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3 Experimente

3.1 Klonierung und Expression humaner PARG

3.1.1 Klonierung des Gens der humanen Poly (ADP-Ribose)l&ohydrolase

Ein Ziel der Arbeit war es, Interaktionspartner dermanen Poly (ADP-Ribose) Glycohydrolase
(PARG) zu identifizieren. Zur Klonierung des Gers Humanen PARG wurde eine cDNA Synthese an
HelLa S3 Gesamt-RNA und anschliessend eine PCRemitdimern PARG f und PARG r (siehe Tab.
2.5) durchgefiihrt. Das entstandene PCR-Produkt evurdden Vektor TOPO TA 2.1 kloniert. Der
Erfolg der Klonierung wurde mittels Restriktionsiis@n bestétigt und anschliessend das inserierte
DNA-Fragment mehrerer Plasmide doppelstrangig sexied. Die aus dieser Nukleotidsequenz
abgeleitete Aminosaureabfolge  wurde mit  Daten ausorhandenen Genbanken

(www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) verglichen.

PARG f PARG r
_’ ‘_
-80 3061
cDNA PARG E, E E, E, |E |EEE,| E, EFEE,E;EJEqEs Ey |Es
Nti Nt2928
pot. pot. pot. pot. pot. pot.

NLS NLSNES bpNLS NLS NES

poenears, | e =

AS, ‘ ‘ /J\ AS,,,
VRN

TOPO-TA PARG Ry PuRs  RiosKis EvrPrss Quor Daso Eno Pors Tos Rrs Fare W5 Qyre
AF005043 AuTu Qs RiosKus Vier Liss Hosr Hass Koso Sars bso Rare Lire W,s Qg
ncer*® AuTQu liosEus Vior Liss Hos Haws Koso Srs s Hors Fing W, Quis
AY258587° RiyPuRs  RisKis EiprPiss Qoo Daes Eso Pare Taso Rars Fure Wy, Qe
EST's™° RiPuRs  RisKis EiprPiss Quzr Doty Eogo Pors Tome = - W15 Quio

Abb. 3.1 Polymorphismenanalyse der aus HeLa S3 cDN#éonierten PARG

Schematische Darstellung der HeLa S3 PARG- cDNAdirdles daraus resultierende PARG Protein. DieMeyer
et al. (2003) postulierte Exonenstruktur{E;s) wurde bernommen. Die Lage der Polymorphismemrfidgen auf
das Protein) ist gekennzeichnet. Die PositionenzderKlonierung eingesetzten Primer PARG f und PAR@Iativ
zum Translationsstart und Translationsstop sindegelgena Daten aus Meyeet al. (2003), b NCBI-Referenz:
NT_033898.2, NT_035036, XM_011844 EST-Klone: BU429712.1, AW861896.1, BG719380.1, BUE®9.1,
BU601350.1

Nt-Nukleotide, AS-Aminoséaure
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Die aus HelLa S3 Zellen amplifizierte PARG-Nuklesgduenz codiert demnach fur ein Protein von 976
Aminosauren (siehe Abb. 10.1, desweiteren hinterlegi NCBI unter deraccession number
DQ867088). Alle Aminosauren, die essentiell fur deralysemechanismus {8, Ezss, Erse, Y795) und

die zellulare Verteilung (pot. NLS: 16EWs, Ps>V3s, Vssrlsss, (pot. bipartite NLS: MisKazs (pot.
NES: Liseli3s Lgsr-Lggg) sind, wurden identifiziert. Bereits durch Meyetr al. 2003 nachgewiesene
Polymorphismen in Sequenzen postulierter human&@@®ADNAs fanden sich auch in der aus Hela-
cDNA klonierten PARG wieder (siehe Abb. 3.1).

Um die katalytische Aktivitat der klonierte PARG Ziberprifen, wurde die gesamte kodierende
Nukleinsduresequenz in den Vektor pEGFP-C2 klomied anschliessend eine Expression in HeLa S3
Zellen durchgefuhrt. Immunfluoreszenzanalysen eeigtine Kolokalisation von endogener PARP-1
und exprimierter GFP-PAR{ im Nukleus (siehe Abb. 3.2 A). Die katalytischeti&kat der PARG
wurde indirekt durch den Nachweis der formiertenRPAach Schadigung mit MNNG gemessen.
Wahrend in untransfizierten Zellen 15 min nach gexischer Schadigung grosse Mengen an PAR
detektierbar waren, konnten diese in Zellen mitrexierter GFP-PARG nicht mehr nachgewiesen
werden (siehe Abb. 3.2 B).

A) a-GFP  o-PARP-1,,, Uberlagerung

a-EGFP a-PAR  Uberlagerung

-

Abb. 3.2: Die aus HeLa S3 cDNA klonierte PARG ist &talytisch aktiv

HelLa S3-Zellen wurden mit dem Plasmid pEGFP PaR@ansfiziert. Nach einer Expressionszeit von 24unde die
Synthese von Poly (ADP-Ribose) durch Schadigungzeédien mit 500 pM MNNG (15 min) induziert und diellen
anschliessend mit Formaldehyd/Triton fixieft Der Nachweis der Kernlokalisation von PARP-1 und GFFAREA
erfolgte durch Immunfluoreszenz mit den primarenil&irper a-PARP-1 AMD unda-GFP sowie den sekundéaren
Antikdrperna-Kaninchen-1gG-Alexa 594 (rot) unetMaus-1gG-Alexa 488 (grinB: Die Expression von GFP-PARG
wurde mit dem polyklonalen AntikbrperEGFP nachgewiesen. Formierte PAR-Polymere wurdiédem Antikérper
mAb o-Poly (ADP-Ribose)/10H identifiziert. Als sekundafatikorper wurdena-Kaninchen-lgG-Alexa 488 (griin)
und a-Maus-1gG-Alexa 594 (rot) eingesetzt. Pfeile kenolaeen transfizierte Zellen mit katalytisch aktiARG.
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3.1.2 Expressions- und Reinigungsversuche der humanen PAR,,

Zur rekombinanten Expression der PARG wurde dieamés kodierende Nukleinsduresequenz unter
Verwendung der Primer PARG-1 und PARG-2 (siehe Tab) in den Vektor pQE31 kloniert. Das
resultierende Plasmid pQE31 PARE wurde anschliessend irE. coli Expresssionsstamme
transformiert und Expressionsversuche unternomrdenachst wurden die Stamnie coli NM 522
bzw. M15 gewahlt. Trotz variabler Expressionsbedimgen war in keinem dieser beiden ZellstAmme

eine erfolgreiche Expression von His-PAR&GnoOglich (siehe Tab. 3.1).

Tab. 3.1: Optimierung der Bedingungen zur rekombinaten Expression der PARGygin E. coli

E. coli Variation der Expressionstemperatur® Expression nach
Stamme Blackwell et al.
37°C 30°C 25°C (1991)”

Exprges. Expribsl. Exprges. Exprlbsl. Exprges. Exprlbsl. Exprges. Exprlbsl.
pPQE31 PARG; 0

NM522 - 0% - 0% - 0% n. u. n. u.
M15 - 0% - 0% - 0% n. u. n. u.
JM109 ++ 5% - 0% - 0% n. u. n. u.
BL21 CodoARIL | ++++ 2% + 5% - 0% +++ 2%

BL21 Codor RIL | ++++ 2 % + 5% - 0% +++ 40 %
(PREP4)

PASK7 PARG: 10

M15 - 0% - 0% - 0% n. u. n. u.
JM109 - 0% - 0% - 0% n. u. n. u.
BL21 CodoARIL | ++++ 2% ++ 2% - 0% - 0%

BL21 CododRIL @ ++++ 2% ++ 2% - 0% - 0%

(PREP4)

a) Expression in LB in Anwesenheit der entsprechenfigibiotika (siehe Tab. 2.11)

b) Expression in LB + 1 mM Betain + 0,5 M SorbitollgBkwell et al, 1991) in Anwesenheit der entsprechenden
Antibiotika (siehe 2.2.7.1)

Die Expression wurde mittels SDS-PAGE und Westdot-Bi-His bzw. a-Streptactin) untersucht und graduiert nach
keine Expression (-), geringe Expression (+), dixpression (++), sehr starke Expression (+++),tnictersucht (n.u.)
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Eine Analyse der Nukleinsauresequenz der aus HBINAcklonierten PARG-cDNA ergab, dass die
Kodierung der Aminosauren Arginin, Isoleuzine urelkin in diesem Gen gehdauft Gber die ¥orcoli
selten genutzten Codons AGG bzw. AGA (Arginin), Aldaoleuzin) und CUA (Leuzin) erfolgt. Daher
wurde das Plasmid pQE31 PARGalternativ in den Stamr. coli BL21 Codor RIL transformiert,
welcher zusatzlich die zuvor genannten selteneno@®gblasmidkodiert besitzt, und die Expression
wiederholt. In diesem Fall wurde unter StandardfEgpionbedingungen (37°C, 1 mM IPTG, 3 h) His-
PARG 1o deutlich exprimiert. Nach dem Aufschluss der Zelkerblieb das Fusionsprotein jedoch
grosstenteils im Pellet in Form von unlgslichedusion bodiegsiehe Tab. 3.1). Eine Verringerung der
Expressionstemperatur hatte lediglich eine germ@asamtexpressionsrate, nicht jedoch die Erh6hung
des Anteils Ioslich exprimierten Proteins zur Folgeehe Tab. 3.1). Um die Expression von His-
PARG; 10 noch weiter beeinflussen zu kdnnen, wurde der skigptionsrepressor Lacl, kodiert auf dem
Plasmid pREP4, zusatzlich B coli BL21 Codori RIL koexprimiert. Die beabsichtigte Verringerung
der Gesamtexpression und daraus resultierende @Emgotles Anteils l6slich exprimierten Proteins
wurde aber auch damit nicht erreicht (siehe Tabh. & einer Studie von Blackwedt al. (1991) wurde
gezeigt, dass bei einer Zellanzucht unter osmatis&tressbedingungen in Gegenwart von Sorbitol und
Glyzylbetainen die Bildung vomclusion bodiesminimiert und die Proteinfaltung verbessert werden
konnte. Daher wurde diese Methode fir die Expression His-PARGo in E. coli E. coli BL21
Codori RIL auch getestet. Es zeigt sich, dass die Gesamassion von His-PAR(G, unter diesen
Bedingungen geringfligig verringert wurde (siehe.Tat). Wurde zudem der Transkriptionsrepressor
Lacl koexprimiert E. coliBL21 Codor RIL (pREP4)), konnte der Anteil I6slich exprimient Proteins
auf 40 % erhéht werden (siehe Tab. 3.1 und AbbB3.3

Das loslich exprimierte His-PARG wurde anschliessend einer Chromatographie an M-NT
Chromatographie unterzogen. His-PAR§xeigte nur eine geringe Affinitdt gegenuber deplaeose
auf. Daher wurde die Bindung des Proteins an dieNNA-Matrix unter sehr unspezifischen
Bedingungen (kein Imidazol, 100 mM NacCl, pH 8,5ygenommen. Dennoch konnten nur geringe
Mengen His-PARG, an die Sepharose gebunden werden, die zusammepimgen bakteriellen
Proteinen bereits bei 10 mM Imidazol eluierten Ksie Abb. 3.3). Ebenso scheiterten
Reinigungsversuche an Ni-NTA-Sepharose, in denerstzukturellen Stabilisierung von His-PARG
zusatzlich Inhibitoren der PARG (Gallotannine, ¥@ipitel 3.2.1 und 3.2.2) eingesetzt wurden (Daten
nicht gezeigt).
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Abb. 3.3: His-PARG; 1 bindet nicht an Ni-NTA-Sepharose

Die gesamte kodierende Nukleinsauresequenz derdam®ARG wurde in den Vektor pQE31 kloniert undmeder
Methode von Blackwelet al. (1991) inE. coli BL21 Codofi RIL, zusammen mit dem Transkriptionsrepressor Lacl
exprimiert. Anschliessend erfolgte eine Chromatphgi@ an Ni-NTA-Sepharos@: Schematische Darstellung des
Fusionsproteind: Proben der jeweiligen Reinigungsschritte wurdereimem 8% SDS-PAGE aufgetrennt und mit
Coomassie Brilliant Blue angefarbf: Proben des Reinigungsprotokolls wurden auf PARGiviEt untersucht.
Gekennzeichnet wurde die Position von PAR, ADP-Ré&ond AMP.

E. coli to-E. coli vor Induktion,E. colits-E. coli 3 h nach Induktion, RE 1&- coli Extrakt (I6sliche Proteine), Pellet-
unlésliche Fraktion nach Zellaufschluss, Df-Durakff an Ni-NTA-Sepharose, W-Waschfraktionen mit &..20 mM
Imidazol, Ni-NTA-an Ni-NTA-Sepharose gebundene Birug

Um die Bindungsprobleme bei der Chromatographi?NeNTA-Sepharose zu umgehen, bot sich als
Alternative die Expression und Reinigung als Staiggtusionsprotein an. Streptagll ist ein Oktapeptid
(WSHPQFEK), dessen Affinitat zu Streptaktin verghsweise hoher ist als der Penta-Histidintag an
die Ni-NTA-Sepharose. Die Elution erfolgt mit Destbiotin unter milden Bedingungen, so dass die
Aktivitat des untersuchten Proteins nicht beeirsfluswerden sollte. Zur Nutzung dieses
Expressionssystems wurde die gesamte kodierendéeiNsduresequenz der humanen PARG unter
Verwendung der Primer PARG-1 und PARG-2 (siehe Tab) in den Vektor pASK-7 kloniert
(PASK7-PARG ;o) und erneut in verschiedekie coli Expressionsstamme transformiert. Damit erfolgte
Expression der PAR{g mit N-terminalem Streptag. Wie im Falle von HisfR@, ;o war trotz variabler
Bedingungen keine Expression i coli M15 bzw. JM109 moglich. Wurde der Standn coli BL21
Codori RIL genutzt, erfolgte die Expression ebenfalls vornéttmih Form von unloslicheimclusion
bodies Die Koexpression von Lacl als auch die Zugabe agmolytischen Substanzen fihrten nicht zu
einer Erhéhung des Anteils I6slich exprimiertentBires. Versuche, das Protein in Form woclusion
bodiesaus E. coli zu isolieren, schrittweise ruckzufalten und damteu nativen Bedingungen an

Streptaktin-Sepharose zu reinigen scheiterten abenfum einen wurde wahrend der Rickfaltung das
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Protein unspezifisch gespalten. Aus friheren Pabbken ist zudem bekannt, dass die Zugabe des
Substrates PAR (250 nM PAR-modifizierte PARP-1)seassiell fur die Renaturierung ist (Shahal,
1995). Diese Mengen standen im Rahmen einer Didiggedestens 1 L) nicht zur Verfigung.

Da eine Reinigung von PARg als Fusionsprotein auf diesem Wege nicht mogliah wurden in den
folgenden Experimentei. coli Rohextrakte, in denen entweder His-PARGoder zur Kontrolle
Vektorproteine (pQE31) Uiberexprimiert vorlagen geisetzt.

3.2 Etablierung einer Affinitatsmatrix zur Immobilisier ung der PARG

Die im Kapitel 3.1.2 beschriebenen Experimenteematfezeigt, dass durch den Einsatz konventioneller
Affinitditschromatographien eine Reinigung bzw. Rederung der humanen PARG nicht méglich war.
Es sollte als Alternative Uberprift werden, inwrefesich eine spezifische Affinitatsmatrix unter

Verwendung von PARG-Inhibitoren zur Immobilisieruter PARG eignete.

3.2.1 Wirkung verschiedener PARG-Inhibitoren in humanen Kernextrakten

Wahrend die Entwicklung und Anwendung von Inhigtofir PARP-1 bereits sehr weit fortgeschritten
ist, sind in der Literatur nur wenige Molekile begseben, welche die Aktivitat der PARG hemmen.
Ziel war es, einen PARG-Inhibitor zu finden, denzeinen die humane PARG effektiv inhibiert, sich
zudem aufgrund seiner chemischen Eigenschaftenfé@u&ine Immobilisierung an Sepharosen eignet.
Durch Bertramet al. (2003) wurde gezeigt, dass der Gehalt an Poly (Ri®se) in humanen
Lymphozyten durch das pflanzliche Polyphenol (-)igaflocatechin-3-Gallat (-) EGCG reguliert
werden kann. Desweiteren wurde fur Gallotannine dir Klasse der hydrolysierbaren Tannine
gehoren, nachgewiesen, dass sie aus Mauszellenabwahumaner Plazenta isolierte PARG hemmen
(Tsaiet al, 1992, Aokiet al, 1993). Daneben wurde in Experimenten im Tierkuttodell von Luet al.
(2003) der Einsatz von symmetrisch substituiertdor@nverbindungen als PARG-Inhibitoren (GPI
16552 [(N-Bis-Phenyl-Propyl)-9-Oxo-Fluoren-2,7-Di@l) beschrieben. Aufgrund der chemischen
Eigenschaften und der kommerziellen Verflugbarkeilites gepruft werden, inwiefern diese drei
Substanzen die Anforderungen zur Hemmung der PAR{deren Immobilisierungseignung erfullen.
Zunachst wurde in einenm vitro Poly (ADP-Ribosyl)ierungs-Experiment Uberpruft, olee drei
genannten Substanzen einen Einfluss auf den PARKdER$mMus in HeLa S3-Extrakten austuben. Dazu
wurden Kernextrakte aus HelLa S3 Zellen isoliert umidl sonifizierter DNA und ¢-*P]-NAD" in
Gegenwart steigender Mengen bekannter, physiologelevanter Konzentrationen von Gallotanninen,
(-) EGCG bzw. GPI 16552 inkubiert. Der Einbau ver*{P]-ADP-Ribose ausaf*P]-NAD"* in PAR
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wurde anschliessend durch Cerenkov-Zahlung quzietifi Es zeigte sich, dass die Anwesenheit von
Gallotanninen zu einer Akkumulation von PAR fuhiBei einer Gallotanninkonzentration von 200 pM
wurde eine Erhohung des PAR-Gehaltes um den Faloerreicht (siehe Abb. 3.4 B). Hohere
Konzentrationen (> 400 pM) fuhrten zu einer draseiten Hemmung der PAR-Synthese in Hela
Kernextrakten (Daten nicht gezeigt). Die Inkubatioit (-) EGCG steigerte den PAR-Gehalt um den
Faktor 1,9, wahrend GPI 16552 keinerlei Wirkung aén PAR-Metabolismus in HelLa S3-
Kernextrakten zeigte (siehe Abb. 3.4 B).
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Abb. 3.4: Effekt potenzieller PARG-Inhibitoren auf den Poly (ADP-Ribose) Metabolismus in
HelLa S3-Kernextrakten

A: Struktur potenzieller PARG-InhibitoreB: 15 pg HelLa S3-Kernextrakte unterschiedlicher Ratmmen (prapariert
nach 2.2.7.3.2) bzwC: 200 ng rekombinante PARP-1 wurden mit sonifizief®A und 10 uM §-*P]-NAD* in
PARG-Puffer (+ MgCJ) in der Gegenwart von Gallotanninen, (-) EGCG b@kI-16552 inkubiert. Nach 3 h wurden
Proteine und gebildete PAR mit TCA gefallt. Die Menan §-**P]-ADP-Ribose in der saureunldslichen Fraktion
wurde quantifiziert und die Menge inkorporierter RiRibose aus dem prozentualen Einbau@snarkierten NAD
bestimmt. In die Kontrollreaktionen (Ko) wurde kétnotein zugegeben.



EXPERIMENTE & ERGEBNISSE 82

Als nachstes sollte ausgeschlossen werden, dagdkkiienulation der PAR durch Gallotannine und (-)
EGCG in HelLa S3-Kernextrakten auf eine Aktivieruigy Synthese von Polymeren durch PARP-1
zurlckzufuhren war. Dazu wurde humane PARP-1 a#Pr mit N-terminaler Poly-Histidinfusion in
E. coli M15 exprimiert, gereinigt (siehe Abb. 3.5) und shs katalytische Aktivitat bestimmt (siehe
2.2.7.11.3).
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Abb. 3.5: Reinigungsprofil der rekombinanten His-PARP-1

His-PARP-1 wurde irE. coli M15 exprimiert (siehe 2.2.7.1 und durch Chromadpbie an Ni-NTA-Sepharose (Ni-
NTA), 3-ABA-Sepharose (3-ABA) und Hydroxyappatit YAP) gereinigt (siehe 2.2.7.5). Proben der jeweitig
Reinigungsschritte wurden in einer 8 % SDS-PAGHEeménnt und mit Coomassie Brilliant Blue angefarbt

E. colits-E. coli 3 h nach Induktion, Df-Durchfluss, El-Elution

Wurde anschliessend die Poly (ADP-Ribosyl)ierungsdiit von PARP-1 in Gegenwart von steigenden
Mengen an Gallotanninen durchgefiihrt, so zeigte kanerlei aktivierende Wirkung im Bereich von
0- 200 puM (siehe Abb. 3.4 C). Folglich musste dein vitro Poly (ADP-Ribosyl)ierungsexperiment

beobachtete Akkumulation der PAR (siehe Abb. 3.4 &if eine Hemmung des PAR-Abbau
zurlckzufuhren sein. Fur (-) EGCG und GPI 16552dsuebenfalls kein aktivierender Einfluss im
Bereich von 0- 80 uM auf die katalytische Aktivitéin PARP-1 festgestellt (siehe Abb. 3.4 C).

3.2.2 Regulation des Poly (ADP-Ribose)-Katabolismus durclsallotannine

Der Abbau der Poly (ADP-Ribose) ist prinzipiell aviiei verschiedenen Wegen maoglich. Zum einen
kénnen durch die Aktivitat der PARG (ADP-Ribose)-onere gebildet werden, die in einer folgenden
Reaktion durch (ADP-Ribose)-Pyrophosphatasen zu AP Ribosephosphat gespalten werden (Abb.
1.2). Alternativ kdnnten Phosphodiesterasen PAR itteilmar zu AMP, Phosphoribose-AMP [PR-

AMP] und Di-Phosphoribose-AMP [(PRAMP] umsetzen (siehe Abb. 1.8). Um den Einfluss de

Gallotannine auf die jeweiligen katabolen Reaktoege zu untersuchen, wurden erneut Kernextrakte
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aus HelLa S3-Zellen prapariert und mit deproteiarefi-*P]-PAR in Gegenwart steigender Mengen
Gallotannine inkubiert. Die gebildeten Produkte aamr mittels Dlinnschichtchromatographie separiert
und anschliessend durch Autoradiographie detektid Produkte der katabolen Prozesse wurden
lediglich ADP-Ribose und AMP detektiert, was daraufweist, dass in Kernextrakten von HelLa S3-
Zellen der Abbau der Polymere vornehmlich durch gb&oppelten Aktivitaten der PARG und einer
(ADP-Ribose)-Pyrophosphatase erfolgt. Bereits dioksiet al. (2002) wurde eine solche gekoppelte
Reaktion in HelLa-Extrakten postuliert. Um den Hisf der Gallotannine auf die beiden
Enzymaktivititen zu ermitteln, wurde die Menge tgsier [p->P]-ADP-Ribose undd->P]-AMP aus
[a-*%P]-PAR quantifiziert (siehe Abb. 3.6 B).

A) B)
Gallotannine| PAR (%) ADP- AMP (%)
: <t— AMP (uM) Ribose (%)
0 9,8 39,8 41,5
50 20,9 27,2 44,2
il 100 39,9 12,7 40,6
150 57,6 6,4 31,2
200 78,4 1,8 15,2
400 98,5 0 0,2

‘. 4 ‘ ‘ <€— PAR
0 50 100150 200 400

Gallotannine (uM)

Abb. 3.6: Gallotannine hemmen den PAR-Abbau in HeL&3-Kernextrakten

15 pug Hela S3-Kernextrakte (prapariert nach 2.2y ®urden in PARG-Puffer (+ Mggl mit radioaktiv markierter
deproteinierter ¢-*P]-PAR in der Gegenwart steigender Mengen Galla@atinine inkubiert. Nach 30 min wurden
Proteine und Nukleotide mit Aceton gefallt und diisssend mittels Dinnschichtchromatographie atgget. A:
Autoradiogramm der separierten Nukleotide. Die fwsivon PAR, ADP-Ribose und AMP sowie die Konzatitm
der eingesetzten Gallotannine sind angegeBeas Autoradiogramm wurde mit einem Phosphoimagsgewertet.
Dabei wurde die Menge gebildeter ADP-Ribose, AMWisoder verbleibenden PAR bestimmt. Die in der Tlabe
angegebenen Werte reprasentieren das Ergebnigebundbhéangigen Experimenten.

Die Bildung von ADP-Ribose, also die Aktivitdt dBARG, konnte durch die Zugabe von 100 pM
Gallotannine effizient gehemmt wurden. Dahingegenrde die Aktivitat der (ADP-Ribose)-
Pyrophosphatasen erst durch Zugabe von 200 uM t@afimen deutlich vermindert (siehe Abb. 3.6 B).
Durch Rosskt al. (2002) wurde gezeigt, dass es sich bei dem ADBRdRilspaltenden Enzym um ein
Mg?*- abhéngiges Enzym handelt. Tatsachlich wurdeiber @oly (ADP-Ribosyl)ierung von HelLa S3-
Kernextrakten in Gegenwart von 200 pM Gallotannioed 20 mM EDTA eine weitere Erhdhung der
gebildeten PAR beobachtet (Daten nicht gezeigt).
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3.2.3 Gallotannine eignen sich nicht alsn vivo PARG-Inhibitoren

Da sich Gallotanninen vitro als effektive Inhibitoren des PAR-Katabolismus iesen (siehe Abb. 3.4
B und Abb. 3.6), sollte untersucht werden, inwiefsie sichin vivo ebenfalls zur Regulation des PAR-
Metabolismus eignen. Ein zunadchst durchgefuhrteiotdyizitatstest ergab keine Hinweise auf ein
vermindertes Uberleben der Zellen in Anwesenhait 0300 pM Gallotanninen (Daten nicht gezeigt).
Entsprechend wurden HelLa S3-Zellen anschliessemd 2@ii min mit 150 pM Gallotanninen
prainkubiert. Danach erfolgte eine Schadigung neitndalkylierenden Agenz MNNG, welches als
Induktor der Synthese von PAR beschrieben ist. @ggbildeten PAR-Polymere wurden in einer
Immunfluoreszenz mit einem spezifischen anti-PARH#KTper nachgewiesen. In Abwesenheit von
Inhibitoren wurden 10 min nach Schadigung mit MNNf&sse Mengen von PAR im Zellkern von
HelLa S3 Zellen detektiert (siehe Abb. 3.7). Durdd Aktivitaten der PARG und (ADP-Ribose)-
Pyrophosphatasen erfolgte ein schneller Abbau dgmiere, so dass nach 20 und 30 min nur noch
wenige PAR-Signale im Zellkern nachweisbar wareiehgs Abb. 3.7). Als Kontrolle wurde eine
Schadigung in Anwesenheit des PARP-1 Inhibitors n3iobenzamid (3-ABA) durchgefihrt. In
Anwesenheit von 3-ABA wurde in MNNG-behandeltenl@elkeinerlei PAR nachgewiesen (siehe Abb.
3.7). Die Zugabe von Gallotanninen hatte erstabalweise keinerlei Auswirkung auf den durch
MNNG induzierten PAR-Metabolismus in HeLa S3- Zell&in selektiver PARG-Inihibitor sollte in
Zellen entweder eine Akkumulation der Polymere, iggtiens aber eine Verzogerung des Abbaus von
PAR bewirken. Keiner dieser beiden Effekte wurdd b@er Koinkubation mit MNNG und
Gallotanninen in HeLaS3- Zellen beobachtet (siebb..7). Daher muss davon ausgegangen werden
dass sich Gallotanninga vivonicht eigenen, den PAR-Metabolismus in HeLa S3lefetu regulieren.

In einer Kooporation mit den Arbeitsgruppe von Ptafist (H. Lundbeck, Danemark) und Prof. Birkle
(Universitat Konstanz, Deutschland) wurden Gallotae als potenzielle PARG-Inhibitoren in einem
weiteren Modellsystem untersucht (Falsigal.,2004). Dabei erfolgte die Induktion der PAR- Syrsihe
in priméren Astrozyten bzw. HelLa- Zellen durch Sfigéing mit HO,. Ebenso wie bei genotoxischer
Schadigung mit MNNG konnten Gallotannine in dieséellen nicht den Abbau der Polymere
verhindern bzw. verzdgern. Im Gegenteil, im Falileee Koinkubation mit Gallotanninen und,®;
wurde die PAR-Synthese sogar gehemmt (Fadsigl, 2004). Vermutlich ibernahmen Gallotannine
aufgrund ihrer zahlreichen Hydroxylgruppen hier reftge Funktion eines Radikalfangers und
verringerten damit die Bildung von reaktiven Satadfspezies in der Zelle, die im Folgenden die
Synthese von PAR hatten induzieren kdnnen (Fadsigl, 2004). Zudem wurde durch J. Falsig in
einem in vitro Transportexperiment die Membranpermeabilitdt dealldBnnine an intestinalen
Epithelzellen (Caco-2) untersucht. Es ergaben kwiherlei Hinweise dafir, dass Gallotannine die

Zellmembran von Caco-2 passieren konnen (Failsad, 2004).
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Abb. 3.7: Gallotannine zeigen keinen Effekt auf denPoly (ADP-Ribose)-Metabolismus in
kultivierten HeLa S3- Zellen

Hela S3-Zellen wurden mit 3-ABA (2 mM) bzw. Gallotaneim (150 puM) fir 20 min prainkubiert. Die Synthesmv
PAR wurde durch Zugabe von 500 uM MNNG fur 10 nmduziert und die Zellen anschliessend in frischeedidm,
ggf. in Anwesenheit von 3-ABA bzw. Gallotanninenkiibiert. Zu Beginn (0 min) bzw. 10, 20 und 30 maxch der
Schadigung wurden die Zellen fixiert und gebildB#&R-Polymere mittels Immunfluoreszenz mit dem Adtper o-
Poly (ADP-Ribose)/96-10-04 und dem sekundaren Amg&r o-Kaninchen-lgG-Alexa 594 identifiziert. Zur
Lokalisation der Zellkerne wurde eine DAPI-Farbuhgchgefihrt.
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3.2.4 Expression und Reinigung von His-PARGs

Von Tanumaet al. (1989) und Uchidat al. (1993) wurde ein 71 kDa grosses Protein aus humane
Plazenta gereinigt, welches tber eine PARG-Aktiwgiflugte. Die Aktivitat dieses Proteins konime
vitro effizient durch die Zugabe von Gallotanninen imdtibwerden (Tanumat al, 1989). Von Miwa

et al. (1974) wurde ein Protein mit ahnlicher Grosse Ringlerthymus isoliert, welches ebenfalls tber
PARG-AKktivitat verfugte.
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Abb. 3.8: Reinigung katalytisch aktiver His-PARG;s

Die katalytische Doméane der HelLa S3- PARG (AS 378)9wurde in den Vektor pQE31 kloniert, als
Histidinfusionsprotein irE. coliM15 exprimiert und mittels Ni-NTA-Chromatograplgereinigt.

A: Schematische Darstellung des Fusionsprot@&n$2roben der jeweiligen Reinigungsschritte wurderimer 12 %
SDS-PAGE aufgetrennt und mit Coomassie BrillianieBangefarbtC: Proben des Reinigungsprotokolls wurden auf
PARG Aktivitat untersucht. Gekennzeichnet wurde Bisition von PAR, ADP-Ribose und AMP. Der Sterp (*
markiert ein Abbauprodukt von PAR, vermutlich OligtkDP-Ribose).

E. colity-E. colivor Induktion,E. colits-E. coli3 h nach Induktion, RE I&- coli Extrakt (I6sliche Proteine),

Df-Durchfluss an Ni-NTA-Sepharose, W-WaschfraktibitNTA, El-Elutionsfraktion Ni-NTA-Sepharose (60 mM
Imidazol)
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Eine spatere Klonierung dparg-Gens aus Rinder- cDNA (Winstadt al, 1998) ergab jedoch, dass das
aus der Nukleotidsequenz abgeleitet Protein einekdargewicht von 110 kDa aufweist und
maglicherweise eine Proteolyse zur Bildung eing&iuzten Proteins mit PARG-Aktivitat (ca. 65 kDa)
fuhrt. Aufgrund desssen wurde spekuliert, dass wtas Miwa et al. (1974) gereinigte Protein der
katalytischen Domane der aus Rinder cDNA klonie&RG entsprach (Winstaét al., 1999). Zur
Etablierung der Affinitatsimmobilisierung von rekbmanter humaner PARG an Tannin-Sepharose
wurde zunachst die cDNA, welche die katalytischen2one codiert (AS 378-976) in den Vektor pQE31
kloniert (siehe Abb. 3.8 A). Nach UberexpressionEincoli M15 wurde diese PARG-Doméne als
Pentahistidinfusionsprotein an Ni-NTA-Sepharoseemggt (siehe 2.2.7.4.1). Da His-PAR{eine
geringe Affinitat an Ni-NTA-Sepharose besass, wardewohl die Bindung als auch die Waschschritte
mit niedrigen Imidazolkonzentrationen durchgefihnt.der anschliessenden Elution mit steigenden
Imidazolkonzentrationen wurde ein Protein der etetan Grosse von 70 kDa mit 50 bis 100 mM
Imidazol eluiert (siehe Abb. 3.8 B). Der entspraate Aktivitatstest zeigte, dass das gereinigteefrot
Uber eine PARG-AKktivitat verfugt (siehe Abb. 3.8 C)

3.2.5 Gallotannine hemmen die Aktivitat rekombinanter His-PARGgs

Die inhibitorischen Eigenschaften der Gallotanrané die Aktivitat der PARG wurden bisher nur mit
aus Gewebe isolierten Enzymen gemessen (Tanemal, 1989, Tsaiet al, 1992). Vor der
Affinitatsimmobilisierung von His-PARg an Gallotannin-Sepharose musste sichergestelltemer
dass diese Hemmung auch mit rekombinant exprinmeEazym erfolgt. Dazu wurde His-PAR&MIt
deproteinierter ¢-*P]-PAR in Gegenwart steigender Mengen Gallotaniikebiert und die Menge
gebildeter §->*P]-ADP-Ribose bestimmt. In der Abwesenheit jeglichehibitoren wurden innerhalb
von 20 min 60 % der eingesetzten Polymere @3°P]-ADP-Ribose umgesetzt. Die Zugabe von
Gallotanninen (5- 10 pM) fuhrte zu einer nahezustahdigen Inhibition des PAR-Abbaus (siehe Abb.
3.9). Damit zeigte sich dass Gallotannine auchA#tievitat von His-PARGs hemmen.

Desweiteren wurden die bereits unter 3.2.1 bedotwmen Molekile (-) EGCG und GPI 16552
hinsichtlich ihrer inhibitorischen Wirkung auf diktivitdt von His-PARGs getestet. Die Inkubation
mit physiologisch relevanten Konzentrationen vOnHGCG fiuhrte zu einer 50% igen Hemmung der
Aktivitat von His-PARGs. Das synthetische Molekil GPI 16552 zeigte einesrgleichbaren
inhibitorischen Effekt wie (-) EGCG. Anhand einesri{rollexperiments wurde offensichtlich, dass die
Hemmung durch GPI 16552 auf den Einfluss des Ldsmittels DMSO zuruckzufuhren war (siehe
Abb. 3.9 B).
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Abb. 3.9: Einfluss potenzieller PARG-Inhibitoren au His-PARGgs

100 ng rekombinantdis-PARG;s wurden in PARG-Puffer (+Mg@) mit deproteinierter PAR in Gegenwart steigender
Mengen potenzieller PARG-Inhibitoren (Gallotanniit§, EGCG, GPI-16552) bzw. DMSO inkubiert. Nach 2in
wurden Proteine und Nukleotide mit Aceton gefallt ndu anschliessend mittels
DUNNSCHICHTCHROMATOGRAPHIE separierf: Autoradiogramm der separierten Nukleotide. Die Rusivon
PAR und ADP-Ribose ist gekennzeichrigt.Das Autoradiogramm wurde mittels eines Phosphoinsagesgewertet.
Dabei wurde die Menge gebildeter ADP-Ribose quaigift. Die im Diagramm dargestellten Werte reprdigeen das
Ergebnis von drei unabhéngigen Experimenten.

3.2.6 His-PARGgs bindet an Tannin-Sepharose

Gallotannine besitzen innerhalb des Molekiils zattee phenolische Hydroxylgruppen (siehe Abb. 3.4
A), die eine kovalente Kopplung an Sepharosepadrtikeh Aktivierung mit Epoxiden (Bisepoxiran-
aktivierte Kopplung, Sundberg & Porath, 1974) od@&azoniumsalzen (Diazoniumsalz-aktivierte
Kopplung, Finlay et al, 1978) erlauben. Aufgrund der Stabilitdt der Galtmine bei hohen
Temperatur- und basischen pH-Werten wurde diese&amar der Kopplung an Sepharose 2B-CI nach

Bisepoxiranaktivierung favorisiert (siehe 2.2.7,&bb. 3.10).
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Abb. 3.10: Prinzip der Kopplung von Gallotanninen an Sepharose 2B-Cl

Zur Immobilisierung der katalytischen Doméane derREPAwurden Elutionsfraktionen der Ni-NTA-
Chromatographie von His-PARG&mMIt Tannin-Sepharose inkubiert und der Erfolg Berdung mittels
SDS-PAGE untersucht. Es zeigte sich, dass dieystgthe Domane der PARG mit hoher Effizienz an
die Tannin-Sepharose bindet (siehe Abb. 3.11 Aysiehe, His-PARg von der Tanninsaule durch
Erhohung der Salzkonzentration (1 M NaCl) oder duZagabe von ADP-Ribose bzw. ADP (je 100
mM) zu eluieren, scheiterten (Daten nicht gezeigt)triiheren Studien (Tebibt al. 1994/1995), die
sich mit der Hemmung der alkalischen Phosphatas&atten durch Gallotannine beschaftigten, wurde
beobachtet, dass diese Hemmung partiell durch Zugab Detergentien (Triton X-100) verhindert
werden konnte. Um zu testen, ob dieser Effekt auPARG lbertragbar war, wurden Kernextrakte aus
HelLa S3- Zellen mitd-*?P]-PAR in Anwesenheit von 200 uM Gallotanninen steigenden Mengen
Detergenz (NP-40) inkubiert und die Menge gebildgte®’P]-ADP-Ribose bestimmt. Bereits durch
Zugabe von 0,05 % (v/v) NP-40 konnte der inhibgonie Effekt der Gallotannine auf die PARG-
Aktivitat in Kernextrakten aufgehoben werden (Datécht gezeigt). Anschliessend wurde die Aktivitat
des an Tannin-Sepharose gebundenen His-RARGer Zugabe von Detergenz in einem Test
bestimmt. Ebenso wie in Kernextrakten konnte dutiehZugabe von NP-40 der inhibitorische Effekt
Gallotannine auf His-PAR§g aufgehoben werden (siehe Abb. 3.11 B). Dieseslaigezeigte, dass die
Immobilisierung von His-PARg an der Tannin-Matrix nicht in einer irreversiblétfemmung des

Enzyms resultierte.
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Abb. 3.11: His-PARGss bindet an Tannin-Sepharose

50 pg der von Ni-NTA eluierten His-PAREwurden gegen Inkubationspuffer dialysiert undfir an 100 pl Tannin-
Sepharose gebunden. Nach mehreren Waschschrittarbétionspuffer + 1 M NaCl) wurden die Bindung teld A:
SDS-PAGE (12 %) bzwB: PARG- Aktivitatstest nachgewiesen. Zum Nachweis Aktivitat wurden die PARG-
Tanninsepharosepartikeln in PARG-Puffer (+MgGh Anwesenheit von 0,05 % (v/v) NP-40 inkubidbie Position
von PAR und ADP-Ribose ist gekennzeichnet. DerrS(Er markiert ein Abbauprodukt von PAR, vermutli€digo
(ADP-Ribose).

E. coli t-E. coli 3 h nach Induktion, Rlnta-Elutionsfraktion Ni-NTA Sepharose, Bfnin-seprDurchfluss Tannin-
Sepharose

3.3 PARG interagiert mit PARP-1 und reguliert die PAR-Synthese

3.3.1 Identifizierung von PARP-1 als Interaktionspartner von PARG

Im Rahmen der Arbeit sollten Proteine identifizietrden, die eine direkte Protein-Protein-Inteiakti
mit der PARG eingehen, unabhéangig von der Anwesenba PAR. Nachdem die Tannin-Sepharose
als geeignet zur Immobilisierung von His-PAR®@rschien (siehe Abb. 3.11), wurde unter Verwendung
dieser Matrix eine modifizierte Variante einer Aftéatspréazipitation von PARG-Interaktionspartnern
entwickelt (schematische Beschreibung siehe AR 3). Hierfur wurden Rohextrakte vda coli, in
denen entweder His-PAR¢ oder Vektorproteine (Kontrolle) Uberexprimiert kagen, an Tannin-
Sepharose immobilisiert. Die Effizienz der Bindumgrde durch einen Western-Blot mit einerRGS
(His); nachgewiesen. Wahrend in den Kontrollexperimentekeine  Bindung von
Pentahistidinfusionsproteinen an die Tannin-Sepg®armachweisbar war (siehe Abb. 3.12 B Spur 1),
erfolgte die Imobilisierung von His-PAR& mit hoher Effizienz. Ebenso wie zuvor fir His-PARG

gezeigt (siehe 3.2.6) wurde die Imobilisierung uriehalt der katalytischen Aktivitat vorgenommen
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(Daten nicht gezeigt). Anschliessend wurden diersaltenen Matrizes jeweils mit Kernextrakten aus
unbehandelten HelLa S3- Zellen inkubiert. Nach emig/aschschritten wurden gebundene Proteine mit
erhohten Salzkonzentrationen (600 mM NaCl) eluiemtd durch Immundektion mit spezifischen

Antikorpern identifiziert.
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Abb. 3.12: Interaktion zwischen rekombinanter His-FARGi1,9p und PARP-1 aus Hela

Kernextrakten

A: Schematische Darstellung vom Ablauf des Interakgaperiment®: Rohextrakte vork. coli Zellen, in welchen
His-PARG o bzw. Vektorproteine (Kontrolle) Uberexprimiert lagen, wurden an Tannin-Sepharose gebunden.
Anschliessend wurden an Tannin-Sepharose geburiélerteine durch Immundetektion mit dem AntikorpeRGS
(His), nachgewiesen. Die Position von His-PARGIist gekennzeichnetC: PARG-Tanninsepharosepartikel bzw.
Kontroll-Tanninsepharosepartikel wurden mit HeLarkextrakten (prapariert aus unbehandelten Zelleh 8a2.7.3.2)
inkubiert wie in 2.2.7.8.2 beschrieben. Alle Frakén wurden in einer SDS-PAGE (8 %) aufgetrennt, au
Nitrozellulosemembranen transferiert und anschdiedsn einer Immundetektion mit desdPARP-1 DBD analysiert.
Die Position von PARP-1 und einem PARP-Fragmenist*yekennzeichnet.

KE-Kernextrakt, Ust-Uberstand, W-Waschfraktion (X8 NaCl), EI-Elution (600 mM NacCl)
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Erfolgte eine solche Immundetektion unter Verwempuies PARP-1 Antikorpera-PARP-1 DBD,
wurden sowohl Gesamt-PARP-1 als auch proteolytiseA&RP-1-Fragmente in den Kernextrakten
nachgewiesen (siehe Abb. 3.12 C Spur 1 und 6) nklveSenheit von His-PAR{g wurde eine Bindung
von PARP-1 sowie eines PARP-1-Fragment (ca. 80 ldbaglie Tannin-Sepharosepartikel beobachtet
(siehe Abb. 3.12 C Spur 9). Dahingegen zeigte PARKeinerlei Affinitdt zur Kontroll-Tannin-
Sepharose. Hier wurden entsprechende Signale inlndemundetektion nur in den Fraktionen des
Kernextraktes und des Durchflusses detektiert ¢siéinb. 3.12 C Spur 2 und 4). Wurde die
Affinitatsprazipitation mit an Tannin-Sepharose iplisierten His-PARGs durchgefihrt, so zeigte
sich ebenfalls eine Bindung von PARP-1 an die katmhe Domane der PARG (Daten nicht gezeigt).

3.3.2 Herstellung eines PARG-AnNtikorpers

Um den Komplex von PARG und PARP# vivo nachzuweisen, sollte eine Immunprézipitation
durchgefuhrt werden. Hierfur wurde zunéchst eiryklohaler Antikdrper, gerichtet gegen gereinigte
His-PARGss (siehe 2.2.7.4), in Kaninchen generiert. Aus dere des Tieres 2 wurde danach der
His-PARGs Antikorper durch  Affinitatschromatographie aufgergt (2.2.7.7). In einem
anschliessenden Western-Blot wurden die jeweili§esktionen der Antikdrperreinigung gegen auf
Nitrozellulose transferierte HelLa S3- Kernextraktgbridisiert. Bereits unter Verwendung des
Rohserums des dreifach immunisierten Kaninchensdevunauptsachlich ein Protein mit einem
Molekulargewicht von ca. 65 kDa detektiert. Entgpend der Grosse handelt es sich dabei um das
bereits bekannte N-terminal verkirzte Protein d8R8 (PARGss). Zusatzlich wurden mit diesem:
PARG-Serum zwei weitere Proteine mit Molekulargéwen zwischen 80 und 100 kDa detektiert
(siehe Abb. 3.13 Spur 2). Nach der Aufreinigung Sleren unterblieb diese Kreuzreaktivitat (siehe.Abb
3.13 Spur 3), sodass die mit den Seren beobachr&Ennung der hohermolekularen Proteine als
unspezifisch angesehen werden muss. Die aufget@mig®ARG-Antikorper von Tier 2 wurden in den
in Kapitel 3.3.3 und 3.4.6 beschriebenen Experiemeingesetzt.

Zu einem spéateren Zeitpunkt der Arbeit wurden weitePARG-Seren hinsichtlich ihrer Spezifitat
untersucht. Dabei zeigte das Serum des immunisiégminchens 1 sowohl eine Kreuzreaktivitat mit
dem 65 kDa N-terminal verkirzten Protein (PARGls auch dem 110 kDa Gesamtprotein (PARG
(siehe Abb. 3.13 Spur 5). Wahrend der Aufreinigutey 1gGs durch Affinitatschromatographie an
GST-PARGs gingen die mit PARGkreuzreaktiven Immunglobuline verloren (siehe ABA.3 Spur

6). Daher wurde fur die in Kapitel 3.4.6 dargestell Experimente auf die-PARG-Seren von

Kaninchen 1 zurlckgegriffen.
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Abb. 3.13: Charakterisierung von zwei polyklonalenn- PARG- Antikbrpern

Jeweils 50 pg Kernextrakte von HeLa S3- Zellen wuarth einer SDS-PAGE (10 %) separiert und anscidias einer
Immundetektion mit den Fraktionen der Antikdrpemiging von zwei verschiedenanHis-PARGs-Antikdrpern
unterzogen. Es wurden jeweils die folgenden Verdimgen in der Immundetektion eingesetzt: Sepm

Kaninchenserum vor der ersten Immunisierung (10).08erurg..-Kaninchenserum nach der dritten Immunisierung (1:
1000), gereinigter Antikodrper (1: 500)

3.3.3 PARP-1 und PARG liegen als Komplex in HeLa S3-Kerndrakten vor

Zum Nachweis des Komplexes zwischen PARP-1 und PAR®/0 wurde eine Koimmunprazipitation
durchgefuhrt. Hierfur wurden Kernextrakte aus Heb2 Zellen, ohne genotoxische Schadigung (-
MNNG) prapariert. Eine Immundetektion mit dem Axtiger a-Poly (ADP-Ribose)/96-10-04 zeigte
keine nachweisbare PAR-Synthese wahrend der Ptéparésiehe Abb. 3.14 A). Die so hergestellten
Kernextrakte wurden mit an Protein A-Sepharose pp&lien a-PARP-1 (A-20)- Antikdrpern
inkubiert. Damit konnte PARP-1 prazipitiert werdewghrend sie nicht im Kontrollprazipitat
nachweisbar war (siehe Abb. 3.14 B). Zum Nachweis ioprazipitation von PARG wurde ein
Western-Blot mit dem zuvor beschriebeneHhlis-PARG;s Antikdrper (Tier2) durchgefihrt. Es konnte
die verkurzte Form der PARG (PAR$p sowohl in den Fraktionen des Kernextraktes alshades
Prazipitates mit denm-PARP-1 Antikdrper nachgewiesen werden (sieche Ahth4 B). Dies weist
darauf hin, dass in HeLa S3-Kernextrakten ein praierter Komplex aus PARP-1 und PARG existiert,
unabhangig von der Anwesenheit von PAR in Kernékraaus HelLa S3- Zellen.
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Abb. 3.14: Koimmunpr&zipitation von PARG und PARP-1

A: 50 pg Kernextrakte aus ungeschadigten bzw. MNNGxbaélten (500 pM MNNG, 10 min) HelLa S3- Zellen
(préapariert nach 2.2.7.3.2) wurden in einer SDS-EAG %) separiert und einer Immundetektion mit detikorpern
a-Poly (ADP-Ribose)/96-10-04 bzw. als KontrobePARP-1 (gesamt) unterzogeB: Kernextrakte, prapariert aus
ungeschadigten HelLa S3- Zellen, wurden miPARP-1 (A-20) Antikdrper bzw. einem Praimmunzieggmim
prazipitiert und anschliessend einer Immundetektiitru-PARP-1 AMD bzw.a-His-PARGss (Tier 2) unterzogen.
IP-Immunprazipitation, WB-Western-Blot

3.3.4 Direkte Protein-Protein-Interaktion zwischen PARP-1und PARG

Um festzustellen, ob eine direkte Interaktion zWwest PARP-1 und PARG besteht, wurdanvitro
GST-Affinitatspréazipitationen durchgefiihrt. Daflrurde die katalytische Domane der PARG als
Fusionsprotein mit GST (Glutathion-S-Transferadejiert (siehe Abb. 3.15 A) und iB&. coli BL21
Codori RIL mit dem Transkriptionsrepressor Lacl koexpenni(siehe Tab. 2.11). Es ergab sich erneut
das Problem der Expression in Form woalusion bodieswelches sich auch nicht durch den Zusatz
von osmolytischen Substanzen wéahrend der Expresstoénderte. Eine verkirzte Induktion bei
niedriger Temperatur und erhdhter Zelldichte (si@l#&7.1) ergab schliesslich eine Verschiebung zur
Expression von vorwiegend l6slichem Protein. DieinReing des Fusionsproteins erfolgte durch
Chromatographie an Glutathion-S-Sepharose. Es ezeigich, dass GST-PARG unter
Standardbedingungen lediglich eine geringe Affinzia dieser Matrix besass. Eine Bindung konnte nur
erreicht werden, wenn die Konzentration des redemasen Agenz DTT im Lyse- und Waschpuffer auf
5 mM erhdht wurde (nach Frangioni & Neel, 1993hei®.2.7.6). Die Elution des katalytisch aktiven
GST-PARGs (siehe Abb. 3.4 B) erfolgte ebenfalls nur unter difioierten Bedingungen in
Anwesenheit von 2 % N-Octyl-D-Glukosid und erhdhten Konzentrationen an redteae Glutathion

im Elutionspuffer (nach Frangioni & Neel, 1993,i@e2.2.7.6).
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Abb. 3.15: Reinigung katalytisch aktiver GST-PARGs

Die katalytische Doméane der klonierten PARG (AS -878) wurde in den Vektor pGEX-5X-3 kloniert, alS©
Fusionsprotein irE. coli BL21 Codofi RIL (pREP4) exprimiert und mittels Chromatographie GSH-Sepharose
gereinigt. A: Schematische Darstellung des FusionsprotBin®roben der jeweiligen Reinigungsschritte wurden in
einer 8 % SDS-PAGE aufgetrennt und mit Coomassdiéait Blue angefarbtC: PARG- Aktivitatstest der gereinigten
GST-PARGs

E. coli t-E. coli 3 h nach Induktion, RE |&. coli Extrakt (I6sliche Proteine), Pellet-unlésliche lrman nach
Zellaufschluss, Df-Durchfluss an GSH-Sepharose, \As#tifraktionen, El-Elution

Fur die GST-Affinitatsprazipitation wurde gereiregtGST-PARGs sowie die rekombinant als
Pentahistidinfusionsprotein gereinigte humane PAR{Elutionsfraktionen der Ni-NTA-Sepharose,
siehe Abb. 3.5) eingesetzt. His-PARP-1 zeigte dmdliche Bindung an die GSH-Matrix in Gegenwart
von GST-PARGs, jedoch nicht in Anwesenheit des Kontrollprote@®ST (siehe Abb. 3.16 A). Die
entsprechenden Sepharosepartikel wurden anschicesse einem in vitro Poly (ADP-
Ribosyl)ierungsexperiment eingesetzt. Es zeigth, slass His-PARP-1 unter Erhalt der katalytischen
Aktivitat an GST-PARGs gebunden wurde. Korrespondierend zu dem vorangega&m Experiment
wurde in Anwesenheit von GST keine Poly (ADP-Ribpsyngsaktivitdt an der GSH-Sepharose
nachgewiesen (siehe Abb. 3.16 B).
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Abb. 3.16: PARG bindet PARP-1 direkt
A: Gereinigte His-PARP-1 wurde in ein@r vitro Prazipitation an GSH-Sepharose mit GST-PARGzwW. GST

eingesetzt. Gebundene Proteine wurden in einer detektion mit mA-GST bzw.a-RGS (His) nachgewieserB:
Im Anschluss an di# vitro Prazipitation von His-PARP-1 mit GST-PAR{bzw. GST an GSH-Sepharose wurde zum
Nachweis der Rekrutierung von PARP-1 einevitro Poly (ADP-Ribosylierung) wie in 2.2.7.11.5 besehen,

durchgefihrt.
FP-eingesetzte Fusionsproteine, Df-Durchfluss, Wsdti&aktion, El-Elution mit SDS-Probenpuffer

3.3.5 PARP-1 interagiert tber die Automodifikationsdomanemit PARG

Um den Bereich der Interaktion von PARP-1 mit GSARESss ndher einzugrenzen, wurden
Deletionskonstrukte, welche fir die drei distinki2oméanen der PARP-1 kodieren (siehe Abb. 3.17 A),

in die jeweiligenE. coli Expressionstamme (siehe Tab. 2.11) transformiert.

A) B) C) D)
o
- g< -
g zz g
o9 ag [agyala) + 00y
wom=m < wm=m Wwwo30mg
¥a <z ¥y < Z ¥¥Y Qo< zaa
PARP-1 i f we [HE | I - -
66 = -l
DBD ws § s 45 =
1 232
AMD el B | 20 — [ - =
370 bd
NBD |
Coomassie a-PARP-1 a-PAR

Abb. 3.17: Reinigung der PARP-Deletionsproteine

Die DNA-bindende (DBD), Automodifikations- (AMD) uhkatalytische Doméane (NBD) von PARP-1 wurderEin
coli exprimiert und durch Affinitatschromatographie #i-NTA-Chromatographie gereinigtA: Schematische
Darstellung der Fusionsproteine. Proben der jegesiliReinigungsschritte wurden in einer 8 % SDS-PAGHgetrennt
und B: mit Coomassie Brilliant Blue angefarbt bzw. einemmundetektion mit der®: a-PARP-1 (gesamt) odd: a-
Poly (ADP-Ribose)/ 96-10-04 unterzogen. Zur Kord&oWurden Kernextrakte nach einar vitro Poly (ADP-
Ribosyl)ierung in Abwesenheit (- NADoder Anwesenheit (+ NAD eingesetzt.
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Nach der Expression wurden die DNA-bindende- (A%32), Automodifikations- (AS 370- 605) und
katalytische Doméne (AS 717-1014) als Proteine Miterminaler Poly-Histidinfusion durch
Affinitatschromatographie an Ni-NTA-Sepharose geigti (siehe Abb. 3.17 B und 2.2.7.4.5). Durch
einen Western-Blot mit einem-PAR Antikdrper wurde gezeigt, dass alle drei PAB®Manen nach
der Reinigung ohne PAR-Modifikation vorlagen (sigtih. 3.17 D).

Anschliessend wurden diese PARP-Domanen in e@meitro GST-Affinitatsprazipitation, wiederum
zusammen mit GST-PARGbzw. GST, eingesetzt. Weder die DNA-bindende- ndiehkatalytische
Domaéane zeigten eine Bindung an die PARG. Dahingegarde eine Interaktion zwischen GST-
PARG;s und His-AMD nachgewiesen.

Putative Putative Putative
NE:

NLS
PARG,, o [ENEET

378 976

ZF1 ZFll BRCT
PARP-1 < T w~s [ GST  GST-PARG,, GST GST-PARG,,
! 1234 1234 1234 1234

pBD el f ms B~ 0 I

wo  Comem me == ENEEDS
370 605 2
NBD 1 = - ==

a-His a-GST

Abb. 3. 18: Die Automodifikationsdomane von PARP-Interagiert mit GST-PARG g5

Gereinigte His-PARP-1-Doménen (DBD-DNA-bindende o, AMD-Automodifikationsdoméane, NBD-katalytische
Domaéne) wurden in einén vitro Prazipitation an GSH-Sepharose mit GST-PAR&w. GST eingesetzt. Gebundene
Proteine wurden in einer Immundetektion mit méM&ST bzw.a-RGS (His) nachgewiesen.

1-eingesetzte Fusionsproteine, 2-Durchfluss, 3-Waaktion, 4-Elution mit SDS-Probenpuffer

Offensichtlich interagiert die katalytische Doméater PARG direkt mit der Automodifikationsdoméane
von PARP-1. Die AMD wurde bereits als hinreichefid dlie Interaktion mit anderen Proteinen wie
XRCC1 bzw. Histonen beschrieben (Massen al, 1998, Griesenbeclet al, 1994). Da die

Automodifikationsdoméne ohne PAR-Modifikation vaylésiehe Abb. 3.17 D) konnte erneut gezeigt
werden, dass es sich bei der Interaktion zwisch®R@ und PARP-1 um eine PAR-unabhangige,

direkte Protein-Protein-Wechselwirkung handelt.
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3.3.6 PARG als Akzeptor von Poly (ADP-Ribose)

Far mehr als 30 Proteine, zumeist lokalisiert imklMus und Interaktionspartner von PARP-1, wurde
gezeigt, dass sie als Akzeptoren in Poly (ADP-Rib@sungsreaktionen fungieren (D"’Amoues al,
1999). In den vorangegangenen Experimenten wurdelrderaktion zwischen PARP-1 und PARG
eingehend charakterisiert. Es stellte sich nunnuéhrFrage, inwiefern PARG ebenfalls durch PAR
modifiziert werden kann. Um dies zu untersuchenrden steigende Mengen der katalytisch aktiven
GST-PARGs an GSH-Sepharose gebunden und anschliessendreirign Poly (ADP-Ribosyl)ierung
durch His-PARP-1 unterzogen. Zur Kontrolle wurdéaraativ Histone bzw. BSA als PAR-Akzeptoren

eingesetzt.
A F: F:
PARG << PARG <<
o om o om
- —— + + - SR | + +

1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

- - <« PARP-1
- « PARG
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() (0]
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= — + + = — i+ + el el
2 3 4 5 1 2 3 4 5 3 4 3 4
g = <= PARP-1 = . <= PARP-1
66 — <« BSA
45 — 3
36 — k4
29 — .
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Coomassie Autoradiogramm Coomassie Autoradiogramm

Abb. 3.19: PARG als Akzeptor von Poly (ADP-Ribose)

Steigende Mengen (1:0 pg, 2:4 pg, 3:8 pug, 4:16gnd): GST-PARGs B: HistonenC: BSA wurden eineiin vitro
Poly (ADP-Ribosyl)ierung durch PARP-1 unterzogem. Ansatz 5 wurde die Poly (ADP-Ribosyl)ierung vo® |1g
GST-PARGs oder Histonen in Anwesenheit von 1 mM 3-ABA durefidhrt. Proteine und Nukleotide wurden einer
SDS-PAGE (8 %) unterzogen und die eingebaute REtiNtt in Form von®?P-PAR durch Autoradiographie sichtbar
gemacht.
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Die bereits beschriebene Modifikation der Histonech PAR (Althauset al, 1987) konnte hier
bestatigt werden (siehe Abb. 3.19 B). BSA hingeluagierte nicht als PAR-Akzeptor (siehe Abb. 3.19
C). Wurde in einem Poly (ADP-Ribosyl)ierungsexpesith His-PARP-1 gegeniber GST-PARGN
Uberschuss eingesetzt, erfolgte vornehmlich dieomaifikation von PARP-1 (siehe Abb. 3.19 A
Spur 2, vgl auch Abb. 3.16 B). Die Ubertragung WAR-Polymeren auflie katalytische Doméane der
PARG konnte nur beobachtet werden, wenn dieséveiatPARP-1 im Uberschuss vorlag (siehe Abb.
3.19 A Spur 3-4). Erfolgte die Poly (ADP-Ribosyhiag in Anwesenheit des PARP Inhibitors 3-ABA,
so wurde die PAR-Modifizierung unterbunden (sielid A3.19 A Spur 5).

3.3.7 Einfluss von PARG auf den Poly (ADP-Ribose) Metab@mus in humanen
Kernextrakten

Aus der Literatur war bekannt, dass die AktivitainvPARP-1 durch die Anwesenheit von DNA
(Benjamin & Gill, 1980), bivalenten Kationen (Ken al, 2004)oder die jeweiligen Interaktionspartner
(Massonet al, 1998, Oeiet al, 1998) reguliert werden kann. Daher stellte sieh FErage, ob auch
PARG die katalytische Aktivitdit der PARP-1 direldguliert, unabhangig von seiner katalytischen
Aktivitat. Um dies zu untersuchen, wurden Kerndstigzaus HelLa S3- Zellen prapariert, mit steigenden
Mengen Kkatalytisch aktiver (ohne Gallotannine) bzwaktivierter GST-PARGg (+ 150 pM
Gallotannine) inkubiert und die Poly (ADP-Ribosghing durch Zugabe von DNA und-{?P]-NAD*
induziert. Alle Reaktionen wurden in der Gegenwarh 200 uM EDTA und der Abwesenheit von
Mg?* durchgefiihrt. Dies sollte die Aktivitat der beseruvor erwéhnten endogenen Phosphodiesterasen
hemmen, die PAR oder ADP-Ribose spalten wirden qjRasal, 2002, siehe 3.2.2). Nach 20 min
wurde die Reaktion gestoppt und die gebildeten ABbse Metaboliten mittels SDS- PAGE und
Dunnschichtchromatographie analysiert.

Wie erwartet, hatte die Zugabe von steigenden Mengatalytisch aktiver GST-PARG zu
Kernextrakten eine vermehrte Bildung van®fP]-ADP-Ribose zur Folge (siehe Abb. 3.20 A, Spur 1-
4). Dies fuhrte daher zu einer sukzessiven Verkigzier formierten PAR-Polymere, wie sich anhand
von SDS-PAGE- Analysen zeigte (siehe Abb. 3.20 ByrSl-4). In einem Parallelexperiment wurden
nach Ablauf der Reaktion die PAR-Polymere isoliertl in einem Acrylamidgel separiert. Es bestatigte
sich auch hier die sukzessive Verkirzung der Palgnfisiehe Abb. 3.20 C Spur 1-4). Wahrend in
Abwesenheit von exogener rekombinanter PARG in H&3Kernextrakten vornehmlich PAR-
Polymere mit mehr als 50 ADP-Ribose-Einheiten gkdtilwurden (siehe Abb. 3.20 C, Spur 1), fihrte
die Zugabe steigenden Mengen katalytisch aktiveT-BARG;s zur Synthese von deutlich kirzeren
PAR-Ketten (siehe Abb. 3.20 C, Spur 2-4).
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Abb. 3.20: PARG beeinflusst
die Poly (ADP-Ribosyl)ierung
in HeLa Kernextrakten

15 pg HelLa S3-Kernextrakte
(prapariert nach 2.2.7.3.3) wurden in
PARG-Puffer (-MgCJ) mit
sonifizierter DNA und 10 uMd-**P]-
NAD™ fiir 20 min bei 30°C in der
Gegenwart steigender Mengen
katalytisch aktiver (-Gallotannine)
bzw. katalytisch inaktiver (+ 150 uM
Gallotannine) GST-PAR§g

inkubiert.

A: Proteine und Nukleotide wurden
danach mit Aceton gefallt, mittels
Dunnschichtchromatographie
separiert und anschliessend die
Menge gebildeter ADP-Ribose
(PARG-Aktivitat) unter Verwendung
eines Phosphoimagers bestimmt.

B: Proteine und Nukleotide wurden
einer SDS-PAGE (8 %) unterzogen
und die eingebaute Radioaktivitat in
Form von*P-PAR durch
Autoradiographie sichtbar gemacht.
C: Nach Ablauf der Reaktion wurden
32p_markierte PAR Polymere von den
Proteinen abgespalten und in einem
PAG (20%) aufgetrennt. Die Anzahl
der ADP-Riboseeinheiten pro Kette
gekennzeichnet.

Spur 1;5- ohne GST-PARG

Spur 2;6- 150 nM GST-PARG

Spur 3;7- 300 nM GST-PARG

Spur 4;8- 600 nM GST-PARG
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Um den direkten Einfluss von GST-PARGuUnabhangig von seiner enzymatischen Aktivitat, che
PARP-1 Aktivitdt zu untersuchen, wurde der PAR-Netssmus in Anwesenheit von Gallotanninen
analysiert. Die Zugabe von 150 uM Gallotanninemntiiau einer Inhibition, sowohl der endogenen (aus
HelLa S3-Kernextrakte) PARG-Aktivitat als auch dekambinanten GST-PARG(siehe Abb. 3.20 A,
Spur 5-8, vgl. auch Abb. 3.4 und Abb. 3.9). Wurdeschliessend die Grosse der gebildeten PAR-
Polymere im PAG untersucht, so zeigte sich ersteherweise trotz Inaktivierung der PARG-Aktivitat
eine deutliche Verkirzung der formierten PolymeseHe Abb. 3.20 B und C, Spur 5-8). In der
Schlussfolgerung bedeutet dies, dass P&Rganz unabhangig von seiner PAR-hydrolysierenden
Aktivitat, offensichtlich durch Protein-Protein-Weselwirkungen die PAR-Synthese von PARP-1 in
nukledren Kernextrakten beeinflusst. Dies fuhrtrdzaur Bildung von verkirzten PAR-Polymeren.

3.4 XRCCl1 interagiert mit PARG und reguliert die PAR-Synthese

In den vorangegangenen Kapiteln wurde gezeigt, d&SRG mit PARP-1 uber die
Automodifikationdomane interagiert. Diese PARP-IniZme enthélt ein BRCT1-Motiv, welches fur die
Interaktion mit anderen Proteinen von BedeutungUstter anderem wurde gezeigt, dass daruber die
Interaktion mit dem DNA-Reparaturprotein XRCC1 &gtdsiehe Tab. 1.2, Massat al, 1998). Daher
wurde in weiteren Experimenten untersucht, ob aeicle Interaktion zwischen PARG und XRCC1
besteht.

3.4.1 Nachweis der direkte Protein-Protein-Interaktion zwischen PARG und
XRCC1 in einemYeast-Two-Hybrid-Experiment

Um die direkte Interaktion zwischen PARG und XRCL&ililberprufen, wurde zunachst &ieast-Two-
Hybrid- Experiment durchgefuihrt. Dazu wurde die gesanudidtende Sequenz der PARG in den
Vektor pGADT7 kloniert, sodass die Expression de@RB als Fusionsprotein mit der Transkriptions-
aktivierenden Doméane des Transkriptionsfaktors GAlfblgt Prey-Plasmid). Das Konstrukt pAS-
XRCC1 zur Expression von XRCC1 als Fusionsproteitt der DNA-bindenden Doméane des
Transkriptionsfaktors GAL4BRait-Plasmid) wurde freundlicherweise von der Arbeitggre von Prof.
K. Caldecott zur Verfigung gestellt (Caldecettal, 1996). Zur Kontrolle wurden die jeweiligen
Vektoren ohne inserierte DNA-Fragmente (pAS, pGAD&ingesetztPrey undBait-Plasmide wurden
sequentiell in den Hefestam$& cerevisiad®J 69-4A transformiert. In diesem Hefestamm etfalger

anderem die Expression des Reportergens HIS3 ugdatrolle des Transkriptionsfaktors GALA4,
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welches der Hefe ein Uberleben auf Histidinmangeiereermaglicht (siehe Abb. 3.21 A). Tatsachlich
wurde ein Wachstum der transformierten Hefen inteFaiher Koexpression von PARund XRCC1
auf den TLH-Mangelmedien beobachtet (siehe Ablkl B Dahingegen war fur Hefen, in denen nur
einer der beiden Bindungspartner exprimiert wursiehe Abb. 3.21 B) oder fir untransformierte
Hefestamme (Daten nicht gezeigt) ein Uberlebermatf-Mangelmedien nicht mdglich.

A) ~ _ _ / Gal4-Transkriptions-"
. - aktivierende
_— ( PARG,,, | _Doméne

XRCC1 '

P : o Transkription
Gal4-DNA-bindende
Gal1-Promotor Minimal-Promotor HIS3

B)

pGADT7 PARG,;,
+ pAS XRCC1

pGADT7 PARG,,,
+ pAS

pGADT7
+ pAS XRCC1

Abb. 3.21: Nachweis der Interaktion von PARG und XRCC1 im Yeast-Two-Hybrid-System

A: Schematische Darstellung des Prinizips deast-Two-HybrieBystemaB: Zur Expression von PARG und XRCC1
wurden die entsprechenden Plasmide in S. cerevisia@9-4A transfiziert und diploide Klone auf Sdieksmedien
ohne Tryptophan und Leuzin (-TL) selektiert. ZumcNaeis der Interaktion wurden die entsprechendem&lauf
Selektionsmedien ohne Tryptophan, Leuzin und His{jel' LH) angezogen.
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3.4.2 Nachweis der direkte Protein-Protein-Interaktion zwischen PARG und
XRCC1 durch GSH-Prazipitation

Um die Interaktion zwischen XRCC1 und PARG mit eizeveiten Methode zu bestatigen und den
Bereich der Interaktion hinsichtlich der PARG eigmnzen, wurde eini@a vitro Affinitatsprazipitation

an GSH-Sepharose durchgefihrt. Hierfir wurde zustiRCC1 rekombinant ii. coli BL21 (DE3)

als Protein mit C-terminalen Dekabhistidiad exprimiert und durch Affinitatschromatographie ldia
NTA-Sepharose gereinigt (siehe 2.2.7.4.2 und AbB2)3 Auf die nach der Elution zu beobachtende
Fragmentierung von XRCC1 wurde bereits zuvor vold€&attet al. (1994) hingewiesen. Da XRCC1
Uber keine bekannte katalytische Aktivitat verfiggr eine Kontrolle des gereinigten Proteins nsttel

Aktivitatstest nicht moglich.
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Abb. 3.22: Reinigung von rekombinant exprimiertem Hs-XRCC1

His-XRCC1 wurde inE. coli BL21 (DE3) exprimiert und durch Chromatographie NifNTA-Sepharose gereinigt.
Proben der jeweiligen Reinigungsschritte wurderiirer 12 % SDS-PAGE aufgetrennt und mit Coomassiléiat
Blue angefarbt.

E. colits- E. coli 3 h nach Induktion, RE I&. coli Extrakt (I6sliche Proteine), E- Elutionsfraktionen 1 bis 3 der Ni-
NTA-Sepharose

In der anschliessendeém vitro Affinitatsprazipitation wurde das gereinigte HIREC1 zusammen mit
der katalytischen Doméne der PARG als GST-Fusiatsjr (GST-PARGs) bzw. zur Kontrolle mit
unfusioniertem GST eingesetzt (siehe Abb. 3.23 Bije bereits im Yeast-Two-Hybrid System
beobachtete Interaktion zwischen PARG und XRCChit®durch dieses Experiment bestatigt werden.
Wahrend fir XRCC1 in Anwesenheit von GST-PARRE&ine Bindung an die GSH Sepharose erfolgte,
wurde dies nicht in der Gegenwart des Kontrollgn#eGST beobachtet (siehe Abb. 3.23 B).
Gleichzeitig konnte dadurch gezeigt werden, dassdigse Interaktion ebenfalls die katalytische

Doméane der PARG ausreichend ist.
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Abb. 3.23:1n vitro Affinitatsprazipitation von GST-PARG g und His-XRCC1 an GSH-Sepharose

A: Schematische Darstellung der FusionsprotdheGereinigtes His-XRCC1 wurde in einigr vitro Prazipitation an
GSH-Sepharose mit GST-PARGbzw. GST eingesetzt. Gebundene Proteine wurdeginier Immundetektion mit
mMAb a-GST bzw.a-XRCC1 nachgewieserC: Einfluss der Salzkonzentration auf die Interaktimischen GST-
PARG;:s und His-XRCCL1. Im Anschluss an die vitro Prazipitation von His-XRCC1 mit GST-PAR&Gbzw. GST
wurden gebundene Proteine durch die Zugabe vorgestéén Mengen NaCl (250 mM bzw. 750 mM) in
Bindungspuffer eluiert. Noch an GSH-Sepharose gaboe und im Uberstand befindliche Proteine wurdeginer
Immundetektion mit den AntikérpemrXRCC1 unda-GST nachgewiesen.

Die Bindung von XRCC1 an GST-PAR&erwies sich als stabil gegentber Konzentratiorsn 150
mM NacCl. Eine weitere Erh6hung der Salzkonzentratiéhrend dein vitro Affinitatsprazipitation auf
750 mM NaCl fuhrte dosisabhangig zu einer Dissamatles PARG-XRCC1-Komplexes (siehe Abb.
3.23 C). Daher kann vermutet werden, dass die dktien beider Proteine Uber nichtkovalente
Wechselwirkungen erfolgt.

3.4.3 PARG und XRCC1 liegen als Komplex in EM9-XH-Extrakten vor

Um die in Kapitel 3.4.1 und 3.4.2 beschriebenerfkiion zwischen PARG und XRCd# vivo zu
bestéatigen, wurden die Hamsterzelllinien CHO EM9B2w. EM9-XH (siehe Abb. 1.11) genutzt. In
EM9-XH Zellen wird XRCC1 als Polyhistidinfusionspeine stabil tberexprimiert (Caldeceat al,
1995). Folglich konnen interagierende Proteine adi®sen Zellen relativ leicht durch
Affinitatschromatographie an Ni-NTA angereichertrden. Zelllysate beider Zelllinien wurden mit der
Ni-NTA-Sepharose inkubiert, intensiv gewaschen geiundene Proteinkomplexe durch Elution mit
erhohten Imidazolkonzentrationen (80 mM) eluiemtder anschliessenden Immundetektion wurde die



EXPERIMENTE & ERGEBNISSE 105

Bindung von XRCC1-His an die Ni-NTA-Matrix nachgesen (siehe Abb. 3.24 B). Desweiteren
wurde die bereits bekannte Interaktion zwischen KRQund Ligase Il in den EM9-XH Zellen
bestétigt (siehe Abb. 3.24 B, Caldecettal, 1995). Die Abwesenheit von XRCC1 in den EM9-V-
Zellen fuhrt zu einer Destabilisierung und Degradlgy von Ligase Il (siehe Abb. 3.24 B), wie zuvor
schon mehrfach gezeigt wurde (Calde@tttl, 1995, Cappellet al, 1997). Hinsichtlich des PARG-
XRCC1-Komplexes konnte gezeigt werden, dass digdsgmon der PARG sowohl in EM9-V- als auch
EM9-XH Zellen erfolgt. Eine Bindung der endogeneAR® and die Ni-NTA-Sepharose erfolgte
jedoch nur in Gegenwart von His-XRCC1. Eine undptie Interaktion der PARG mit der
Affinitatsmatrix wurde durch ein Kontrollexperimentit EM9-V-- Zelllysaten ausgeschlossen (siehe
Abb. 3.24 B). Im Unterschied zu den Ergebnissenineitro GST-Affinitdtsexperimente (siehe Abb.
3.23 C und 2.2.7.8.4) erwies sich der endogene Kempus XRCC1 und PARG stabil gegentuber

Salzkonzentrationen von 500 mM NacCl.

A)
Extrakte EM9-V
—_— Prazipitation mit
XRCC1-negativ Ni-NTA-Sepharose
Western-
Blot
Extrakte EM9-XH
e I_:’rézipitation mit
XRCC1-His,, Ni-NTA-Sepharose
B)
EM9-V EM9-XH
TE Ust El TE Ust El
-XRCC1
a-XRC S ?
o-Lig Ml 'I = 1

Abb. 3.24: Nachweis des PARG-XRCC1- Komplexes in E®4XH Zellen
A: Ablauf derin vivo Ni-NTA-AffinitatsprazipitationB: Die einzelnen Fraktionen wurden in einer SDS-PAGE %)
separiert und einer Immundetektion mit den Antil@irpu-XRCC1 (H-300),0-Ligase [l unda-His-PARG;s (Tier 2)

unterzogen.
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3.4.4 Bedeutung von XRCCL1 fir die DNA-Reparatur in humane Zellen

Da XRCC1 sowohl ein Interaktionspartner von PARighe Tab. 1.2) als auch der PARG ist (siehe
3.4.1-3.4.3), erschien es moglich, dass das Proggulierend in den PAR-Metabolismus eingreift. Um
diesen Effekin vivo zu tUberprifen, standen die beiden schon zuvornggea Hamsterzelllinien EM9-
V- und EM9-XH zur Verfigung. Die unter 3.3.3-3.3uhd 3.4.1-3.4.3 beschriebenen Experimente
wurden jedoch mit den humanen Varianten der dretelre durchgefuhrt. Daher musste zunéchst
geklart werden, inwiefern die Funktionen von XRCi@lden Hamsterzellen und im humanen System
vergleichbar sind. Dafur wurde die Expression vaRCC1 in HelLa-Zellen durch Transfektion mit
einer XRCC1- siRNA vermindert (siehe 2.2.6.3). 2adth der Transfektion zeigte sich eine deutlich
veringerte Expression von XRCC1, verglichen mit dartsprechenden Kontroll- siRNA. Eine
verlangerte Transfektion mit der XRCC1- siRNA undnmidt eine weitere Reduktion der
Proteinexpression hatten zytotoxische Folgen. AefTatsache, dass XRCC1 assoziiert mit Ligase Il
vorliegt und fur dessen Stabilitat unabdinglich wgurde bereits zuvor hingewiesen (siehe Abb. 3.24)
Ebenso wie bereits in Kernextrakten von EM9-V- &ellbeobachtet (siehe Abb. 3.24), fuhrte eine
veringerte Expression von XRCC1 aufgrund einer #\RIMansfektion zu einer Destabilisierung von
Ligase lll. Wahrend XRCC1 keinen Einfluss auf dialfflitat des Transkriptionsfaktors YY1 ausubt,
waren in den mit XRCC1- siRNA behandelten Zelleruttieh geringere Mengen an Ligase |lI
nachweisbar (siehe Abb. 3.25 A).

In einem zweiten Experiment wurde die DNA-Repailkadpazitat von HelLa- Zellen nach verringerter
XRCC1- Expression untersucht. Dazu wurden die BeNederum fir 24 h mit Kontroll-siRNA"s bzw.
siRNA’s gerichtet gegen XRCC1 transfiziert. Ansesdiend erfolgte eine Schadigung mit MNNG. Die
durch MNNG induzierten alkylierten Basenverdndeem@ der DNA werden vornehmlich durch das
BER-System repariert, in dem XRCC1 von zentralerdddgung ist (siehe Abb. 1.9). Die
Reparatureffizienz wurde danach zu unterschiedticheiten nach genotoxischer Schadigung anhand
eines alkalischen Comet-Assay (siehe 2.2.6.9) gegnedn ungeschadigten Zellen wurden jeweils nur
geringfugige alkalilabile DNA-Schéden detektierie dnabhangig von der Prasenz der Kontroll- oder
XRCC1- siRNA auftraten (siehe Abb. 3.25 B). Die Rktibn von XRCC1lper sefuhrte daher nicht zu
einer Akkumulation von DNA-Schaden. Eine Zugabe ¥opM MNNG fihrte in beiden Fallen zur
Induktion von DNA Lasionen unmittelbar nach Schadig, gemessen anhand der Zunahme der Grosse
und Breite der Cometen. Wahrend in den mit KontedRNA behandelten Zellen eine effiziente
Reparatur der DNA-Schaden stattfand (Reduktion Zidlen mit DNA-Schaden Klasse II und I
innerhalb von 24 h), akkumulierten in den mit XRCGIRNA behandelten Zellen viel mehr DNA-
Schéaden (Klasse 11l unmittelbar nach MNNG-Behand)uleren Reparatur deutlich weniger effizient
erfolgte (siehe Abb. 3.25 B).
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Abb. 3.25: Eine Verringerung von XRCC1 mittels RNAifuhrt zur Destabilisierung von Ligase IlI

und einer verminderten DNA-Reparaturkapazitat in HeLa- Zellen

HelLa- Zellen wurden mit Kontroll- bzw. XRCC1-siRN&\gerichtet gegen XRCC1 (siehe Tab. 2.4) transfizie

A: Nach 24 h wurden Kernextrakte prapariert (sieherZ32) und anschliessend Western-Blots mit derkArgerna-
XRCC1 (H-300),0-Ligase unda-YY1 (C-20) (Kontrolle) durchgefuhrtB: 24 h nach der Transfektion der siRNA's
wurden die Zellen fir 10 min mit 5 uM MNNG gesclgidund ein Alkalischer Comet-Assay zur Quantifigieg
vorhandener DNA-Schaden durchgefihrt. Zunachst evaiel Grad des induzierten DNA-Schadens entsprdctien
Lange und Breite des Comets auf einer Skala vohl @efiniert. Anschliessend wurden die DNA-Schadigen in
Proben von Zellen ohne Behandlung mit MNNG (-), ttetbar nach der Schadigungq(f® 3 h (R 1) bzw. 24 h (R4 1)
nach Schadigung mit MNNG quantifiziert.

Anhand dieser beiden Experimente konnte geschigestowerden, dass XRCC1 hinsichtlich der
Stabilitat von Ligase Il und einer Funktion im BEJYstem in den Hamsterzellen und in humanen
Zellen eine vergleichbare Bedeutung hat. Zur Autki@ der Rolle von XRCC1 fir den PAR-
Metabolismus wurde deshalb in den folgenden Experten mit den CHO EM9-Hamsterzelllinien

gearbeitet.
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3.4.5 XRCC1 reguliert die Synthese von Poly (ADP-Ribose)

Um die Bedeutung von XRCC1 fir den PAR-Metabolismmusivo zu analysieren, wurden EM9-V-
und EM9-XH mit einer letalen Dosis des alkylierenddgenz MNNG behandelt. Anschliessend
erfolgte der Nachweis der gebildete PAR durch Imflu@neszenz mit dem Antikdrper-Poly (ADP-
Ribose)/96-10-04 (siehe Abb. 3.26).

A) EM9-V EM9-XH
o—PAR DAPI a—PAR DAPI

MNNG
MNNG
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B) EM9-XH
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Abb. 3.26: Quantifizierung der PAR-Synthese in EM9Zellen nach Schadigung mit MNNG

EM9-V- und EM9-XH- Zellen wurden fir 12 min mit 500M MNNG geschéadigt. Ggf. wurde 3-ABA (2 mM)
zugefligt. A: Nach der Schadigung wurden die Zellen fixiert (Falshehyd/Triton) und gebildete PAR durch
Immunfloureszenz mit den Antikdrperru-Poly (ADP-Ribose)/96-10-04 undo-Kaninchen-lgG-Alexa 594
nachgewiesen. Zur Kontrolle erfolgte eine DAPI-Réml. B: Reprdsentative Quantifizierung der Intensitat der
Immunfluoreszenz der jeweiligen in A) gekennzeidthneEM9-V-- und EM9-XH Zellen (Pfeile mit *)C: Statistische
Auswertung der in B) gemessenen Fluoreszenzingarit Es wurden die Intensitditsmaxima der Fluoreszein die
Messsung einbezogen. Die im Diagramm dargestéllterie repréasentieren das Ergebnis von je 300 Zellen
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In Abwesenheit der genotoxischen Schadigung wukdeder in den XRCC1-negativen noch in den
XRCC1-lberexprimierenden Zellen PAR-Polymere dé&tek{siehe Abb. 3.26 A und C). Unmittelbar
nach MNNG-Behandlung akkumulierten in den EM9-XHI&e deutlich mehr PAR, verglichen zu den
EM9-V- Zellen (siehe Abb. 3.26 A- C). Eine Quardiéirung der Immunfluoreszenz ergab eine 3-4fach
erhohte Polymerbildung in EM9-XH Zellen verglichem den EM9-V- Zellen (siehe Abb. 3.26 B und
C). Anhand von Western-Analysen zeigte sich, dasshr30 min nach genotoxischer Schadigung
deutlich grossere Mengen an hochmolekularen PARHm@iten Proteinen in den EM9-XH Zellen
nachweisbar waren, verglichen zu EM9-V- Zellen{gié\bb. 3.26). Erfolgte im Kontrollexperiment
die MNNG-Behandlung in Anwesenheit des PARP-1 litbrb 3-ABA, so wurde die Polymersynthese
in den CHO-Zellen komplett unterbunden (siehe AbB6 A und C). Dies erlaubt den Schluss, dass die
gemessene XRCC1-regulierte PAR-Synthese PARP-\tettr@tfolgte.

EM9-V EM9-XH
0 12 30 0 12 30 min
. pon
200 —
o—PAR
65 —

50 — NN RN o Tubulin

1 2 3 4 5 6

Abb. 3.27: Nachweis von Poly (ADP-Ribose) in EM9-Zlen zu unterschiedlichen Zeiten nach

Schadigung mit MNNG

EM9-V- und EM9-XH Zellen wurden fir 12 min mit 500M MNNG geschadigt oder verblieben ungeschadigt. Zu
unterschiedlichen Zeiten nach Schadigung mit MNN@den Gesamtzellextrakte prapariert und einer Indetektion

mit den Antikérperru-Poly (ADP-Ribose)/96-10-04 bzw-alpha-Tubulin/DM 1A unterzogen.

1;4-Extrakte von unbehandelten Zellen, 2;5-Extrakia Zellen unmittelbar nach MNNG-Behandlung furr, 3;6-
Extrakte von Zellen, die fur 10 min mit MNNG behattdvurden und anschliessend fiir 20 min in komefatbMEM
verblieben.
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3.4.6 Expression von XRCC1 beeinflusst nicht die Stabilét und zellulare
Verteilung von PARP-1 und PARG

Um die Grunde fur die erhéhte PAR-Bildung in den &XH Zellen zu identifizieren, wurde zun&chst
die Expression von PARG und PARP-1 in verschiedetRE@C1-defizienten oder Uberexprimierenden
Hamsterzelllinien AA8, EM9, EM9-V und EM9-XH (sien&bb. 1.11) analysiert. Hierflir wurden
Kernextrakte aus unbehandelten Zellen praparieri wiiese mittels Western-Blot untersucht.
Hinsichtlich von XRCC1 zeigte sich eine Uberexpi@ssdes Proteins in den EM9-XH Zellen
verglichen zu der Linie AA8. Dies ist jedoch vertialt auf die Spezifitdt des eingesetzten Antikosper
(0-XRCC1-humaps 1309 zurlckzufuhren. Wahrend in Abwesenheit von XRQ@t sehr geringe
Mengen an Ligase Il in Kernextrakten nachweisbarem, ergaben sich keine Unterschiede fur die
Expression von PARP-1 und PARG in den vier Hamstiiraen (siehe Abb. 3.28 und vgl. auch Abb.
3.24 B). XRCC1 ist folglich nicht wichtig, um dieeildlen zuletzt genannten Proteine zellular zu

stabilisieren.

AA8
EM9
EM9-XH
EM9-V

aoxrcct

a-PARP (PR ———

~~ <« PARG,,
«— PARG,

o-PARG

a-Lig 1l ~
a-vyr (s

Abb. 3.28: XRCC1 beeinflusst nicht die Stabilitat wn PARP-1 und PARG

Jeweils 50 ug Kernextrakte verschiedener CHO-zédlli wurden in einer SDS-PAGE (10 %) separiert und
anschliessend einer Immundetektion mit den Antigimp-XRCC1 (H-300),0-PARP AMD, a-His-PARGss
(Serum Tier 1)g-Ligase Il unda-YY1 (C-20) unterzogen.

Um eine mdgliche veranderte zellulare Verteilungn MARP-1 und PARG zu untersuchen, wurden
EM9-V- und —XH Zellen mittels Immunfluoreszenz aysért. PARP-1 ist als zellkernlokalisiertes
Protein beschrieben (Desnoyet al., 1996). In Abhangigkeit vom Transkriptionsstatugirmet sich
PARP-1 in den Nukleoli (transkriptionspositive #£#l) oder bevorzugt der Kernmatrix
(transkriptionsnegative Zellen) (Desnoydral.,1996). Von der PARG ist bekannt, dass sie sowahl i

Zellkern- als auch Cytoplasma vorkommt (Bonicad#i al., 2005). Desweiteren findet sich eine
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mitochondriale Lokalisationssequenz innerhalb deseihs (siehe Abb. 1.6 und Oet al, 2005). Um

ggof. die Lokalisation der PARG in den Mitochondrieesser zuordnen zu kdnnen, wurden diese durch
Zugabe des floureszierenden MitoTracker Red CMXRwarkiert. MitoTracker Red CMXRos
akkumuliert in Abhangigkeit des mitochondrialen Maanpotentials in diesen Organellen. Durch eine
Bindung an freie Thiolgruppen entstehen formaldékigtbare Konjugate, die anschliessend im
Fluoreszenzmikroskop sichtbar gemacht werden k&énmemnngeschadigten CHO-Zellen wurden die
PARP-1- Signale, unabhangig von der Anwesenheit XRCC1, im Zellkern, vornehmlich in der
Kernmatrix detektiert (siehe Abb. 3.29). Ebensod&m sich keine Unterschiede in der zellularen
Lokalisation der PARG (Zellkern, Cytoplasma und tigdr Mitochondrien) in den beiden
Hamsterzelllinien (siehe Abb. 3.29).

Mitotracker o-PARP DAPI Uberlagerung
Mitotracker o-PARG DAPI Uberlagerung

Abb. 3.29: XRCC1 beinflusst nicht die zellulare Veteilung von PARP-1 und PARG

EM9-V- und EM9-XH Zellen wurden fir 25 min in Mediu in Anwesenheit vom fluoreszierenden
Mitochondrienmarkers MitoTracker Red CMXRos (50 nhfikubiert. Anschliessend wurden die Zellen fixiert
(Formaldehyd/Triton) und einer Immunfluoreszenz denh primaren Antikérpern-PARP AMD bzw.o-His-PARG;s
(Tier 2) durchgefiihrt. Nach der Inkubation mit deekundaren Antikdrpes-Kaninchen-lgG-Alexa 488 wurde eine
DAPI-Farbung durchgefihrt.

Nach der =zellularen Fraktionierung der EM9-V- undM®EXH Zellen (Kern- und
Cytoplasmafraktionierung) bestéatigten sich diestuBde in Western-Analysen (Daten nicht gezeigt).
In einem weiteren Experiment zeigte sich, dass a&ilér Induktion der PAR-Synthese durch Zugabe
von 500 uM MNNG kein Unterschied in der zellulaMarteilung von PARP-1 und PARG zwischen

den beiden Zelllinien zu beobachten war (Datentrgelzeigt).
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3.4.7 Einfluss von XRCC1 auf die katalytische Aktivitat von PARP-1 und
PARG

Die zuletzt beschriebenen Experimente hatten geze#sgs die vermehrte PAR-Bildung in EM9-XH
Zellen nicht auf einen proteinstabilisierenden kisd von XRCC1 auf PARP-1 bzw. PARG
zurtickzufiihren war. Daher sollte nun untersuchtdesey inwieweit die katalytischen Aktivitdten der
beiden Proteine von XRCC1 direkt beeinflusst werdere ersten Experimente dazu wurden mit
gereinigten rekombinanten Proteinen durchgefuhRCK1 liegtin vivo assoziiert mit Ligase Ill vor.
Um den XRCC1-Ligase lll-Komplein vitro rekonstituieren zu kdnnen, wurde zunachst Ligésald
Protein mit C-terminaler Dekabhistidinfusion i coli BL21 (DE3) exprimiert und schrittweise durch
Isolation voninclusion bodies Renaturierung und Chromatographie an Ni-NTA-Sepd&a gereinigt
(siehe 2.2.7.4.4). Der Erfolg der Renaturierungdeudurch den Nachweis der Adenylierungsaktivitat
der gereinigten Ligase Il (siehe Abb. 2.2) ubefpru

Um anschliessend den Einfluss von XRCC1 auf die PARAktivitat zu untersuchen, wurde gereinigte
His-PARP-1 (Elutionsfraktionen der Hydroxyapatiteisiehe Abb. 3.5) in Gegenwart von sonifizierter
DNA jeweils mit rekombinantem His-XRCC1 oder Hisgase Il bzw. dem rekonstituierten XRCC1-
Ligase lll-Kkomplex im Uberschuss inkubiert und de&inbau von ¢-**P]-ADP-Ribose ausof*%P]-
NAD" in PAR anschliessend durch Cerenkov-Zahlung dfiziett. Durch die Zugabe von XRCC1
wurde erstaunlicherweise nicht die erwartete Aktivng, sondern vielmehr eine deutliche Hemmung
der Poly (ADP-Ribosyl)ierung beobachtet (siehe ABI80). In Anwesenheit von Ligase Il wurde
ebenfalls eine Hemmung der PARP-1-Aktivitdt gemegstehe Abb. 3.30). Dies ist moglicherweise

auf eine Kompetition um das Substrat sonifizierdAzurtickzufiihren.
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Abb. 3.30: XRCC1 beeinflusst die Aktivitat von rekanbinant exprimierter PARP-1.

50 nM His-PARP-1 wurde in PARG-Puffer (-MgfIimit 400 nM His-XRCC1 bzw. 100 nM His-Ligase llbwie
sonifizierter DNA und 10 pMd-**P]-NAD" inkubiert. Nach 20 min wurden Proteine und gebédeAR mit TCA
gefallt. Die Menge anof**P]-ADP-Ribose in der saureunldslichen Fraktion veumuantifiziert und die Menge
inkorporierter ADP-Ribose aus dem prozentualen &intles’P-markierten NADbestimmt.
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In einem weitererExperiment wurde ein moglicher Einfluss von XRCCdduLigase Ill auf die
Aktivitat der PARG untersucht. Daflr wurde rekomdmite PARG (GST-PARfg mit His-XRCC1
und/oder His-Ligase Il inkubiert und der Abbau \jar*?P]-PAR verfolgt. Anhand der Quantifizierung
der gebildetend-*?P]-ADP-Ribose ergaben sich keine Hinweise auf eieguilatorischen Einfluss von
XRCC1 und Ligase Il auf die Aktivitat der PARGdbie Abb. 3.31).

PARG - + + + o+
XRCC1 - - - + o+
Lig 1l - = 3 = F

ADP-
Ribose

‘0000<—PAR

Abb. 3.31: Die katalytische Aktivitat von rekombinant exprimierter PARG wird durch XRCC1
nicht direkt beeinflusst.

50 nM GST-PARGs wurde in PARG-Puffer (-MgG) mit 400 nM His-XRCC1 bzw. 100 nM His-Ligase llbwie
radioaktiv markierter deproteinierten-f°P]-PAR inkubiert. Nach 20 min wurden Proteine unakMotide mit Aceton
gefallt und mittels DUNNSCHICHTCHROMATOGRAPHIE sapat. Dargestellt ist das Autoradiogramm der
separierten Nukleotide. Die Position von PAR undPARIbose ist gekennzeichnet.

Um den Einfluss von XRCC1 auf die Aktivitdten voARP-1 und PARG unter zellularen Bedingungen
zu analysieren, wurden Kernextrakte aus den viengterzelllinien AA8, EM9, EM9-V und EM9-XH
prapariert. Anschliesssend erfolgte sowohl die iBesting der PARG-Aktivitat als auch der Gesamt-
Poly (ADP-Ribosyl)ierungsaktivitat in diesen Extrak. Dabei ergaben sich keine signifikanten
Unterschiede hinsichtlich beider Aktivitaten inealvier Hamsterzelllinien (siehe Abb. 3.32 A und B)
Eine von lkejimaet al. (1984) zuvor publizierten Studie hatte bereitsadahingewiesen, dass sich die
CHO AAS8 und EM9 Zellen sowohl im zellularen Gehaith NAD" als auch der Gesamt-Poly (ADP-
Ribosyl)ierungsaktivitat nicht unterscheiden.
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Abb. 3.32: Der Gesamt Poly (ADP-Ribose) Metabolisnaist unveréandert in EM9-Zellen.

10 pg Kernextrakte von AA8, EM9, EM9-XH und EM9-¥ellen (préapariert nach 2.2.7.3.2) wurden fur 201 rini
PARG-Puffer (-MgCJ) mit A: sonifizierter DNA und 10 uMd-**P]- NAD" inkubiert und die Menge inkorporierter
ADP-Ribose aus dem prozentualen Einbau*#@snarkierten NAD bestimmtB: radioaktiv markierter deproteinierter
[0-*P]-PAR inkubiert und die Menge gebildeter’fP]-ADP-Ribose quantifiziert. Die relativen Aktivign wurden in
% zur Aktivitat in Kernextrakten der XRCC1-Wildtypamsterzelllinie AA8 angegeben.

3.4.8 Eine Rekrutierung von XRCC1 an den Ort der DNA-Schdigung flhrt zu
einer vermehrten Bildung von Poly (ADP-Ribose)

Es ist bekannt, dass infolge einer genotoxischedmBa&lung entstandene DNA-Einzelstrangbriiche zu
einer Rekrutierung von XRCC1 an den Schadensorvivo fuhren, um den Reparaturvorgang
einzuleiten (siehe Abb. 1.9, Okamt al, 2003). Diese Rekrutierung von XRCCL1 ist strengeare
initiale Synthese von PAR gebunden. Im VergleichPARP-1 ist die Menge an XRCC1 in der Zelle
geringer (Leppareét al, 2003). Daher kann vermutet werden, dass dur@hgaaielte Rekrutierung von
XRCC1 an den Ort des DNA-Schadens, vermittelt daatomodifizierte PARP-1, die Konzentration
von XRCC1 lokal erhoht wird, um die Reparature#fizz zu erhfhen. Um diese Rekrutierungyitro
nachzuahmen, wurden Kernextrakte von XRCC1l-negatileM9-Zellen prapariert und mit
rekombinantem His-XRCC1 im Uberschuss in Gegenwart sonifizierter DNA und d-*P]-NAD*
inkubiert. Die Menge gebildeten{?P]-PAR wurden nach einer Auftrennung im SDS-PAGcHur
Autoradiographie bestimmt (siehe 2.2.7.11.3). InEKernextrakten bzw. Extrakten supplementiert
mit BSA wurden unter diesen Bedingungen nur werigateine durch PAR modifiziert (siehe Abb.
3.33 A Spur 2). Eine genauere Analyse der isolel?&R-Polymere nach Separierung im Acrylamidgel
ergab eine Kettenldnge zwischen 1-50 (ADP-Ribosefditen (siehe Abb. 3.33 B Spur 2). Wurde den
Kernextrakten His-XRCC1 im Uberschuss zugefiigt,rtiiirdies zu einer extremen Steigerung der
Polymersynthese. Die Analyse im SDS-PAG zeigte aieetliche Zunahme, vonoa{’P]-PAR-
markierten Proteinen zwischen 130 und 170 kDa. @#&sven wurden radioaktiv markierte Proteine

detektiert, die aufgrund ihrer hochmolekularé&@RPModifizierung im Sammelgel verblieben (siehe



EXPERIMENTE & ERGEBNISSE 115

A) B)

9 9

5 5 T

m X m X

+ o+ + o+

Ll LLl L W w LLl

X X X Y X s

- <— PAR™

- <— PARP-1- PAR™ '
o
IS
£
©
(7))

<— PARP-1- PAR**
170 —
130 — 50 —
B <+— PARP-1
g’ 100 —
g 70 — <«+— XRCC1
55 —

1 2 3

Abb. 3.33: Supplementierung von EM9-Kernextrakten nit rekombinantem XRCC1 fuhrt zu
einer erhdhten Synthese von Poly (ADP-Ribose)

10 pg Kernextrakte von EM9-Zellen (prapariert nach7.3.2) wurden in PARG-Puffer (-Mgfmit 1 pg His-XRCC1
(in Proteinpuffer -MgGJ), BSA oder Proteinpuffer (-Mgg)l sowie sonifizierter DNA und 10 pMf**P]-NAD* fiir 20
min bei 30°C inkubiertA: Proteine und Nukleotide wurden einer SDS-PAGE (8uiterzogen und die eingebaute
Radioaktivitat in Form vono-*P]-PAR durch Autoradiographie sichtbar gemacht. Basitionen von PARP-1, PARP-
1 mit hohermolekularen PAR-Modifikationen (PARP-AR") und XRCC1 sind gekennzeichnBt. Nach Ablauf der
Reaktion wurdend-**P]-markierte PAR Polymere isoliert und in einem P@3%) aufgetrennt. Die Anzahl der ADP-
Riboseeinheiten pro Kette (10 und 50) sowie dieitPos der hochmolekularen PAR-Polymere (PARist
gekennzeichnet.

Abb. 3.33 A Spur 3). Die Auftrennung aller, in Arsemheit von XRCC1 gebildeten PAR-Polymere im
Acrylamidgel ergab sowohl eine vermehrte Bildung Wetten mit 1-50 (ADP-Ribose)-Einheiten, als
auch das Auftreten von deutlich héhermolekularemiveigten Polymeren (PAR (siehe Abb. 3.33 B
Spur 3). Es stellte sich nunmehr die Frage, wodseiivermehrte PAR-Synthese in diesem Experiment
zuriickzufuhren war: auf eine Hemmung der PARG adéeine aktivierende Wirkung von XRCC1 auf
PARP-1. Um das zu Kklaren, wurden erneut EM9-Kemagkt, supplementiert mit BSA oder His-
XRCC1, in Gegenwart von sonifizierter DNA ung-¥P]-NAD" inkubiert. Nach Ablauf der Reaktion
wurden die Proteine, das eingesetaté’P]-NAD* und alle i-*?P]-markierten Metabolite durch Zugabe
von Aceton geféllt und in TE gel6st. Die Fraktiorrchochmolekularen/verzweigtkettigen, in TE-
unléslichen §-*°P]-PAR-Polymere wurde als PAR definiert und durch Cerenkov-Messung

quantifiziert. Die 16slichend-*2P]-markierten Metabolite konnten mittels Diinnsctibiomatographie
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separiert und anschliessend ebenfalls durch CeveMlessung quantifiziert werden. Die Auswertung
des gesamten PAR-Metabolismus ergab eine vermehrtékkumulation von
hochmolekularen/verzweigtkettigen-{?P]-PAR-Polymeren (PAR) sowie eine deutlich verringerte
Bildung von p-*?P]-ADP-Ribose (65 %) in Anwesenheit von XRCC1 (sié¥bb. 3.34). Daher konnte
die vermehrte PAR-Bildung in Anwesenheit von XRC£Zmindest teilweise auf eine Hemmung der
PARG zurtickgefuhrt werden. Jedoch musste XRCC1 arekt die Synthese von PAR stimuliert
haben, da in Anwesenheit von XRCC1 deutlich grisddengen an NAD (Substrat von PARP-1)
umgesetzt wurden (20 %, siehe Abb. 3.34).

Kernextrakt Kernextrakt + BSA
PAR** PAR**
57 % 6,3 %
PAR PAR
18,4 % 21,6 %
NAD* .
52,9 % NAD
\ ADP-Rib Bae
203 % ADP-Ribose
AMP AMP 211 %
1,9 % 1,6 %
Kernextrakt + XRCC1 Kontrolle
PAR**
19,6 %
NAD* PAR NAD' PAR*; 3,§/ %
42,7 % 89,7 % ' PAR 2,7
8 20.4 % ° "~ ADP-Ribose 3,0 %
AMP 0,9 %

AMP ADP-Ribose
23% 149%

Abb. 3.34: Analyse des Poly (ADP-Ribose) Metaboliams in EM9-Kernextrakten nach

Supplementierung mit rekombinantem XRCC1

10 pg Kernextrakte von EM9-Zellen (prapariert nach7.3.2) wurden in PARG-Puffer (-Mggmit 1 pg His-XRCC1
(in Proteinpuffer -MgGJ), BSA oder Proteinpuffer (-Mgg)l sowie sonifizierter DNA und 10 pMi{*P]- NAD" fiir 20
min bei 30°C inkubiert. Proteine und Nukleotide dem mit Aceton gefallt und in TE gel6st. Die Mengegeloster
proteingebundener, hochmolekularer’fP]-PAR (PAR**) wurde mittels Cerenkov-Messung bestit. Losliche §-

¥2p]-Metabolite wurden mittels DUNNSCHICHTCHROMATOGRAIE separiert und die Signale vom¥P]-PAR
(PAR), -ADP-Ribose, -AMP und —NADguantifiziert.
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Die vermehrte Synthese vom-{?P]-PAR in Gegenwart von (iberschiissigem XRCC1 wuadeh
beobachtet, wenn in einemn vitro Rekrutierungsexperiment Kernextrakte von Hela- Zdlen
eingesetzt wurden (siehe Abb. 3.35, vgl Spur 2)84).

HelLa S3 EM9
(</() n'd 0'd
m X X
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W w o w L
¥ ¥ X X
I <— PARP-1- PAR**
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(0]
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& 130 _. <— PARP-1- PAR**
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‘é’) 100 —
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Abb. 3.35: Supplementierung von HeLa S3-Kernextralkén mit rekombinantem XRCCL1 fihrt

ebenfalls zu einer erhdhten Synthese von Poly (ADRHbose)

Kernextrakte von HelLa S3- (5 pg) bzw. EM9-Zelle® (1g) (prapariert nach 2.2.7.3.2) wurden in PAR®EPU-
MgCl,) mit 1 pg His-XRCC1 (in Proteinpuffer -Mg&}) BSA oder Proteinpuffer (-Mgg)l sowie sonifizierter DNA und
10 pM [e-**P]-NAD* fiir 20 min bei 30°C inkubiert. Proteine und Nuklde wurden einer SDS-PAGE (10 %)
unterzogen und die eingebaute Radioaktivitat imFeon o->2P]-PAR durch Autoradiographie sichtbar gemacht. Die
Positionen der PARP-1, PARP-1 mit héhermolekulaR&R-Modifikationen (PARP-1-PAR) und XRCC1 sind
gekennzeichnet.

Die Experimente in den Kapiteln 3.4.5 bis 3.4.8 drateindeutig bewiesen, dass infolge einer
Rekrutierung, oder durch Supplementierung von XRCE€ihe deutlich vermehrte PAR-Synthese
erfolgt. Die Ergebnisse von Abb. 3.28 bis Abb. 3Z&2gen, dass XRCC1 weder einen Effekt auf die
Stabilitat noch die katalytische Aktivitat von PARPoder PARG ausiibt. Eine mdgliche alternative
Erklarung konnte sein, dass XRCCL1 indirekt einenfl&ss auf den PAR-Metabolismus ausubt: zum
einen, indem eine Bindung von PARG an das SubB#& unterbunden wird. Andererseits ware auch
eine Verdrangung von Proteinen, welche die PAR{®s¥ inhibieren (z. B. PARG, siehe 3.3.7,)
denkbar.
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3.4.9 Ein C-terminales Fragment von XRCC1 induziert dievermehrte Poly

(ADP-Ribosyl)ierung

Im Folgenden sollte der Proteinabschnitt von XR@@her eingegrenzt werden, der fur die vermehrte
PAR-Bildung in Kernextrakten hinreichend ist. Dafiurden Deletionsmutanten unter Verwendung des
pET100/D-TOPO-Vektorsystem kloniert. Abb. 3.36 Aigtedie benutzten Konstrukte schematisch.
XRCC1.310 beinhaltet den gesamten N-Terminus von XRCC1 twsBRCT-Domane |, XRCGlos33
umfasst die BRCT I-Doméane (mit dem PAR-Bindemosieche Abb. 1.12), dem linker Il sowie die
zweite BRCT-Doméane. XRCGg.s33kodiert den C-Terminus beginnend ab Aminoséure 402.

linker | linker Il
XRCC1 | DBD NLS - - - His
1 183 315 403 538 633
XRCCA1,,, His - DBD NLS
1 310

310 403 538 633

402 538 633

B)

X RC C 1 402-633

XRCC1 310-633
BSA

O 0O
O O
r o
X X

XRCC1
XRCC1 310-633
XRCCAipz.63

<— PARP-1- PAR*

!
[}
= <— PARP-1- PAR**
£ 170 —

66 — S 130 —

_ <— PARP-1

45 - 100 —
2 i — <— XRCC1

29 — 2 5 — <— XRCC1, s

Abb. 3.36: Analyse von XRCC1-Deletionsproteinen hsichtlich ihrer PAR-Induktionsfahigkeit in
EM9-Kernextrakten

A: Schematische Darstellung der XRCC1-DeletionsmataBt Proben der gereinigten XRCC1-Deletionsmutanten
wurden in einer 10 % SDS-PAGE aufgetrennt und roibr@assie Brilliant Blue angefartg: 10 pg Kernextrakte von
EMO9-Zellen (prapariert nach 2.2.7.3.2) wurden inR&Puffer (-MgC}) mit 1 ug BSA, His-XRCC1 bzw. den
jeweiligen XRCC1-Deletionsproteinen sowie sonifie DNA und 10 pM ¢-*?P]-NAD* fir 20 min bei 30°C
inkubiert. Proteine und Nukleotide wurden einer SDS-PAGE (3Qufiberzogen und die inkooporierte Radioaktivitét i
Form von [-*P]-PAR durch Autoradiographie sichtbar gemacht. Miesitionen der PARP-1, PARP-1 mit
héhermolekularen PAR-Modifikationen (PARP-l-P%«Rmd XRCC1/XRCC%;0.6335ind gekennzeichnet.
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Die resultierenden Plasmide wurden B coli BL21 StarTM (DE3) transformiert, die drei
Deletionsmutanten als Proteine mit N-terminaler yRdikitidinfusion exprimiert und mittels
Affinitatschromatographie an Ni-NTA-Sepharose geigti (siehe Abb. 3.36 B). Anschliessend wurden
Kernextrakte von XRCC1-negativen EM9-Zellen mitaeibinanten His-XRCC1 bzw. den einzelnen
XRCC1-Deletionsmutanten in Gegenwart von sonifteierDNA und p-3*P]-NAD* inkubiert. Die
Menge gebildeterof*?P]-PAR wurde nach einer Auftrennung im SDS-PAG HuAutoradiographie
bestimmt. Wie bereits zuvor gezeigt (siehe Abb.3B.3Uhrte die Zugabe von XRCC1 zu einer
vermehrten Bildung von hochmolekularer PAR (sieng#bA3.36 C Spur 1). Erfolgte das vitro
Rekrutierungsexperiment in Gegenwart der einzeDeletionsproteine, so ergab sich kein verandertes
Poly (ADP-Ribosyl)ierungsmuster fir XRCCzo im Vergleich zu BSA (siehe Abb. 3.36 C Spur 2).
Wurde die Deletionsmutante XRC4de3s eingesetzt, war eine deutliche Zunahme von
hoéhermolekularen PAR-modifizierten Proteinen ziek¢ren (siehe Abb. 3.36 C Spur 3). Desweiteren
wurde, vergleichbar zum Gesamtprotein XRCC1, eigrifikante Heteromodifikation von XRCGg.

633 beobachtet (siehe Abb. 3.36 C Spur 1 und 3). Eugabe des um die BRCT |-Domane verklrzten
Proteins XRCCly-633 fuhrte nicht zur Steigerung der PAR-Synthese ¢siéibb. 3.36 C Spur 4).
Obwohl mit XRCC13;0.633nicht eine zum Gesamtprotein XRCC1 vergleichbama@Bierung der PAR-
Synthese erzielt wurde, konnte davon ausgegangetewedass dieser Proteinbereich hinreichend fir
diese Funktion ist. Desweiteren erlaubte diesesfx@nt indirekt den Schluss, dass die Interaktion
von XRCC1 mit der PARG wahrscheinlich innerhalb Aerinosduren 310 bis 633 erfolgt.

3.5 Die XRCC1l-abhangige Akkumulation von Poly (ADP-Ribse)

induziert eine Caspase-unabhangige Apoptose

3.5.1 Die XRCC1-abhangige PAR-Akkumulation fordert die Translokation des
proapoptotischen Proteins AIF und die Chromatinoly® des Zellkerns

Die in den Kapiteln 3.4.5 bis 3.4.8 dargestelltegdbnisse hatten die Relevanz von XRCC1 fur den
PAR-Metabolismus gezeigt. Von Yet al. (2002) wurde gezeigt, dass in HelLa- Zellen nach
Behandlung mit dem alkylierenden Agenz MNNG PAR wkkliert. Dies fuhrt unmittelbar zur
Induktion des Zelltodes vermittelt durch die Trahsition des proapoptotische Protein AIF und der
Chromatinolyse des Zellkernsiuclear shrinkage Es stellte sich daher die Frage, ob die XRCC1-
defizienten und XRCC1-komplementierten CHO-Zellarigeund ihrer verschiedenen PAR-Bildung
(siehe Abb. 3.26 und Abb. 3.27) Unterschiede hiribah der Induktion des AlF-vermittelten Zelltodes
aufweisen. Um das zu analysieren, wurden EM9-V- &MB-XH Zellen zur Induktion der PAR-
Synthese mit einer fir beide Linien letalen Dosia 400 uM MNNG behandelt. Nach 3 h wurden die
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Zellen fixiert und durch Immunfluoreszenz die Lakedrung von AIF nachgewiesen. Wahrend in
Apoptose-negativen Zellen AIF in den Mitochondrlekalisiert ist, kann das Protein in apoptotischen
Zellen im Zellkern nachgewiesen werden (Susiral., 2000). Ein Vergleich des Gehalts an AIF in
Gesamtzellextrakten mittels Western-Blot ergab éwitunterschied zwischen den beiden CHO-Linien
(siehe Abb. 3.37 C). Wahrend AIF jedoch in 90 % &&19-XH- Zellen 3 h nach genotoxischer
Schadigung im Zellkern detektiert wurde, erfolgte d@ranslokation nur in 10 % der EM9-V- Zellen
(siehe Abb. 3.37 A und B). Eine MNNG-Behandlung B&f9-XH- Zellen in Anwesenheit des PARP
Inhibitors 3-ABA, unterband die AlF-Translokatiosi€he Abb. 3.37 A und B). Dies bedeutet, dass die
AlF-Translokation an eine Synthese von PAR gekdppat, also PARP-abhéangig erfolgte.

A)
EM9-V EM9-XH
DAPI Uberlagerung Uberlagerung
o -
MNNG -
+3-ABA ?
e
B) C)
100
g -
£35S g0 H MNNG I
E% [ 3-ABA E ;
o = 1
E’% 60 B 3-ABA+ MNNG E E
NE a0
SN a-XRCC1
<2 oAF
o o-YY1 —_——
EM9-V EM9-XH

Abb. 3.37: Die XRCC1-abhangige Akkumulation von PARf6rdert die Translokation von AlF
EM9-V- und EM9-XH- Zellen wurden fir 10 min in HBS) bzw. 500 pM MNNG inkubiert. Gegebenenfalls wei@t
ABA (2 mM) zugefugt. Anschliessend wurden die Zeltait PBS gewaschen und in frischem Medium inkubier

A: 3 h nach der Schadigung wurden die Zellen fixi@fiofmaldehyd/Triton) und eine Immunfloureszenz dem
Antikérpera-AlF (H-300) durchgefiihrt. Im Anschluss an die Ibktion mit dem sekundaren AntikérpeKaninchen-
IgG-Alexa 488 erfolgte eine DAPI-Farburig. Die Immunfluoreszenz aus A wurde quantifiziert.|&e] in denen die
AlF-Fluoreszenz nicht mehr im Mitochondrium sondémfum den Zellkern zu beobachten war, wurden rAit-;
Translokation-positiv* bewertet. Pro Versuch wurdeweils 300 Zellen ausgezahlt. Die im Diagrammgéatellten
Werte reprasentieren das Ergebnis von drei unalidgmd=xperimentenC: Die Expression von XRCC1, AlF und
YY1 in den EM9-XH- und EM9-V- Zellen wurde durch mnundetektion mit den AntikdrperssXRCC1 (H-300),0-
AIF (H-300) unda-YY1 (C-20) untersucht.
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Gleichermassen wurde 6 h nach der MNNG-Behandlangber 80 % der EM9-XH- Zellen eine
deutliche Verkleinerungn{clear shrinkagg jedoch keine komplette Kondensation des Zelkkern
beobachtet (siehe Abb. 3.38, vgl auch Abb. 1.18. d&spase-abhéngige Apoptose unter Beteiligung
der caspase-aktivierten DNase CAD fuhrt terminaéiner vollstandigen Fragmentierung der DNA mit
anschliessender Chromatinkondensation. Dieseradektann jedoch nur bei genigend hohen ATP-
Konzentrationen ausgelost werden (siehe Abb. 1D4)die durch MNNG-induzierte, vermehrte PAR-
Synthese mit einem rapiden Absinken des zellul&gargiegehalts einhergeht (siehe auch Kapitel
3.5.3), war die caspase-abhéngige Apoptose auémiéd/eg nicht mdglich. Stattdessen erfolgte in
EM9-XH- Zellen die Initiation der AlF-vermittelterApoptose mit partieller Chromatinolyse des
Zellkerns (Abb. 1.13). In den EM9-V- Zellen erfadgtlasnuclear shrinkageaur in jeder zehnten Zelle
nach der MNNG-Behandlung (siehe Abb. 3.38). Wurdepdrentale Linie CHO AA8 (XRCGdmster
positiv) eingesetzt, so ergaben sich hinsichtlieh @hromatinolyse des Zellkerns zu EM9-XH- Zellen
vergleichbare apoptotische Eigenschaften (Datent gezeigt). Die Zugabe des Pancaspaseinhibitors z-
VAD(OMe)-fmk (Inhibitor sowohl der Initiator- alsueh Effektorcaspasen) wéhrend der genotoxischen
Schadigung von EM9-XH- Zellen konnte die Chromdiee des Zellkerns nicht unterbinden (siehe
Abb. 3.38). Dies weist darauf hin, dass die durddNW& hervorgerufene Induktion der Apoptose in
EM9-XH- Zellen unabhangig von der Aktivitat von @asen erfolgt.

A) Kontrolle  nuclear shrinkage

B)

) 100 & mnne
I 80 = MNNG
E < + z-VAD-fmk
O = |

L.
—~ © ¥
§% 40

2 20

0 =;E=-
EM9-V EM9-XH

Abb. 3.38: Die XRCC1l-abhangige Akkumulation von PAR fuhrt zur Chromatinolyse des
Zellkerns (nuclear shrinkage)

EM9-V- und EM9-XH- Zellen wurden fir 10 min in HB®) bzw. 500 uM MNNG inkubiert. Gegebenenfalls waird
der Caspase-Inhibitor z-VAD(oMe)-fmk (100 uM) zuiggf. Anschliessend wurden die Zellen mit PBS getvasaind
in frischem Medium inkubiert. Nach 6 h wurden diellén fixiert (Methanol/Aceton) und eine DAPI-Fartg
durchgefuhrt. Zellen mit deutlicher VerkleinerungsdZellkerns wurden alsiyclear shrinkageositiv* klassifiziert.A:
Beispielhaft sind Zellkerne ohne (Kontrolle) undtn@hromatinolyse r{uclear shrinkage dargestellt.B: Zur
Quantifizierung wurden jeweils 300 Zellen hinsiattilder definierten Veranderungen des Zellkerngi@zihlt. Die im
Diagramm dargestellten Werte reprasentieren dastaig von drei unabhéngigen Experimenten.
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3.5.2 Staurosporin induziert XRCC1-unabhangig die Apoptog in EM9-Zellen

In einem Kontrollexperiment sollte ausgeschlossesrden, dass die XRCC1-defizienten EM9-V-
Zellen nicht generell unfahig sind, eine AlF-vertglien Apoptose zu initiieren. Dafir wurden die
EM9-V- und EM9- XH- Zellen mit Staurosporin behalideStaurosporin ist als ein vielseitiger
Proteinkinase-Inhibitor und daher Apoptoseinduktozahlreichen Zellen beschrieben (Giuliagtoal,,
2004, Zhanget al, 2004). Obwohl der genaue Wirkmechanismus vonr8sporin als Induktor des
Zelltodes noch nicht eindeutig geklart wurde, smelie Mitochondrien fur die Vermittlung der
Apoptose durch dieses Agenz eine essentielle R@ligliano et al, 2004). Eine zentrale Funktion in
vielen bisher postulierten Modellen fir die Wirkungn Staurosporin wird den antiapoptotischen
Proteinen der bcl2-Familie (Bcl-2, BclXzugeschrieben. Die Annahme besteht darin, dagscdeirch
Staurosporinbehandlung hervorgerufene unterbundenesphorylierung die Funktionalitat dieser
antiapoptotischen Proteine hemmt. Die daraus ieseftde Dimerisierung von proapoptotischen bcl-2-
Proteinen (Bax, Bak, t-Bid) in der ausseren mitochi@mlen Membran hat die Permabilisierung dieser
Membran und die Freisetzung von apoptotischen Eifetolekilen wie Cytochrom c¢ und AIF zur
Folge (Giulianoet al, 2004). Im Zuge der anschliessenden Aktivierung @Gaspasen (Caspase 9 im
Apoptosom sowie Caspase 3, 6 und 7 als Effektoasasy) kann sowohl die Translokation von AlF in
den Zellkern, als auch die Spaltung der DNA dunehcaspase-aktivierte DNase (CAD) erfolgen. Dies
aussert sich in der Formation der typischen apigotegn Korperchen apoptotic bodies)mit
Zellkernkondensation der Stufe II (siehe Abb. 389 Wird die Aktivierung von CAD durch eine
Hemmung von Caspasen unterbunden, so erfolgt ieldigine initiale Zellkernkondensation (Stufe I,
siehe Abb. 3.39 A) bedingt durch die Translokatron AIF und die Spaltung der DNA durch eine AlF-
assoziierte DNase (siehe 3.5.1).

Wie schon zuvor gezeigt (siehe Abb. 3.37 A) wurdE gowohl in unbehandelten XRCC1-defizienten
als auch positiven CHO-Zellen vornehmlich im Mitoaldrium detektiert (siehe Abb. 3.39 A und B).
Hingegen erfolgte die Translokation des Proteinslen Zellkern in tUber 80 % der EM9-V- und der
EM9 —XH- Zellen nach Behandlung mit Staurosporitei€hzeitig wurde in allen diesen Zellen eine
Formierung dempoptotic bodiesind Kernkondensation der Stufe Il beobachtet ésisthb. 3.39 A und
B). Die Zugabe des Pancaspaseinhibitors z-VAD(OM®)-wahrend der Staurosporinbehandlung
konnte eine vollstandige Kondensation des Zellkemterbinden. Es hatte jedoch keinen negativen
Einfluss auf die AlF-Translokation (siehe Abb. 3.39und B) und eine dadurch hervorgerufene
Induktion der Apoptose. Damit wurde gezeigt, das®C&1 fir die Vermittlung des Staurosporin-
induzierten Zelltodes nicht von Bedeutung ist, gd@ine essentielle Rolle in der Vermittlung der

MNNG-induzierten caspase-unabhangige Apoptose itherh
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Abb. 3.39: Staurosporin induziert XRCC1-unabhangig die Translokation von AIF und
strukturelle Veréanderungen des Zellkerns

EM9-V- und EM9-XH- Zellen wurden fur 6 h in Mediumit 800 nM Staurosporin inkubiert. Gegebenenfaligde
der Caspase-Inhibitor z-VAD(oMe)-fmk (100 pM) zuggf Anschliessend wurden die Zellen fixiert
(Formaldehyd/Triton) und eine Immunfluoreszenz mém Antikdrper a-AlF (H-300) durchgefiihrt. Nach der
Inkubation des sekundéaren Antikdrper&aninchen-1gG-Alexa 488 erfolgte eine DAPI-FarbuBgispielhaft wurden
Zellkerne mit Kondensation der Stufe | bzw. Il mieilen gekennzeichndB: Quantifizierung der Immunfluoreszenz
aus A. Bestimmt wurden die Anzahl der Zellen mitFAIranslokation (siehe Abb. 3.37) sowie die Anzdbr
Zellkerne mit Kondensation Stufe | bzw. Stufe lieDm Diagramm dargestellten Werte reprasentieies Ergebnis
von zwei unabhangigen Experimenten.

3.5.3 EM9-V- Zellen sterben nekrotisch nach MNNG-Behandlig

Werden Zellen mit dem alkylierenden Agenz MNNG endzuvor verwendeten Dosen von 500 pM
behandelt, so hat dies auf alle Falle letale Komsegen fur die Zelle. In den vorangegangenen

Experimenten wurde in den MNNG-behandelten EM9-\&lleh keine AlF-vermittelte Apoptose
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beobachtet (siehe Abb. 3.37 A und B). Es stellah siun die Frage, wie diese Zellen stattdessen
sterben. Im Zuge der Poly (ADP-Ribosyl)ierung wiats Substrat NAD verbraucht. Da fir die
Resynthese eines NABMolekiils 2-4 ATP bendtigt werden, fihrt eine vehrte PAR-Synthese zum
rapiden Absinken des zelluldren Energiegehaltssggathend wurde sowohl in den EM9-XH- als auch
den EM9 -V Zellen eine deutliche Abnahme der zatkih NAD- und ATP-Konzentrationen nach
MNNG-Behandlung gemessen. In beiden Hamsterzehinvar 60 min nach Schadigung nur noch ca.
10 % des NADs vorhanden, verglichen zu ungeschadigten ZelliehgsAbb. 3.40 B). Ebenso sanken
die ATP-Konzentrationen auf 54 % (EM9-XH) bzw. 36 @M9-V) innerhalb von 60 min nach
MNNG-Behandlung (siehe Abb. 3.40 A). Folglich lledten nur 5 % der EM9-V- bzw. 18 % der EM9-
XH- Zellen diese Schadigung (siehe Abb. 3.40 C).
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Abb. 3.40: EM9-Zellen reduzieren den ATP- und NAD-Gehalt nach Schadigung mit MNNG

EM9-V- und EM9-XH- Zellen wurden fiir 10 min mit HB&ontrolle) bzw. 500 uM MNNG behandelt. Anschliesd
wurden die Zellen mit PBS gewaschen undAii30 min bzw. 60 min in frischem Medium inkubiert. i2eh erfolgte
die Bestimmung des zellularen ATP und NAGehaltesB: 24 h in frischem Medium inkubiert. Danach erfolgie

Bestimmung der Uberlebensrate.

Vorangegangene Arbeiten haben gezeigt, dass dialisierung der caspase-abhéngigen Apoptose Uber
den intrinsischen Weg (vermittelt durch den Caspgiagegafl-Cytochromc-Komplex/Apoptosom) nur
bei gentigend hohen ATP-Konzentrationen (> 65 %)lictdgst (Eguchiet al, 1999, Skulachev, 2006).
Aufgrund der Limitierung von ATP- und NADin den MNNG-behandelten EM9-XH- Zellen (Abb.
3.40 A), war ein apoptotischer Zelltod unter Bégeihg von Caspasen nicht moglich. Als Alternative
wurde deshalb eine Form der caspase-unabhéngigpt@geovermittelt durch AlF-Translokation mit
anschliessender Chromatinolysei¢lear shrinkagedes Zellkerns initiiert (siehe Abb. 3.37 A und B)

Die Experimente von Eguclt al. (1999) und Leiset al. (1997) haben ausserdem gezeigt, dass ein
stressbedingter Abfall der zellulare ATP-Konzembra{unter 50 %) innerhalb der ersten 60 min sowohl

die caspase-abhangig als auch die caspase —unahakgpptose verhindert. Der niedrige ATP-
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Spiegel (36 %, siehe Abb. 3.40 A) und die fehleR&&R-Synthese in den EM9-V- Zellen nach MNNG-
Behandlung unterbanden damit den tber die Aktivigruon Caspase 9-vermittelten intrinsischen Weg
der Apoptose sowie auch den AlF-vermittelten caspambhangigen Zelltod. Als Alternative wurde
deshalb Uberprift, ob die EM9-V- Zellen nekrotistarben. Dazu wurden EM9- V- und EM9- XH
Zellen nach MNNG-Behandlung im unfixierten Zustamé¢ DAPI und dem membranimpermeablen
Farbstoff Propidiumjodid (PI) angefarbt. Nekrotiscbellen sind im Gegensatz zu apoptotischen Zellen
aufgrund ihrer zerstorten Plasmamembran in der ldiggen aufzunehmen und erscheinen unter dem
Fluoreszenzmikroskop mit einer intensiven Rotfadhuhatséachlich erwiesen sich die EM9-V- Zellen
13 h nach der Schadigung als Propidiumjodid-permleébiehe Abb. 3.41). Wahrendessen wurden
aufgrund des rascheren, AlF-vermittelten Zelltodl8sh nach MNNG Schéadigung kaum noch EM9-
XH- Zellen detektiert. Diese zeigten jedoch keimerReabilitat fur Propidiumjodid (siehe Abb. 3.41).
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Abb. 3.41: EM9-V- Zellen induzieren die Nekrose ndt Schadigung mit MNNG

EM9-V- und EM9-XH- Zellen wurden fiir 10 min mit HB®) bzw. 500 uM MNNG behandelt. Anschliessend veurd
die Zellen mit PBS gewaschen und in frischem Medinkubiert. 13 h nach der Schadigung erfolgte dachiweis auf
Nekrose durch Doppelfarbung mittels Propidiumjo@dtt) und DAPI.

Aus den Ergebnissen von Kapitel 3.5.1 bis 3.5.hkarsammenfassend geschlussfolgert werden, dass
die durch MNNG-Schadigung hervorgerufene Akkumolatvon PAR in XRCC1-positiven Zellen eine
AlF-vermittelte Apoptose initiiert. Die in Abwesesih von XRCC1 verursachte Depletion von ATP

und NAD' resultiert in einem nekrotischen Zelltod fir dRI&EV- Zellen.





