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10 Anhang 

10.1 Sequenz der HeLa S3 PARG-cDNA  

 

 
1     CGCAGTCCATCTCTCTCAGGGTTAGTGAATGAGGCTCTCCGCCCGGGCCGGCCCGGGGAC   60 
 
                                                          pot. 
61    AGTGCGCTGCTGGTCCCAGCATGAATGCGGGCCCCGGCTGTGAACCCTGCACCAAGCGAC 
                          M  N  A  G  P  G  C  E  P  C  T  K  R  P   120 
 
 
       NLS                                                   pot. 
121   CCCGCTGGGGCGCCGCTACAACTTCGCCGGCTGCTTCGGACGCCCGGAGCTTTCCCAGCA   180 
        R  W  G  A  A  T  T  S  P  A  A  S  D  A  R  S  F  P  S  R 
 
 
          NLS 
181   GGCAGAGGCGCGTCCTCGACCCCAAGGACGCTCACGTGCAGTTCAGGGTCCCACCGTCCT   240 
        Q  R  R  V  L  D  P  K  D  A  H  V  Q  F  R  V  P  P  S  S 
 
 
241   CGCCAGCCTGCGTCCCAGGGCGGGCGGGACAGCACAGAGGCAGCGCCACCTCGCTTGTTT   300 
        P  A  C  V  P  G  R  A  G  Q  H  R  G  S  A  T  S  L  V  F 
 
 
301   TCAAACAAAAGACTATTACCAGTTGGATGGACACTAAAGGAATCAAGACAGCGGAATCAG   360 
        K  Q  K  T  I  T  S  W  M  D  T  K  G  I  K  T  A  E  S  E 
 
 
361   AAAGTTTGGATAGTAAAGAAAACAACAATACAAGAATAGAATCCATGATGAGTTCTGTAC   420 
        S  L  D  S  K  E  N  N  N  T  R  I  E  S  M  M  S  S  V  Q 
 
 
                                                pot. NES 
421   AAAAAGATAACTTTTACCAACATAATGTAGAAAAATTAGAAAATGTTTCTCAGCTAAGTC   480 
        K  D  N  F  Y  Q  H  N  V  E  K  L  E  N  V  S  Q  L  S  L 
 
 
 
481   TTGATAAGTCACCCACTGAAAAAAGTACACAGTATTTGAACCAGCATCAGACTGCAGCAA   540 
        D  K  S  P  T  E  K  S  T  Q  Y  L  N  Q  H  Q  T  A  A  M 
 
 
541   TGTGTAAGTGGCAAAATGAAGGGAAACACACGGAGCAGCTTTTGGAAAGTGAACCTCAAA   600 
        C  K  W  Q  N  E  G  K  H  T  E  Q  L  L  E  S  E  P  Q  T 
 
 
601   CAGTAACCCTGGTACCAGAGCAGTTTAGTAATGCTAACATTGATCGGTCACCTCAAAATG   660 
        V  T  L  V  P  E  Q  F  S  N  A  N  I  D  R  S  P  Q  N  D 
 
 
661   ATGATCACAGTGACACAGATAGTGAAGAGAATAGAGACAATCAACAGTTTCTCACAACTG   720 
        D  H  S  D  T  D  S  E  E  N  R  D  N  Q  Q  F  L  T  T  V 
 
 
721  TAAAGCTTGCAAATGCAAAGCAGACTACAGAAGATGAACAGGCCAGAGAAGCCAAAAGCC   780 
       K  L  A  N  A  K  Q  T  T  E  D  E  Q  A  R  E  A  K  S  H 
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781   ACCAGAAGTGCAGCAAGTCTTGCGATCCTGGGGAAGACTGTGCAAGTTGTCAGCAAGATG   840 
        Q  K  C  S  K  S  C  D  P  G  E  D  C  A  S  C  Q  Q  D  E 
 
                                                      Caspase-Schnittstelle 
 
841   AGATAGATGTGGTGCCAGAGAGTCCATTGTCAGATGTTGGCTCTGAGGATGTTGGTACTG   900 
        I  D  V  V  P  E  S  P  L  S  D  V  G  S  E  D  V  G  T  G 
 
 
901   GGTCAAAAAATGACAACAAATTGACTAGACAAGAAAGTTGCCTAGGAAATTCTCCTCCAT   960 
        S  K  N  D  N  K  L  T  R  Q  E  S  C  L  G  N  S  P  P  F 
 
 
961   TTGAGAAGGAAAGTGGACCCGAGTCACCGATGGATGTGGATAATTCTAAAAATAGTTGTC   1020 
        E  K  E  S  G  P  E  S  P  M  D  V  D  N  S  K  N  S  C  Q 
 
                              Caspase-Schnittstelle 
 
1021  AAGACTCAGAAGCAGATGAGGAGACAAGTCCAGGTTTTGATGAACAAGAAGATGGTAGTT   1080 
        D  S  E  A  D  E  E  T  S  P  G  F  D  E  Q  E  D  G  S  S 
 
 
1081  CCTCCCAAACAGCAAATAAACCTTCAAGGTTCCAAGCAAGAGACGCTGACATTGAATTTA   1140 
        S  Q  T  A  N  K  P  S  R  F  Q  A  R  D  A  D  I  E  F  R 
 
 
1141  GGAAACGGTACTCTACTAAGGGCGGTGAAGTTAGATTACATTTCCAATTTGAAGGAGGAG   1200 
        K  R  Y  S  T  K  G  G  E  V  R  L  H  F  Q  F  E  G  G  E 
 
 
1201  AGAGTCGCACTGGAATGAATGATTTAAATGCTAAACTACCTGGAAATATTTCTAGCCTGA   1260 
        S  R  T  G  M  N  D  L  N  A  K  L  P  G  N  I  S  S  L  N 
 
 
1261  ATGTAGAATGCAGAAATTCTAAGCAACATGGAAAAAAGGATTCTAAAATCACAGATCATT   1320 
        V  E  C  R  N  S  K  Q  H  G  K  K  D  S  K  I  T  D  H  F 
 
 
                          pot. bipartite NLS 
1321  TCATGAGACTGCCCAAAGCAGAGGACAGAAGAAAAGAACAGTGGGAAACCAAACATCAAA   1380 
        M  R  L  P  K  A  E  D  R  R  K  E  Q  W  E  T  K  H  Q  R 
 
 
 
1381  GAACAGAAAGGAAGATCCCTAAATACGTTCCACCTCACCTTTCTCCAGATAAGAAGTGGC   1440 
        T  E  R  K  I  P  K  Y  V  P  P  H  L  S  P  D  K  K  W  L 
 
 
                            pot. mitochondriale Lokalisations- 
1441  TTGGAACTCCCATTGAGGAGATGAGAAGAATGCCTCGGTGTGGGATCCGGCTGCCTCTCT   1500 
        G  T  P  I  E  E  M  R  R  M  P  R  C  G  I  R  L  P  L  L 
 
 
      Sequenz 
1501  TGAGACCATCTGCCAATCACACAGTAACTATTCGGGTAGATCTTTTGCGAGCAGGAGAAG   1560 
        R  P  S  A  N  H  T  V  T  I  R  V  D  L  L  R  A  G  E  V 
 
 
1561  TTCCTAAACCTTTTCCAACACATTATAAAGGTTTGTGGGATAACAAGCATGTTAAAATGC   1620 
        P  K  P  F  P  T  H  Y  K  G  L  W  D  N  K  H  V  K  M  P 
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1621  CTTGTTCAGAACAAAATTTGTACCCAGTGGAAGATGAGAATGGTGAGCGAACTGCGGGGA   1680 
        C  S  E  Q  N  L  Y  P  V  E  D  E  N  G  E  R  T  A  G  S 
 
1681  GCCGGTGGGAGCTCATTCAGACTGCACTTCTCAACAAATTTACACGACCCCAAAACTTGA   1740 
        R  W  E  L  I  Q  T  A  L  L  N  K  F  T  R  P  Q  N  L  K 
 
 
1741  AGGATGCTATTCTGAAATACAATGTGGCATATTCTAAGAAATGGGACTTTACAGCTTTGA   1800 
        D  A  I  L  K  Y  N  V  A  Y  S  K  K  W  D  F  T  A  L  I 
 
 
1801  TCGATTTCTGGGATAAGGTACTTGAAGAAGCAGAAGCTCAACATTTATATCAGTCCATCT   1860 
        D  F  W  D  K  V  L  E  E  A  E  A  Q  H  L  Y  Q  S  I  L 
 
 
1861  TGCCTGATATGGTGAAAATTGCACTCTGTCTGCCAAATATTTGCACCCAGCCAATACCAC   1920 
        P  D  M  V  K  I  A  L  C  L  P  N  I  C  T  Q  P  I  P  L 
 
1921  TCCTGAAACAGAAGATGAATCATTCCATCACAATGTCGCAGGAACAGATTGCCAGTCTTT   1980 
        L  K  Q  K  M  N  H  S  I  T  M  S  Q  E  Q  I  A  S  L  L 
 
 
1981  TAGCTAATGCTTTCTTCTGCACATTTCCACGACGAAATGCTAAGATGAAATCGGAGTATT   2040 
        A  N  A  F  F  C  T  F  P  R  R  N  A  K  M  K  S  E  Y  S 
 
 
2041  CTAGTTACCCAGACATTAACTTCAATCGATTGTTTGAGGGACGTTCATCAAGGAAACCGG   2100 
        S  Y  P  D  I  N  F  N  R  L  F  E  G  R  S  S  R  K  P  E 
 
 
2101  AGAAACTTAAAACGCTCTTCTGCTACTTTAGAAGAGTCACAGAGAAAAAACCTACTGGGT   2160 
        K  L  K  T  L  F  C  Y  F  R  R  V  T  E  K  K  P  T  G  L 
 
 
2161  TGGTGACATTTACAAGACAGAGTCTTGAAGATTTTCCAGAATGGGAAAGATGTGAAAAAC   2200 
        V  T  F  T  R  Q  S  L  E  D  F  P  E  W  E  R  C  E  K  P 
 
 
2221  CCTTGACACGATTGCATGTCACTTACGAAGGTACCATAGAAGAAAATGGCCAAGGCATGC   2280 
        L  T  R  L  H  V  T  Y  E  G  T  I  E  E  N  G  Q  G  M  L 
 
              * 
2281  TACAGGTGGATTTTGCAAATCGTTTTGTTGGAGGTGGTGTAACCAGTGCAGGACTTGTGC   2340 
        Q  V  D  F  A  N  R  F  V  G  G  G  V  T  S  A  G  L  V  Q 
 
 
        *  * 
2341  AAGAAGAAATCCGCTTTTTAATCAATCCTGAGTTGATTATTTCACGGCTCTTCACTGAGG   2400 
        E  E  I  R  F  L  I  N  P  E  L  I  I  S  R  L  F  T  E  V 
 
 
2401  TGCTGGATCACAATGAATGTCTAATTATCACAGGTACTGAGCAGTACAGTGAATACACAG   2460 
        L  D  H  N  E  C  L  I  I  T  G  T  E  Q  Y  S  E  Y  T  G 
 
 
        * 
2461  GCTATGCTGAGACATATCGTTGGTCCCGGAGCCACGAAGATGGGAGTGAAAGGGACGACT   2520 
        Y  A  E  T  Y  R  W  S  R  S  H  E  D  G  S  E  R  D  D  W 
 
 
2521  GGCAGCGGCGCTGCACTGAGATCGTTGCCATCGATGCTCTTCACTTCAGACGCTACCTCG   2580 
        Q  R  R  C  T  E  I  V  A  I  D  A  L  H  F  R  R  Y  L  D 
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                        pot. NLS 
2581  ATCAGTTTGTGCCTGAGAAAATGAGACGCGAGCTGAACAAGGCTTACTGTGGATTTCTCC   2640 
        Q  F  V  P  E  K  M  R  R  E  L  N  K  A  Y  C  G  F  L  R 
 
 
2641  GTCCTGGAGTTTCTTCAGAGAATCTTTCTGCAGTGGCCACAGGAAACTGGGGCTGTGGTG   2700 
        P  G  V  S  S  E  N  L  S  A  V  A  T  G  N  W  G  C  G  A 
 
 
                                 pot. NES 
2701  CCTTTGGGGGTGATGCCAGGTTAAAAGCCTTAATACAGATATTGGCAGCTGCTGCAGCTG   2760 
        F  G  G  D  A  R  L  K  A  L  I  Q  I  L  A  A  A  A  A  E 
 
 
2761  AGCGAGATGTGGTTTATTTCACCTTTGGGGACTCAGAATTGATGAGAGACATTTACAGCA   2820 
        R  D  V  V  Y  F  T  F  G  D  S  E  L  M  R  D  I  Y  S  M 
 
 
2821  TGCACATTTTCCTTACTGAAAGGAAACTCACTGTTGGAGATGTGTATAAGCTGTTGCTAC   2880 
        H  I  F  L  T  E  R  K  L  T  V  G  D  V  Y  K  L  L  L  R 
 
 
2881  GATACTACAATGAAGAATGCAGAAACTGTTCCACCCCTGGACCAGACATCAAGCTTTATC   2940 
        Y  Y  N  E  E  C  R  N  C  S  T  P  G  P  D  I  K  L  Y  P 
 
 
2941  CATTCATATACCATGCTGTCGAGTCCTGTGCAGAGACCGCTGACCATTCAGGGCAAAGGA   3000 
        F  I  Y  H  A  V  E  S  C  A  E  T  A  D  H  S  G  Q  R  T 
 
 
3001  CAGGGACCTGAGGAGCCGAGCGAATAGCATCTCCTCCCACC                      3041 
        G  T  *                                 
 
 
Abb. 10.1: Nukleotid- und Aminosäuresequenz der aus HeLa S3 cDNA klonierten PARG 
Gezeigt ist der nichtkodierende DNA Strang der klonierten cDNA der Poly (ADP-Ribose) Glycohydrolase aus HeLa 
S3. Die Sequenz wurde in der NCBI-Datenbank unter der accesssion number DQ867088 hinterlegt. Die aus der 
Nukleotidabfolge abgeleiteten Aminosäuresequenzen sind im Einbuchstabencode angegeben. Identifizierte potenzielle 
Startcodonen (blau) und Stopcodonen (blau, Stern) sind hervorgehoben. Anhand der Aminosäuresequenz identifizierte 
Lokalisationssequenzen wurden in Kästchen gekennzeichnet:  
NLS-nukleare Lokalisationssequenz (dunkelgrau), NES- nukleare Exportsequenz (schwarzumrandet), mitochondriale 
Lokalisationssequenz (rot).  
Aminosäuren, denen eine Funktion bei der Katalyse der Reaktion zugeschrieben wurde (Patel et al., 2005) sind mit 
hellgrauen Kästchen unterlegt und durch einen Stern markiert. Caspase-Schnittstellen wurden mit einem Pfeil 
gekennzeichnet.  
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10.2 Expressionskonstrukte 

 

 

Abb. 10.2: Vektorkonstrukte zur Expression von PARP-1 und den PARP-Deletionsproteinen 
Die für die Klonierung eingesetzten Restriktionsschnittstellen sowie übrige kodierende Sequenzen der Vektoren sind 
angegeben. Die Pfeile zeigen die Orientierung der kodierenden Sequenzen an. Auf den Expressionswirt ist verwiesen. 
Amp r-Ampizillinresistenz; 6xHis-Hexahistidin-Tag, DBD-DNA-bindende Domäne der PARP-1; AMD -
Automodifikationsdomäne der PARP-1; NBD-katalytische Domäne der PARP-1 
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Abb. 10.3: Vektorkonstrukte zur Expression der PARG  
Die für die Klonierung eingesetzten Restriktionsschnittstellen sowie übrige kodierende Sequenzen der Vektoren sind 
angegeben. Die Pfeile zeigen die Orientierung der kodierenden Sequenzen an. Zusätzlich wurde auf den 
Expressionswirt verwiesen. 
Amp r-Ampizillinresistenz; Kan r-Kanamyzinresistenz; Neo r-Neomycinresistenz; 6xHis-Hexahistidin-Tag,  GST-
Glutathion-S-Transferase; GAL4 AD -GAL4 Aktivatordomäne; EGFP-Enhanced green fluorescent protein; Strep- 
StreptagII; lacI-Lac-Inhibitor; LEU2-β-Isopropylmalat-Dehydrogenase 
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Abb. 10.4: Vektorkonstrukte zur Expression von XRCC1 und Ligase III 
Die für die Klonierung eingesetzten Restriktionsschnittstellen sowie übrige kodierende Sequenzen der Vektoren sind 
angegeben. Die Pfeile zeigen die Orientierung der kodierenden Sequenzen an. Zusätzlich wurde auf den 
Expressionswirt verwiesen. 
Amp r-Ampizillinresistenz; 6xHis-Hexahistidin-Tag, GAL4 DBD-GAL4 DNA-bindende Domäne; lacI-Lac-Inhibitor; 
TRP1-N-(5´-Phosphoribosyl)-anthranilat-Isomerase 
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