDNA PARG E |E E E. |E EEIE| B Eifd EaFuE Bo| o By
5"UTR 3°UTR
A) Wildtyp pot. pot. pot. pot. pot. pot.
NLS NLSNES bpNLS NLS NES
[}
Protein PARG,,, ‘ L 5
M
Spaltstelle-Caspase 3
(MDVD,,)
Protein PARG,; g ‘ ‘
M
pot. pot.
NLS NES
. ) o erhohte Sensitivitat
B) Deletion Exon 2 + 3 Protein PARG; E‘ _ gegeniiber genotoxischen
M und endotoxischen Stress

C) Deletion innerhalb

Keine Expression eines PARG-Proteins embryonal letal
des Exon 4

Abb. 1.7: Zusammenfassung der etablierten PAR&nock-out Mausmodelle

Schematische Darstellung der PARG- cDNA der Mawsiesaler vorhandenen PARG-Proteine der jeweiligeruda
knock-outModelle. A) In Mausen ohne genetische Manipulation wird dieRBAals 110 kDa und 65 kDa-Protein
exprimiert.B) Bei einer Deletion der Exonen 2 und 3 ist nur ndak 65 kDa-Protein mit PARG-Aktivitat nachweisbar.
Dies fuhrt zu einer erhdhten Sensitivitat gegenidargenen und endogenen Stimuli (Coréesl, 2004).C) Eine
Deletion innerhalb des Exons 4 hat den Verlust BARG-Expression zur Folge. Dies resultiert in eifréthen
embryonalen Letalitat (Kot al, 2004).

Als Alternative zum genetischéknockout werden seit 20 Jahren Versuche unternommezjfgeche
PARG-Inhibitoren zu isolieren oder zu synthetisierMit Tanninen, pflanzliche Polyphenole isoliert
aus Blattern des griinen Tees, wurde eine Hemmungeteinigten Enzyms gezeigt (Tsaial, 1992,
Bertramet al, 2003, Bonicalzet al, 2005). Desweiteren ist das ADP-Analogon Aderdipimosphat-
Hydroxymethyl-Pyrrolidinediol (ADP-HPD), aufgrundeiger strukturellen Ahnlichkeit zu PAR-
Polymeren, als wirkungsvoller PARG-Inhibitor beseben (Slameaet al, 1995 a, b). Von Let al.
(2003) wurde eine Hemmung der PARG im Tierkulturelbdiurch das synthetische PAR-analoge
Tiloronmolekil GPI 16552 gezeigt.

Als dritte Moglichkeit der Regulation des zellular&ehalts und der Aktivitat der PARG wurde von
Blennet al. (2006) der Einsatz von spezifischen siRNAs etabli®abei zeigte sich, dass infolge einer
dauerhaften Depletion des Enzyms um 85% die \dtalder Zellen weder unter stressfreien
Bedingungen noch nach Zugabe DNA-alkylierenden Aggmbeeinflusst wurde.

1.4.2 Phosphodiesterasen/Pyrophosphatasen

Der Abbau der PAR-Polymere kann zusatzlich zur PA®R@h durch Phosphodiesterasen erfolgen.
Dabei werden die verknipfenden Pyrophosphatbindurggspalten, wobei als Reaktionsprodukte
AMP, Phosphoribose-AMP [PR-AMP] und Di-Phosphorid@sVP [(PR)}-AMP] entstehen (siehe
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Abb. 1.8). Phosphodiesterasen mit einer solcherkttumwuren bereits in Rattenleberhomogenaten
sowie in humanen und murinen Zellen nachgewiesaydlshi & Ueda, 1977, Boulikas, 1992, Rasstsi
al., 2002). Die fur einen optimalen Reaktionsablaidrelerlichen basischen Bedingungen (pH 8,5- 9,0)
lassen jedoch vermuten, dass diese Enzyme beimuAldia PAR nur von untergeordneter Bedeutung
sind (Hayaishi & Ueda, 1977, Rosgial, 2002, Blenret al, 2006).

S =
- 3 B® ol m
( Akzeptor )CH oH—C— ° o o R\b—Rib—o—lf—o—rlLoJ
Rlb o o R\b—R.b 0— P o-— P o- o, o
L il NH,
o P o- P o O_T o, !
N—\ SN
PDE P
N N
PDE ? Rlb
Rib-O- P 0-p-0
b4 0.

PDE

pp—— NH.
o iy

( Akzeptor \,—CH CH—G— 0 q\ LN/O m
y Rib O NN

0-p- o 0 Rib— Rib—0 P o ° Rib —— Rib—0— P o 0 Rib
o + C%P o o, + O—P o o, + 2 'o—‘P—o
o o
9
Rib—o—F|>—o'
o,
PR-AMP (PR),AMP AMP

Abb. 1.8: Der Abbau von PAR durch Phosphodiesterase
Phosphodiesterasen (PDE) spalten die Pyrophospkatigfungen im PAR-Molekil wobei als Reaktionsprkteu
AMP, Phosphoribose-AMP [PR-AMP] und Di-Phosphoris@sMP [(PR}-AMP] gebildet werden.

Zusatzlich zu den PAR-degradierenden Proteinen e&wurdeim Menschen und der Maus
Phosphodiesterasen identifiziert, welche die Spgltdes Dinukleotids ADP-Ribose in AMP und
Ribose-5-Phosphat katalysieren ((ADP-Ribose)-Phogphatasen) (siehe Abb. 1.2, Raxsal, 2002,
Diefenbach & Burkle, 2005, McLennan, 2006). ADP-&&b-Molekile kdnnen enzymunabhangig
Addukte mit Proteinen formieren (Protein-Glykatiamd sie dadurch irreversibel verdndern (Jacobson
et al, 1997). Der Abbau des Dinukleotids tragt damit gtuukturellen Stabilisierung von Proteinen bei.
Desweiteren ist bekannt, dass ADP-Ribose UberRimgung an den kationischen TRP-Kanal TRPM2
die intrazellulare Aufnahme des Signalmolekiil$*@aguliert. Der Abbau von ADP-Ribose wirkt sich
daher nachhaltig auf den zelluldren Ablauf?Beermittelter Prozesse aus (Kuhet al, 2005,
McLennan, 2006).
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1.4.3 (ADP-Ribose)-Protein Lyase

1984 wurde aus Rattenleberextrakten ein Proteirimggt, welches in der Lage ist, den proximalen
ADP-Ribose-Rest von PAR-Akzeptoren abzuspaltens&ieals (ADP-Ribose)-Protein Lyase bekannte
Enzym regeneriert unter Freisetzung des ungesittiguckermolekiils 5-ADP-3”-Deoxypent-2”-
Enofuranose das unmodifizierte Akzeptorprotein (@kal, 1984). Von Williamset al. (1984) wurden

im Zusammenhang mit einem Defekt der (ADP-Ribogejdih Lyase vermehrte neuronale und renale
Stérungen beobachtetGlutamyl-Ribose-5’-Phosphat storage disdas8egriindet wurden diese
Veranderungen mit der Anhaufung von mono-(ADP-nihosrten Proteinen und deren Abbauprodukte
(Glutamyl-Ribose-5’-Phosphat) in den Lysosomen. iéweit die (ADP-Ribose)-Protein Lyase
tatsachlich fur den zellularen PAR-Abbau von Bedagtist, bleibt vorerst ungeklart. Untersuchungen
von Desnoyeregt al. (1995) belegen, dass die Abspaltung des proximal2R-Ribose Monomers auch

von der PARG katalysiert werden kann.

1.5 Biologische Bedeutung der Poly (ADP-Ribosyl)ierung

Die biologischen Funktionen der Poly (ADP-Ribossiling sind ausserst komplex und vielseitig (siehe
Tab. 1.1).

Durch die Beteiligung an verschiedensten DNA-Repanaechanismen (zur Ubersicht Shall & Murcia,
2000, Petermanet al, 2005, Schreibeet al, 2006) sowie der Protektion der Telomere (d"Adda d
Fagagneet al, 1999, Smith, 2001, Oet al, 2005, Gomeet al, 2006) tragt PARP-1 zur genomischen
Stabilitat bei (Tonget al, 2001).

Uber die Modifikation von Histonen wurde PARP-1-ahbig eine Regulation der Struktur und
Zusammensetzung des Chromatins gezeigt (Tatlial, 2003, Roleawet al, 2004, Kimet al, 2005).
Vermittelt tber die Wechselwirkung mit Proteiners deeplikationskomplexes (Simbulan-Rosental
al., 1996, Dantzeet al, 1998, Petermanet al, 2005) sowie der Integration im Centrosom (Kaetai
al., 2003, Diefenbackt al, 2005) und Centromer (Saxeatal, 2002) kann PARP-1 die Replikation
und korrekte Verteilung der genetischen Erbinforamakontrollieren.

Desweiteren ist PARP-1 uUber die Poly (ADP-RibogyDhg von Transkriptionsfaktoren in die
Regulation der Transkription eingebunden (ZiegleDé&i, 2001, Kraus & Lis, 2003).
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Tab. 1.1: Ausgewahlte Funktionen von PARP-1
Partner Effekt Referenz

A) Modulation der Chromatinstruktur

Histone H1-H4 Wechselwirkung mit PARP-1, Heteronfi&dtion mit Tulin et al, 2003
PAR, PAR-Affinitat, Relaxierung des Chromatins durc Roleauet al, 2004,
Poly (ADP-Ribosyl)ierung Kim et al, 2005

HMG-Proteine Heteromodifizierung mit PAR D’Amourset al, 1999

Topoisomerase Wechselwirkung mit PARP-1, Hemmung durch PAR- Yunget al, 2004

[und Il Heteromodifizierung Parket al, 2005

B) DNA-Reparatur

DNA-Ligase Ill Wechselwirkung mit PARP-1, PAR-Afitdt, Hemmung Leppardet al, 2003
durch PAR-Heteromodifizierung

DNA-Polymerasé  Wechselwirkung mit PARP-1, Hemmung BER in PARP Dantzeret al, 2000

-Zellen
PARP-2 Wechselwirkung mit PARP-1, Heteromodifikatiit Schreiberet al, 2002
PAR, Stimulation BER
XRCC1 Wechselwirkung mit PARP-1, PAR-Affinitat, siehe 1.5.1.3
Heteromodifikation mit PAR, Massoret al, 1998
C) Transkription
NFxB Wechselwirkung mit PARP-1 aktiviert die Transkigm  Hassaet al, 2003
YY1 Wechselwirkung mit PARP-1, Heteromodifikationtm  Oeiet al, 1998
PAR hemmt die Transkription
p53 Wechselwirkung mit PARP-1, PAR-Affinitat, Oeiet al, 1998

Heteromodifikation mit PAR hemmt die Transkription
D) Replikation
DNA-Polymeraser ~ Wechselwirkung mit PARP-1, Blockierung Replikatio  Simbulan-Rosenthat

PARP"-Zellen al., 1996

DNA-Ligase | Wechselwirkung mit PARP-1, BlockieguReplikation in  Simbulan-Rosenthait
PARP"-Zellen al., 1996

E) Apoptose

Bcl-2 Wechselwirkung mit PARP-1, Inhibierung derdfgpose  Songet al, 2002

CAD/DFF40 PAR-Affinitat hemmt Bindung von CAD an B\ Westet al, 2005
Inhibierung der Apoptose

F) Telomer

TRF2 Wechselwirkung mit PARP-1, Heteromodifikatimit Gomezet al, 2006,

PAR verhindert Bindung am Telomer, verkirzte Telened”Adda di Fagagnat al

o

in PARP"-Zellen 1999
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1.5.1 Poly (ADP-Ribosyl)ierung und die DNA-Reparatur

1.5.1.1 Uberblick liber die DNA-Reparatur

Die genomische Stabilitat ist von extremer Bedegtfinn alle Lebewesen. Wahrend Biomolekile mit
vermittelnder Funktion wie Proteine und Lipide M&thadigung jederzeit wieder neu synthetisiert
werden konnen, muss die DNA als Trager der gerrscErbinformation in einem moglichst
fehlerfreien Zustand erhalten werden. Schaden inDi¢A entstehen dabei sowohl durch zelleigene
Prozesse als auch infolge stérender exogener Bs&fliDazu z&hlen die nichtenzymatische Hydrolyse
des Phosphodiesterriickrates der Nukleinsduren tiveabauerstoffverbindungen, alkylierende und
guervernetzende Agenzien sowie kurzwellige, elek&rgnetische Strahlungen. Im Resultat entstehen
drei grosse Gruppen von DNA-Schaden, die je naéhk&tder Verdnderung durch unterschiedliche
Reparatursysteme behoben werden (Hoeijmadead, 2001). Kleinere DNA-Modifikationen, wie die
Oxidation oder Methylierung von DNA-Basen sowie Difzelstrangbriiche werden durch die
Systeme deBase Excision Repa(BER) undSingle Strand Break RepaESBR) entfernt (Caldecott,
2001, Fan & Wilson, 2005). Die Beseitigung grosem@y)ere DNA-Verdnderungen, wie
Pyrimidindimere erfolgt durch didlucleotid excision repai(NER, Park & Choi, 2006). Angehaufte
DNA-Doppelstrangbriiche werden zellzyklusabhangigckliNonhomologous End JoiningNHEJ, G1-
Phase) odedomologous RecombinatidhlR, S/G2-Phase) repariert (Hoeijmaketsl, 2001, Cahillet

al., 2006). Fur die Beseitigung von DNA-Replikatiorigégn ist das System dédismatch Repair
(MMR) verantwortlich (Christmanmet al, 2003). Jede Stérungen in einem dieser Mechanidiiten

zur Anhaufung von unreparierten DNA-Schaden unddi@Auspragung von malignen Veranderungen
zur Folge. Die Bedeutung der DNA-Reparatur zeigh sn der Vielzahl von genetisch bedingten

Syndromen mit mutierten DNA-Reparaturgenen (Hoekenset al, 2001)

1.5.1.2 Funktion von PARP-1 in BER und SSBR

BER und SSBR sind fur die Beseitigung von DNA-Eisrangbrichen und Nukleotiden mit
modifizierten DNA-Basen verantwortlich. Oxidativ ré@derte Basen wie z. Bsp. 7,8-Dihydro-8-
Oxoguanin (8-Oxo-G) oder 5,6-Dihydroxycystein werdsowohl durch reaktive endogene als auch
exogene Sauerstoffspezies gebildet (ionisieren@dldng, HO,, OH, NOO) (Cookeet al, 2003). Die
Alkylierung von Basen kann endogen durch die Ubgrting von Methyl- und Ethylgruppen durch den
Cofaktor S-Adenosylmethionin erfolgen (Drabletsal, 2004). Als exogene Alkyldonoren sind unter
anderem die monofunktionellen Agenzien  N-MethylMtro-N-Nitrosoguanin ~ (MNNG),
Ethylmethansosulfat (EMS) und MethylmethanosulfsitMS) bekannt (Goth-Goldstein & Hughes,
1987, Drablgst al, 2004). MNNG methyliert dabei bevorzugt Adenin-duBuaninmolekiile, wobei



EINLEITUNG 16

gehauft die modifizierten Basen®Methyladenin und ®Methylguanin entstehen (Beardsley al.,
2005). Wegen ihres vorwiegend endogenen Urspruegsnt diese Arten von DNA-Schaden sehr oft
(10.000 pro Tag) auf (Drables al, 2004).

An der Beseitigung von direkten DNA-Einzelstrangirén ist ein ganzer Reparaturkomplex (SSBR-
Komplex) beteiligt (siehe Abb. 1.9 A, zur Ubersiculdecott, 2001 und 2003). Die initiale Rolle wird
den zwei Proteinen PARP-1 und XRCC1 zugeschrielrezahlreichen Studien wurde gezeigt, dass
PARP-1 an lokal bestehende Einzelstrangbriiche biondd dadurch spezifisch aktiviert wird (El-
Khamisyet al, 2003, Tartieret al, 2003, Okancet al, 2003, Lanet al, 2004). Die anschliessende
Automodifizierung des Enzyms mit PAR-Ketten indukzielie Rekrutierung des zentralen DNA-
Reparaturproteins XRCC1 an den DNA-SchadensorterUBeteiligung der Enzyme Polynukleotid-
Kinase/Phosphatase, DNA-Polymerage (PoB) und DNA-Ligase Il (Ligase Ill) erfolgt die
Prozessierung des Einzelstrangbruches und die leessgnde Ligation (Caldecott 2001 und 2003,
Whitehouseet al, 2001).

Im Unterschied zum SSBR-Mechanismus treten beim BEBne unmittelbaren freien
Einzelstrangbriche auf, die zur Aktivierung der FAR fihren (siehe Abb. 1.9 B). Im BER-Komplex
erfolgt die Detektion und Abspaltung der oxidiertenw. alkylierten DNA-Basen Uber spezifische
DNA-Glykosylasen, wodurch apurine/apyrimidine S#ell (AP-Stellen) gebildet werden. Die
Endonuklease APE-1 schneidet anschliessend digsabasStelle am 5-Ende ein und es erfolgt der
Einbau von einem oder mehreren Nukleotiden durdip Bowie die Ligation des Strangbruchs durch
Ligase Il (siehe Abb. 1.9 B, Christmaeh al, 2003, Faret al, 2005). PARP-1 scheint fur den
unmittelbaren Ablauf des BER damit nicht von ess#lat Bedeutung zu sein (Vodenicharet al,
2000). Bereits die ersten Studien unter Verwendrworg PARP-Inhibitoren wie 3-Aminobenzamid (3-
ABA) zeigten jedoch, dass die Aktivierung der PONDP-Ribosyl)ierung wesentlich zur Effizienz der
Reparatur beitragt (Durkaet al, 1980, Shall & Murcia, 2000). Ende der neunziggmd wurden dann
drei unterschiedliche Mausmodelle mit genetisclktimgerter PARP-1 etabliert (Wangt al, 1995,
Menissier de Murciaet al. 1997, Masutanet al. 1999). Der Verlust der PARP-1 konnte durch die
Restaktivitat der PARP-2 ausgeglichen werden undfiradie M&use nicht letal. Die Tiere aller drei
Modelle zeigten jedoch eine erhohte Sensitivitatgegeiber alkylierenden Agenzien und
Gammastrahlen, was wiederum auf eine Rolle der PARIeim BER hindeutet (Shall & Murcia,
2000). In Interaktionsstudien wurde die direkte Wamtwirkung von PARP-1 mit den BER-
Reparaturproteinen XRCC1 (Caldeoettal, 1996, Massoet al, 1998), Pd (Prasacet al, 2001) und
Ligase lll (Leppardet al, 2003) gezeigt. Biochemische Untersuchungen zunaugn molekularen
Ablauf des BER in zellularen Extrakten zeigten mddlich erhebliche Defizite in der Prozessieruag d
Intermediate durch P®lund der anschliessenden Ligation in AbwesenheitRARP-1 (Trucceet al,
1998, Dantzeet al, 2000).
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A)  direkter DNA-Einzelstrangbruch B) modifizierte DNA-Base C) indirekter DNA-Einzelstrangbruch
DNA-Einzelstrangbruch modifizierte DNA-Base modifizierte DNA-Base
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Abb. 1.9: Mdgliche Funktionen von PARP-1 im BER undSSBR-Mechanismus

A) Reparatur von DNA-Einzelstrangbriichen: PARP-1 wird infolge der Bindung an DNA-Einzelstranigche
aktiviert (1) Die poly (ADP-ribosyl)ierte PARP-1 rekrutiert aidiesend den XRCC1-Ligase Ill Kompleg)( PoB
gelangt Uber die Interaktion mit XRCC1 und PARP+#l den Reparaturkomplex, sodass ein Verschluss des
Einzelstrangbruchs mdglich ist ¢ 5. Die automodifizierte PARP-1 dissoziert von dédAund PARG baut die PAR-
Polymere zu ADP-Ribose ab.

B) Direkte Reparatur modifizierter DNA-Basen: Nach Entfernung der geschadigten Base durch DNAd@alylasen

(1) schneidet APE-1 die abasische Stelle endonukisoly ein 2). Anschliessend erfolgt der Einbau von einem oder
mehreren Nukleotiden durch Bol(3) und die Ligation des Strangbruchd ¢ 5. PARP-1 unterstiitzt den
Reparaturprozess durch die Interaktion mifRoid Ligase lII.

C) Indirekte Reparatur modifizierter DNA-Basen: Eine Anhaufung von modifizierten DNA-Basen fihrtr zu
Uberlastung des BER-Systems und zur indirekten Ge&m@g von DNA-EinzelstrangbriicheB)( Wie beim SSBR-
Mechanismus erfolgt deren Reparatur vermittelt idderAktivierung von PARP-1 und die Rekrutierungs #RCC1-
Ligase Il Komplexes.

Von Parson & Dianov (2004) wurde ein alternativéauf des BER postuliert, wobei die Rekrutierung
von PARP-1 an den Schadensort zeitlich vor XRCCd Rap erfolgt (siehe Abb. 1.9 C). Uber diesen
Mechanismus der Reparatur konnte der Anhaufungeaktdir DNA-Einzelstrangbriiche aufgrund eines
Uberlasteten BER-Systems entgegengewirkt werdereganiert wirden diese Einzelstrangbriiche im
folgenden Replikationszyklus in die fur Zellen extr toxischen und letalen DNA-Doppelstrangbriiche
umgewandelt werden (Bryaet al, 2005, Farmeet al, 2005).

Ubersteigt die Anhaufung der DNA-Schaden das gdleeReparaturvermogen der Zelle, so wird der
Akkumulierung von genetischen Instabilitdten mit tieluktion des Zelltodes entgegengewirkt. PARP-
1 unterstitzt diesen Weg, indem sie mit der Spgltles Substrates NARinen wichtigen zellularen
Metaboliten entfernt (siehe Abb. 1.10 sowie 1.5.2.2
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Abb. 1.10: Das ,Janusgesicht“ von PARP-Imodifiziert nach Shall & Murcia, 2000)

In Gegenwart limitierter DNA-Schaden fordert PARRdas Uberleben der Zelle, indem es den p53-veiitsitte
Zellzyklusarrest ermdglicht und die Reparatur désibnen lber den BER und SSBR-Mechanismus verlbesser
Ubersteigen die akkumulierenden DNA-Schaden dasiRérvermogen der Zelle verursacht die massivg @dDP-
Ribosyl)ierung eine Depletion der zellularen ATRINAD -Speicher und induziert damit den Zelltod.

1.5.1.3 XRCC1

1982 wurden durch ungerichtete Mutagenese mit Etbglanosulfat aus der Hamsterzellinie CHO
AA8 (chinese hamster ovarglie zwei Zelllinien CHO EM7 und CHO EM9 etabliedie eine erhdhte
Sensitivitdt gegeniber ionisierenden Strahlen sdi-alkylierenden und -oxidierenden Agenzien
zeigten. Phantotypisch hatten beide Zelllinien eidDefekt in der Reparatur von DNA-Einzelstrang-
brichen und wiesen infolgedessen eine erhdhted®aBzhwesterchromatidaustauschen auf (siehe Abb.
1.11) (Thompsoret al, 1982). Durch Komplementations-Experimente mit hnen Cosmid-Banken
wurde 1990 das fiur den Reparaturdefekt verantwbeliGen identifiziert und alg-ray repair cross-
complementing 1(XRCC1) bezeichnet. 1994 erfolgte die vollstandigenierung der humanen
XRCC1- cDNA (Caldecotet al, 1994). Ein Vergleich der XRCC1-cDNAs vom Mensahduden
beiden hypersensitiven Hamsterzelllinien ergabs @ssinfolge von Mutationen zum volligen Verlust
des Proteins in den EM7- und EM9-Zellen kommt (Skéral, 1998). 1995 wurde durch stabile
Transfektion von humanem XRCC1 in EM9-Zellen diaieiEM9-XH etabliert (Caldecoét al, 1995).
Durch die Uberexpression des humanen XRCC1 in ERI®Z konnte der DNA-Reparaturdefekt in
den Hamsterzellen tatsachlich wieder behoben wegslehe Abb. 1.11).
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Abb. 1.11: Eigenschaften der XRCC1-defizienten odetiberexprimierenden Hamsterzelllinien

AA8, EM9, EM9-V und EM9-XH

Schematisch wurde der experimentelle Ablauf zur @derung der vier Zelllinien zusammengefasst. Désnen
wurden die Charakteristika hinsichtlich der Empficitkeit gegentiber genotoxischen Agenzien sowie Stabilitat
von DNA-Ligase Il angefiugt.

EMS-Ethylmethanosulfat, MMS-Methylmethanosulfat, W\raviolette Strahlung, SCA erhdhte Anzahl von
Schwesterchromatidaustauschen, DNA-Lig| dihstabilitat der DNA-Ligase I

Eine genetische Deletion von XRCCL1 in Mausen fubkenfalls zur vermehrten Anhaufung von DNA-
Einzelstrangbrichen und Schwesterchromatidaustans¢hebbset al, 1999). Durch die transgene
XRCC1-Komplementierungkfock-in mousekonnte der frihe Abbruch der Embryonalentwicklung
verhindert werden (Tebleg al, 2003, Ladiges, 2006).

Bisher wurde keine enzymatische Aktivitdt von XRCf@stgestellt (Caldecott, 2003). Das 71 kDa
grosse Protein wechselwirkt Uber die mehrfacheerdtionsdoménen (siehe Abb. 1.12) mit einer
Vielzahl von Reparaturproteinen (siehe Tab. 1.2) koordiniert dariiber die Ablaufen der SSBR und
BER (Caldecott, 2003) und auch der Reparatur volIdppelstrangbrichen (Audebest al, 2004,
Levy et al, 2006). Obwohl die am N-Terminus befindliche DNidende Domane (DBD) keine
typischen DNA-Bindungsmotive aufweist, konnte daniiermittelt die Bindung des Proteins an DNA-
Einzelstrangbriichen gezeigt werden (Marintckeéwal, 1999). Ausserdem erfolgt Gber die DBD die
Wechselwirkung mit PoB (Kubota et al, 1996). Desweiteren enthdlt XRCC1 zwei als ,lirtker
bezeichnete Doménen, worlber die Interaktion mit fle die SSBR und BER wichtigen Enzyme
DNA-Glykosylase hOGG1, der Endonuklease APE-1 sodée Polynukleotid-Kinase/Phosphatase
PNKP erfolgt. Die Aktivitat all dieser Proteine @iin Gegenwart von XRCC1 stimuliert, um eine

effektive Prozessierung und Beseitigung bestehddéy-Schaden zu ermoglichen (siehe Tab. 1.2).
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Abb. 1.12: Funktionelle Domé&nen von XRCC1

Schematisch ist die Struktur von XRCC1 mit der Lage einzelnen funktionellen Domanen dargestelie. Position
des PAR-Bindemotivs sowie der Vergleich mit der Walangaet al. 000 postulierten Konsensussequenz wurden
gekennzeichnet.

NLS-Zellkernimportsequenz, BRCT —-BRCARMoxyterminuDomane

Die BRCT I-Domane ist fur die Interaktion von XRC@iit PARP-1 und PARP-2 verantwortlich. In
Gegenwart von XRCC1 ist die PAR-Synthese durch RPARfler PARP-2 gehemmt (Massenal,
1998, Schreibeet al, 2002). XRCC1 bindet dabei bevorzugt an automodifie PARPs und wird
selbst von PARP-1 und PARP-2 modifiziert (Massotml, 1998, Dantzeet al, 2000, Schreibegt al,
2002). In der Aminosauresequenz von XRCC1 wurderimdb der BRCT I-Doméne ein als PAR-
Bindemotiv beschriebenes Peptid nachgewiesen, wordie nichtkovalente Interaktion von XRCC1
mit PAR-Polymeren erfolgt (Pleschket al, 2000, El-Khamisyet al, 2003). Bei diesem PAR-
Bindemotiv handelt es sich um eine Abfolge von bis 20-26 Aminosauren, mit vornehmlich
hydrophoben und basischen Charakter. Die aus diddetiv resultierende lokale positive Ladung
erlaubt die Interaktion des jeweiligen Proteins det negativ geladenen, PAR-modifizierter PARP-1.
Zusatzlich zu XRCC1 wurde das PAR-Bindemotiv in ereth DNA-Reparaturproteinen (DNA-Ligase
[ll, Topoisomerase I), zellzyklusregulatorischeot®men (p21, p53) sowie DNA-assoziierten Proteinen
(Histon H1-4, CenpA und B) identifiziert. Da sicled?osition des PAR-Bindemotivs zumeist mit den
jeweiligen funktionellen Domé&nen des Proteins (dgwit, wird dessen Funktion durch die
Wechselwirkung mit den Polymeren erheblich beesslMalanga & Althaus, 2005). Uber die BRCT
[I-Doméane wird die Interaktion mit Ligase Il verttalt (Caldecottet al, 1995, Nashet al, 1997,
Beernink et al, 2005). Unter Verwendung der EM9-V- und EM9-XH-{8el wurde gezeigt, dass
XRCC1 erheblich zur Stabilisierung der Ligase BitkAgt (siehe Abb. 1.11). Aufgrund der gesteigerte
Ligationseffizienz wird die Reparaturkapazitat vogllen erheblich verbessert (Caldecsttal, 1995,
Cappelliet al, 1997, Wonget al, 2005).
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Tab. 1.2 Interaktionspartner von XRCC1

XRCC1-  Partner Doméne des  Effekt Verweis
Doméne Partners
DBD Polp C-Terminus Pdl wird stimuliert Kuboteet al, 1996
HPV6 Gesamtprotein  verbesserte BER Ifteeal., 2002
Linker | APE1 N-Terminus APE1 wird stimuliert Vidat al, 2001
hOGG1 n. b. hOGG1 wird stimuliert Marsehal, 2003
MutyH n. b. n. b. Ladigest al,, 2006
PCNA n. b. n. b. Fast al, 2004
BRCT | PARP-1 BRCT Modifikation von XRCC1 Massoret al, 1998
PARP-1 wird inhibiert
PARP-2 ,E-Domane“ Modifikation von XRCC1 Schreibert al, 2002
PARP-2 wird inhibiert
DNA-PKez  n.b. Phosphorylierung von XRCC1 Levy et al, 2006
DNA-PKc wird stimuliert
linker Il PNKP n. b. PNK wird stimuliert Whitehous¢ al., 2001
BRCT Il Lig Il BRCT-Doméane Lig lll wird stabilisiert Caldmttet al, 1994
n.b. Aprataxin FHA-Doméne Interaktion mit phosphorylesrt Clementset al,, 2004,
XRCC1, verbesserte SSB-Reparatiueveret al.,, 2004
Tdpl n. b. Tdp1 wird stimuliert Plet al., 2003
TRF2 nb. n. b. Muftuoglet al., 2006

Begriindet durch die Vielzahl von funktionellen hatetionen wird XRCC1 als zentrales
Koordinationsprotein von BER und SSBR angesehenspiglt eine grosse Rolle bei der Erforschung
dieser Mechanismen. Im menschlichen XRCC1-Gen wumtdehrere Polymorphismen identifiziert.
Einige davon resultieren in Aminoséureaustauschdie, mit einer erhohten Anfalligkeit fur
verschiedenen Krebsarten in Zusammenhang gebraafttew (Frosinaet al, 2004, Ladigest al,
2006). Unklar ist jedoch, ob dies ausschliesslighesne Fehlfunktion von XRCC1 wahrend der DNA-

Reparatur zurtckzufuhren ist.
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1.5.2 Regulation des Zelltodes durch Poly (ADP-Ribosyiirung

1.5.2.1 Apoptose und Nekrose als Formen des Zelltodes

Um die Homd@ostase in multizellularen Organismermrealftzuerhalten, ist es erforderlich, geschadigte
oder funktionsuntiichtige Zellen zu eliminieren. Meseitigung der Zellen kann prinzipiell Gber den
kontrollierten Weg der Apoptose oder dem eher wnugierten Prozess der Nekrose ablaufen (Edinger
& Thompson, 2004). Beiden Abldufen kdnnen charadtische zellulare Veranderungen zugeordnet
werden. Die Apoptose ist morphologisch und bioclsemmidurch das Schrumpfen der Zelle, die
Ausstllpungen der PlasmamembraBlepbing, der Aktivierung von speziellen Cysteinproteasen
(Caspasen) sowie der Kondensation und Fragmengjedsgr DNA beschrieben. Die Bildung
sogenannter apoptotischer Korperchempoptotic bodies und die Externalisierung von
Phosphatidylserin-Lipiden an die dussere SeiteZddmembran markieren diese Zellen anschliessend
fur die Phagozytose durch Makrophagen oder Lympteoz{Kerret al, 1972, Hengartner, 2000). Bei
der Nekrose kommt es durch die Aktivierung lysosem&roteasen und DNasen zum Abbau von
Proteinen sowie der chromosomalen DNA. Bedingt ldudas Anschwellen aller Zellorganellen
erfolgen die Ruptur der Zytoplasmamembran und dieisBtzung des Zellinhalts, verbunden mit
inflammatorischen Prozessen (Edinger & Thompso64p0

Apoptotische Stimuli kénnen funktionell in extriashe oder intrinsische Faktoren eingeteilt werden,
jenachdem ob sie den apoptotischen Prozess dureh Irderaktion mit extrazellularen oder
intrazellularen Proteinen initiieren (siehe Abbl3). Beim extrinsischen Weg kommt es infolge der
Stimulation von membranstandigen Rezeptoren der-FafRilie (Apo-1/Fas, TNF-R1, DR3-5) durch
extrazellulare Liganden (TNf FasL, TRAIL) zur Aggregation der Rezeptoren unthee
anschliessenden Rekrutierung von Adaptorproteimea,demFas-associated death domain adaptor
protein (FADD) oder demTNF receptor-associated death domain adaptor prof@RADD). Diese
Adaptorproteine binden die Proenzyme der Initiataigasen Caspase-8 und 2 im DISC-Komplex
(death inducing signaling complexind induzieren dadurch deren Autoaktivierung (Kmaer, 2000,
Peter & Krammer, 2003). Die aktiven Initiatorcasga werden als Heterotetramer von je zwei kleinen
und grossen Untereinheiten aus dem DISC entlagienkonnen im Folgenden die Proproteine der
Effektorcaspasen 3, 6 und 7 spalten und diese dacdelvenfalls aktivieren (Bratton & Cohen, 2001,
Riedl & Shi, 2004). Zusatzlich wird das bcl-2-Piat8id durch die Caspasen 2 oder 8 gespalten. Das
aktivierte Protein t-Bid verbindet als proapotatiss Protein den extrinsichen Weg der Apoptose mit
dem des intrinsischen Prozesses (Hengartner, 2008)zentralen Vermittler des intrinsichen Weges
der Apoptose bilden die Mitochondrien. Unter stiressn Bedingungen ist dieses Organell essentiell,
sowohl fir Biosyntheseprozesse als auch den Abbaan Wakromolekilen [-Oxidation,

Harnstoffzyklus, Citratzyklus). Die Intaktheit rd#itochondrien ermdglicht den Aufbau eines elektr
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Abb. 1.13: Mechanismen zur Vermittlung der Apoptose

Caspase-abhangig:Die Induktion der Effektoraspasen (Caspase 3, 6kaf)n extrinsich vermittelt durch die
Stimulation von Todesrezeptoren (Fas), oder intindurch die Aktivierung der Initatorcaspase 9rutes Apoptosom
(Cytc-Apaf-1-Procaspase 9) erfolgen. In beiden dféliverden letzendlich durch die Effektorcaspaseoteire
gespalten, die in die Organisation der Zellstrukind dem Ablauf sowie von regulatorischen und nisthen
Prozessen eingebunden sind. Unter anderem erfdigéurch die Aktivierung der DNase CAD und ansckbkesl die
Spaltung der chromosomalen DNA in oligonukleosonfakggmente sowie die Formation der typischen apispten
Kdrperchen #§poptotic bodies) Caspase-unabhangig: Ohne Beteiligung von Caspasen werden alternative,
proapototische Proteine (EndoG, AlIF) aus dem Mibochium transportiert. Diese translozieren in detikérn und
induzieren zusammen mit assoziierten DNasen dig@lmi Fragmentierung der DNA in 50 kbp-Fragmentabé@
kommt es jedoch nicht zur kompletten Kondensaties €hromatins, sondern nur zur partiellen Chrorobtae
(nuclear shrinkagpe

chemischen Membranpotentials an der inneren Mitodhiemembran und daran gekoppelt die
Generierung von ATP. Durch intrinsische apoptogs8&timuli wird das Membranpotential aufgehoben

(Bratton & Cohen, 2001, Newmeyer & Ferguson-Mill&003) und es erfolgt die Freisetzung
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proapoptotischer Molekile wie CytochromApoptosis inducing factofAlF), Smac, Endonuklease G
und Omi/HtrA2 ins Cytosol (Ferri & Kroemer, 200lae8enset al, 2004, Munoz-Pinedet al, 2006).
Dieser Prozess obliegt einer strikten KontrollectiuProteine der Bcl2-Familie (Reed, 1998, Newmeyer
& Ferguson-Miller, 2003). Anschliessend wird eirtagolischer Komplex bestehend aus Cytochrom c,
Apaf-1, dATP und der Procaspase 9 (Apoptosom) debilder in Analogie zum extrinsischen Weg
(DISC) die Autoprozessierung und Aktivierung des@ase 9 bewirkt (Bratton & Cohen, 2001, Schafer
& Kornbluth, 2006). Caspase 9 spaltet dann ebenthé Procaspasen 3, 6 oder 7 und leitet damit wie
beim intrinsischen Weg die Exekutionsphase der Ags®pein. In den terminalen Prozessen werden
Proteine mit zentralen zellularen Funktionen in @eganisation des Cytoskeletts (Lamin A/B, NuMa,
hRNP’s), der DNA-Reparatur (PARP-1/2, DNA-Ligase DNA-PK.), sowie der Zellzyklusregulation
(p21VaCPL pKCY) durch die Effektorcaspasen an spezifischeptisequenzen ([EVD, 1|ETD,
VD|AD) gespalten und dadurch inaktiviert (Earnshat al, 1999, Riedl & Shi, 2004).
Morphologisches Merkmal von apoptotischen Zellénns Unterschied zur Nekrose die Kondensation
des Chromatins, verbunden mit der Fragmentierung dellkerns. Fiur diesen Prozess werden
spezifische apoptotische Nucleasen aktiviert, welcle Spaltung der Chromosomen zunéchst in
grossere DNA-Fragmente von 50-300 kbp (HMW-Fragmentund anschliessend durch
internukleosomale Spaltungen in 180 bp-FragmetéA-ladde) katalysieren (Scovassi & Torriglia,
2003, Samejima & Earnshaw, 2005). Hauptverantvetrtidafiir ist die Mg-abhangige aspase-
aktivierte DNase CAD/DFF40. Normalerweise liegt diese Nukleastgrund der Interaktion mit dem
Inhibitor ICAD/DFF45 als inaktives Enzym vor. Werddurch apoptotische Stimuli Effektorcaspasen
aktiviert, wird ICAD durch diese gespalten und Degradierung der chromosomalen DNA durch CAD
katalysiert (Widlak & Garrard, 2005, Samejima & &straw, 2005).

Neben dem caspase-vermittelten Suizid wurde ineAehoch eine zweite Form der intrinsischen
Apoptose beschrieben, die unabhéangig von der Adivig dieser Proteasen ablauft. Eine zentrale
Funktion in diesem caspase-unabhangigen ZelltoehésiAbb. 1.13) spielen die Proteine AIF und
EndoG (Susiret al, 2000, Kroemer & Martin, 2005). Bei AIF handelt ®sh um ein 67 kDa grosses
Protein, welches Homologien zu bakteriellen un@muflichen Oxidoreduktasen aufweist (Susiral,
1999, Modjitahediet al, 2006). Unter physiologischen Bedingungen ist AlF der inneren
Mitochondrienmembran verankert (Susinal, 1999, Oterat al, 2005) und katalysiert als Flavoenzym
die Oxidation von NAD(H) (Miramaret al, 2001, Vahsemrt al, 2004). Infolge apoptotischer Stimuli
wird AIF aus dem Mitochondrium freigesetzt, trazsbot in den Zellkern und bewirkt dort die initale
Kondensation des Chromatins (Sustral, 1999, Daugast al, 2000, Candet al, 2002). Die Studien
von Yeet al (2002) und Vahseat al (2006) belegen eine Bindung von AIF an chromoseriédNA,
geben jedoch keinerlei Hinweise auf eine unmittedldaNase-Aktivitat dieses Proteins. Bisher wurde in
humanen Zellen noch keine Nuklease identifiziertlolve AlF-assoziert fur die Spaltung der DNA
verantwortlich ist (Cregaat al, 2004, Modjtahedet al, 2006). InC. elegansvurde die Degradierung
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der chromosomalen DNA durch den AIF-EndoG-Komplexd einen AlF-Cyclophilin A-Komplex
gezeigt (Cregast al, 2004).

Mit der Entdeckung der Apoptose und Nekrose als licitey Formen des Zelltodes stellte sich
gleichzeitig die Frage der Regulation dieser Prsze®ie umfangreichen Studien zur Induktion der
caspase-vermittelten Apoptose zeigen, dass furAddauf dieser Form des Zelltodes zum einen die
Verfugbarkeit von ATP und zum anderen die Aktiviggwwon Caspasen von Bedeutung ist. Wird eine
der beiden Parameter eingeschrankt, stirbt dieeZalirch caspase-unabhdngige Mechanismen oder
nekrotisch (Kroemeret al, 1998, Nicotera & Melino, 2004). Wé&hrend die Negopassiv und
energieunabhéngig ablauft, sind die Hydrolyse voFPAoder die Integration des Trinukleotids in
Proteinkomplexe (Apoptosom) fur den Fortgang deo@tpse erforderlich (siehe Abb. 1.14) (Nicotera
& Melino, 2004, Chiarugi, 2005, Bratton & Cohen020 Schafer & Kornbluth, 2006). Zudem wurde in
Experimenten von Leiset al (1997a) gezeigt, dass bei vergleichbarer apgotodr Stimulation in

ATP-minimierten Zellen anstelle des apoptotischelit@des die Nekrose ablauft.

Todes-
Stimulus — ATP-abh. PS-Translokase

—— Apoptosom-Aktivierung
-ATP +ATP ——1— Kinasen

——> Aktivierung von Calpainen
—— Stabilitdt AY,

00 B
o° -
Nekrose Apoptose

Abb. 1.14: Regulation des Zelltodes durch ATRmodifiziert nach Nicotera & Melino, 2004)
Einzelne Schritte der Apoptose sind ATP-abhangigatthdngig von der Art des Stimulus entscheidetzédulare
ATP-Spiegel ob eine ATP-abhangige Apoptose ablakéem oder die Zelle nekrotisch stirbt.

Fir die Regulation der proteolytischen Aktivitar deaspasen ist bekannt, dass Zellen Gber endogene
caspaseinhibitorische Proteine verfligen, welcheAdtgvitat dieser Proteasen kontrollieren. Die zur
IAP-Familie (nhibitor of apoptosis proteinszugehorigen Proteine DIAP, IAP oder XIAP steudm®
Aktivierung sowohl von Initiator- als auch Effektaispasen, indem sie entweder im katalytische
Zentrum der Caspasen binden oder alternativ dem@eibierung verhindern (siehe Abb. 1.13, Bratton
& Cohen, 2001, Saeleret al, 2004). Fur die Regulation des caspase-unabhé&ngightodes wurde
eine spezifische Kontrolle der AlF-Translokationrau das Hitzeschockprotein Hsp70 beschrieben
(Cregaret al, 2004, Modjitahedet al, 2006).
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1.5.2.2 PARP-1 und die Regulation des Zelltodes

Unterschiedliche Beobachtungen lieferten Hinweiseetne Beteiligung des PAR-Metabolismus an der
Regulation des Zelltodes. 1985 wurde von Bergeral. gezeigt, dass ein durch UV-Bestrahlung
induzierter Zelltod in Anwesenheit von PARP-Inkdiben unterbunden werden kann. In anderen
Studien zeigte sich, dass PARP-1 im Verlauf derpgipse durch die Effektorcaspasen 3 und 7 in ein 24
kDa grosses DNA-bindendes Fragment und ein C-talesn89 kDa-Fragment, ein fur Analysezwecke
typischerweise genutzter Apoptosemarker, gespalish (siehe Abb. 1.3 A) (Kaufmanet al, 1993,
Lazebniket al, 1994, Tewariet al, 1995). Dieses apoptotische PARP-1-Fragment vemietg zu
homodimerisieren und kann nicht durch DNA-Bricheéakdisch aktiviert werden (Kinet al, 2000,

D Amourset al, 2001, Soldani & Scovassi, 2002).

Unter Verwendung von PARP-Inhibitoren, caspase-aitispren PARP-Mutanten oder in Zellen mit
genetisch depletierter PARP-1 wurden unterschiedlitrategien verfolgt, um die Funktion des PAR-
Metabolismus fiir einzelne apototische Stimuli zir&h (Herceg & Wang, 2001, Bouchatdal, 2003,
Virag, 2005). Bei einer Induktion der Apoptose duextrinsische, nichtgenotoxische Stimuli (FasL und
TNFa) wurde in Zellen eine zeitlich frihe PAR-Synthésmbachtet (Simbulan-Rosentledlal, 1998,
Simbulan-Rosenthakt al, 1999, Herceg & Wang, 2001). Die Bedeutung dieBety (ADP-
Ribosyl)ierung fur die unmittelbare Induktion desllbdes ist jedoch bis jetzt unklar. Ein Vergledr
FasL- oder TNE- induzierten Apoptoseraten zeigte keine deutlicbeterschiede zwischen PARP-1-
depletierten und Wildtypzellen. Es wurde ledigleihe Verzdgerung des Zelltodes in Abwesenheit von
PARP-1 beobachtet (Leist al, 1997b, Waneet al, 1997, Virag, 2005). Desweiteren wird PARP-1 im
Zuge der TNE- induzierten Apoptose frihzeitig duch Caspasenpaémn. Dadurch kann die
Aktivierung in spaten Stadien des Zelltodes niatiblgen (Herceg & Wang, 1999, Boulares al,
2001). Von Germaiet al. (1999) wurden Untersuchungen zur Spaltung der RARBrch die Caspase

7 in Abhéngigkeit von der Modifikation mit PAR-Kett durchgefiihrt. Dabei zeigte sich, dass im
Vergleich zum unmodifizierten Enzym die Proteolys Poly (ADP-Ribosyl)ierten PARP-1 deutlich
schneller und effizienter erfolgt. Moglicherweisankelt es sich daher bei der durch FasL- undcaFNF
induzierten PAR-Synthese um einen positiven Reguiamechanismus um die Rate der PARP-1
Spaltung zu verbessern (Germatral, 1999).

Genotoxische Behandlungen z. Bsp. mit alkylierendgenzien (EMS, MMS und MNNG) oder
oxidativer Stress (0, und Peroxynitrite) fuhren zu einer massiven Sdnéitty der DNA und damit
verbunden zur Aktivierung von PARP-1. In untersdh@en Studien wurde eine direkte Korrelation
zwischen der PARP-1-Aktivierung und dem Auslosen »poptose oder Nekrose beobachtet (Herceg
& Wang, 2001, Virag, 2005). Zur Beschreibung delt@@es nach genotoxischer Schadigung existieren
zwei verschiedene Modelle (siehe Abb. 1.15).
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A) PARP-1-vermittelte Depletion von ATP und NAD' (Suizid-Hypothese) B) PARP-1-vermittelter caspase-unabhéngiger Zelltod
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Abb. 1.15: PARP-1 als Mediator des Zelltodes

A) In der Suizidhypothese nach Bergeral. (1985) verursacht die vermehrte Poly (ADP-Ribdeyl)ng ein Absinken
des zellularen NADGehalts. Infolgedessen ist die Bildung von ATPrigigkolytische und mitochondriale Prozesse
(Atmungskette) blockiert. Die Resynthese von NAD Zellkern verstarkt die ATP-Absenkung. Je nathri@ des
genotoxischen Stimulus resultiert daraus der apisptee oder nekrotische Zelltod.

B) Nach den Ergebnissen von Yat al. (2002) induziert die vermehrte Aktivierung von PRR einen caspase-
unabhéngigen Zelltod durch die Translokation desapoptotischen Proteins AIF aus dem Mitochondriumdén
Zellkern und die Chromatinolyse des Zellkerns.

In der von Bergeet al. (1985) postulierten ,Suizid-Hypothese* wird derl#el nach einer vermehrten
Aktivierung der PAR-Synthese auf die massive Déptetles zellularen NAI zuriickgefihrt (siehe
Abb. 1.15 A). Die Minimierung des cytosolischen NADunterbindet den Ablauf essentieller Schritte
der Glykolyse und damit die Generierung von ATP UdMAD(H),. Der Mangel an reduzierten
Reduktionsdquivalenten resultiert schliesslich imee Destabilisierung des mitochondrialen
Membranpotentials und tragt damit zur ATP-Depletimei. Im Zuge der Resynthese von NADN
Zellkern wird zusétzlich ATP verbraucht (Rongvaetxal, 2003), was letztendlich zum Zelltod fuhrt
(Bergeret al, 1985, Chiarugi, 2002, Horeg al, 2004). Beziiglich der ,Suizid-Hypothese* (siehebAb
1.15 A) wurde gezeigt, dass die Intensitat des tgaaszhen Stimulus zur Entscheidung fur oder gegen
die Apoptose beitragt. Wahrend eine vermehrte PARYRse infolge einer massiven DNA-
Schadigung nahezu alles zellulare ATP und NAIhd dadurch den nekrotischen Zelltod initiiert
(Zzhanget al, 1994b, Viraget al, 1998, Ha & Snyder, 1999, Virag & Szgb2002), erlaubt die
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Anwesenheit verbleibender ATP-Resourcen nach \ggriar genotoxischer Schadigung den Fortgang
des apoptotischen caspase-vermittelten Zelltodead\y2005).

Von Yu et al. (2002) wurde ein alternatives Modell des Zelltodesrmittelt durch PARP-1
Aktivierung vorgeschlagen. In diesem Modell sigsiaiit die PARP-1 abhangige Poly (ADP-
Ribosyl)ierung die Translokation des proapoptoesciProteins AIF in den Zellkern (siehe Abb. 1.13
und Abb. 1.15 B). Die anschliessende Chromatinotiese Zellkerns initiiert den caspase-unabhangigen
Zelltod (Yuet al, 2002, Honget al, 2004, Kohet al, 2005). Die Tatsache, dass der AlF-vermittelte
Zelltod nicht nur an die Gegenwart der PARP-1, sondauch an dessen katalytische Aktivierung
geknipft ist, lasst schliessen, dass durch die @dP-Ribosyl)ierung entscheidende Signale ausgelos
werden. Der molekulare Mechanismus, wie die Freisegy von AIF ausgelost wird, ob freie PAR-
Molekile oder PAR-Modifikationen daran beteilighdj ist noch ungeklart (Hongt al, 2004, Kohet

al., 2005).
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1.6 Zielsetzung

Biologische Zellsysteme sind stetig exogenen undlogenen erbgutschadigenden Einflissen
ausgesetzt. Die betroffenen Zellen reagieren daraukomplexen Reaktionen, um bestehende DNA-
Schaden mdglichst zu beseitigen. Ist das Repamtigen der Zelle Uberschritten, so kann der Zellto
eingeleitet werden, um dem Auftreten von genetisdhstabilitdt und der Entwicklung von Krebs
entgegenzuwirken. Eine wichtige Schalterfunktiorelsplabei die Poly(ADP-Ribosyl)ierungsreaktion.
Poly (ADP-Ribose) kann in Zellen multiple Reaktionauslésen. Einerseits tragt die Poly (ADP-
Ribosyl)ierung tber die Beteiligung an DNA-Reparptozessen zum Erhalt der genomischen Stabilitat
bei. Anderereits signalisiert die Anwesenheit voolyP(ADP-Ribose) Polymeren unmittelbar die
Induktion des Zelltodes. Wéahrend die Poly (ADP-RigoPolymerasen recht gut charakterisiert wurden,
sind nur wenige Informationen zum Schlisselenzyra Helymer-Abbaus, der Poly (ADP-Ribose)
Glycohydrolase (PARG), vorhanden. Ziel der Arbeérves deshalb, erstmalig Interaktionspartner der
humanen PARG zu identifizieren und anschliesserdfudiktionellen Aspekte dieser Protein-Protein-
Wechselwirkungen im Detail zu studieren. Dafir teolzunachst die Klonierung der cDNA der
humanen PARG erfolgen. In anschliessenden Expetenewar die Etablierung eines Systems zur
rekombinanten Expression und Affinitatsimmobilisieg des Enzyms erforderlich. Auf dieser Basis
sollte die Identifikation von PARG-Interaktionspzetn erfolgen. Anschliessende funktionelle
Untersuchungen sollten zeigen, wie sich die PAR@em-Interaktionen auf den Ablauf des Poly
(ADP-Ribose) Metabolismus auswirken und welche kegpenzen sich daraus fur den Ablauf zellularer

Prozesse wie der Induktion des programmiertenatidl ergeben.





