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10 Anhang

10.1Sequenz der HeLa S3 PARG-cDNA

1 CGCAGTCCATCTCTCTCAGGGT TAGT GAATGAGGCT CTCCGCCCEEECCEECCCEEEEAC T 60

61 AGT GCGCTGCTGGT CCCAGCAT GAAT GCGGEGECCCCGECT GT GAA
M NA GP G CEP

121 ACAACT TCGCCGGECT GCT TCGGACGCCCGGAGCT T 180
G A ATTSPAASUDARSF

CGACCCCAAGGACGCTCACGT GCAGTTCAGGGTCCCACCGTCCT 240
DPKDAHVYVQFRVYVPPS S

120

181

241 CGCCAGCCT GCGT CCCAGGGECGEECEEGACAGCACAGAGECAGCGCCACCTCGCTTGITT - 300
P A CVPGRAGOQHRGSATS L VF

301 TCAAACAAAAGACTATTACCAGT TGGATGGACACT AAAGGAATCAAGACAGCGGAATCAG 360
K Q K T 1 T S WMDTIKGI KTAE S E

361 AAAGTTTGGATAGTAAAGAAAACAACAATACAAGAATAGAATCCATGATGAGI TCTGTAC 420
S L bS K ENNNTWRI ESMMS SV Q

pot. NES
421  AAAAAGATAACTTTTACCAACATAATGTAGAAAAATTAGAAAATGTTTCTCAGCTAAGTG 480
K DNF Y QHNVEIKIELENWVS QL s |

481 GATAAGT CACCCACTGAAAAAAGTACACAGTATTTGAACCAGCATCAGACTGCAGCAA 540
D K S P TEIKSTOQYLNOQQHOQTAAWM

541 TGTGTAAGT GGCAAAAT GAAGGGAAACACACGGAGCAGCTTTTGGAAAGTGAACCTCAAA 600
C K WQNZEGKMHTEIQLULESEZPOQT

601 CAGTAACCCTGGTACCAGAGCAGT TTAGTAATGCTAACATTGATCGGTCACCTCAAAATG 660
v T LV PEIQFSNANI DRZSUPQND

661  ATGATCACAGTGACACAGATAGT GAAGAGAATAGAGACAATCAACAGITTCTCACAACTG 720
DHSDTDSEENRDNOQQFLTTV

721 TAAAGCTTGCAAATGCAAAGCAGACTACAGAAGATGAACAGGCCAGAGAAGCCAAAAGCC 780
K L AANAKIOQTTEUDEQARTEAIKSH
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781  ACCAGAAGI GCAGCAAGT CTTGCGATCCTGGGGAAGACTGTGCAAGT TGTCAGCAAGATG 840
Q K CSK S CDUPGETDT CASTCAOQOQDE

Caspase-Schnittstelle
841  AGATAGATGTGGTGCCAGAGAGT CCATTGTCAGATGTTGCCTCTGAGGATGTTGGTACTG 900
I DV V PESUPLSDVGSETDVGT G

901 GGTCAAAAAAT GACAACAAATTGACTAGACAAGAAAGI TGCCTAGGAAATTCTCCTCCAT 960
S K NDNIKULTWRQESCOCL GNSUPPF

961  TTGAGAAGGAAAGT GGACCCGAGT CACCGATGGATGTGGATAATTCTAAAAATAGITGTC 1020
E K E S GPE SPMDVIDNSI KNST CAOQ
Caspase-Schnittstelle
1021 AAGACTCAGAAGCAGATGAGGAGACAAGTCCAGGTTTTGATGAACAAGAAGATGGTAGTIT 1080
DS EADETETSUPGFDETIGQETDG S s

1081 CCTCCCAAACAGCAAATAAACCTTCAAGGT TCCAAGCAAGAGACGCTGACATTGAATTTA 1140
S QT ANKWPSRFOQARUDADI E F R

1141 GGAAACGGTACTCTACTAAGGCCGGTGAAGT TAGATTACATTTCCAATTTGAAGGAGGAG 1200
K RY ST KGGEVRLHFOQFEGGE

1201 AGAGICGCACTGGAATGAATGATTTAAATGCTAAACTACCTGGAAATATTTCTAGCCTGA 1260
S RTGMNDILNAKILWPGNI S S L N

1261 ATGTAGAATGCAGAAATTCTAAGCAACATGGAAAAAAGGATTCTAAAATCACAGATCATT 1320
V ECRNS K QH G KKD S K1 T DHF

1321 T 1380

1381 GATCCCTAAATACGT TCCACCTCACCTTTCTCCAGATAAGAAGTGEC 1440
I P K'YV PP HUL S P DK K WL

1441 TTGGAACTCCCATTGAGGA
G T P I E E

1500

1501 TCTGCCAATCACACAGTAACTATTCGGGTAGATCTTTTGCGAGCAGGAGAAG 1560

S A NHTVTI RV DULULRAGTEV

1561 TTCCTAAACCTTTTCCAACACATTATAAAGGTTTGTGCGATAACAAGCATGTTAAAATGC 1620
P K P FPTHY KGL WDNIKWMHYVKMP
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1621 CTTGITCAGAACAAAATTTGTACCCAGI GGAAGATGAGAATGGTGAGCGAACTCCGEEGA 1680
C S EQNLYPVEDUENGEWRTAGS

1681 GCCGGTGEGAGCTCATTCAGACTGCACTTCTCAACAAATTTACACGACCCCAAAACTTGA 1740
R WE LI QT AL L NKZFTRPQNIL K

1741 AGGATCCTATTCTGAAATACAATGIGGCATATTCTAAGAAATGGGACTTTACAGCTTTGA 1800
DAI L KYNVAYSIKI KWDU FT AL I

1801 TCGATTTCTGGGATAAGGTACT TGAAGAAGCAGAAGCTCAACATTTATATCAGICCATCT 1860
DF WD KVLEEAEAQHTILY QS 1 L

1861 TGCCTGATATGGTGAAAATTGCACTCTGTCTGCCAAATATTTGCACCCAGCCAATACCAC 1920
P DMV KI AL CLPNI CTOQPI P L

1921 TCCTGAAACAGAAGATGAATCATTCCATCACAATGTCGCAGGAACAGATTGCCAGTCTTT 1980
L K QKMNHSI T MS QEQI A S L L

1981 TAGCTAATGCTTTCTTCTGCACATTTCCACGACGAAATGCTAAGATGAAATCCGAGTATT 2040
AANAFFCTVFWPRIRNAIKMMKSE Y S

2041 CTAGITACCCAGACATTAACTTCAATCGATTGI TTGAGGGACGT TCATCAAGGAAACCGG 2100
SYP DI NFNRLJFEU GRSSRKPE

2101 AGAAACTTAAAACCCTCTTCTCCTACTTTAGAAGAGT CACAGAGAAAAAACCTACTGEGT 2160
KL K TLFCYFRIRYVTEIKIKPTGIL

2161 TGGIGACATTTACAAGACAGAGTCTTGAAGATTTTCCAGAATGCGGAAAGATGTGAAAAAC 2200
v T F T RQSL EDVFWPEWEIRTZCEK P

2221 CCTTGACACGATTGCATGTCACTTACGAAGGTACCATAGAAGAAAATGCCCAAGECATGEC 2280
L T RL HV TYES GTI EENZGO QG GML

*

2281 TACAGGIGGATTTTGCAAATCGITTTGT TGGAGGTGGTGTAACCAGTGCAGGACTTGIGC 2340
QVDFANRFVGGGVTSAGL VQ

* *

2341 AAGAAGAAATCCCCTTTTTAATCAATCCTGAGITGATTATTTCACGGECTCTTCACTGAGG 2400
E EI RF LI NPELI I S RULFTEV

2401 TGCTGGATCACAATGAATGTCTAATTATCACAGGTACTGAGCAGTACAGTGAATACACAG 2460
L DHNZETCL1 I T GTEIOQY S EY TG

*

2461 CCTATGCTGAGACATATCGI TGGTCCCGGAGCCACGAAGATGCGAGT GAAAGGGACGACT 2520
Y A ETYRWSRSHEUDGSERDD W

2521 GGCAGCGECGECTGCACTGAGATCGT TGCCATCGATGCTCTTCACTTCAGACGCTACCTCG 2580
QRRCTEI VAI DAL HFIRIRY LD
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pot. NLS
2581 ATCAGITTGIGCCTGAGAAAATGAGACGCCGAGCTGAACAAGGCTTACTGTGGATTTCTCC 2640
QFVPEIKMRRETLNIKAYTCGTFTLR

2641 GICCTGGAGITTCTTCAGAGAATCTTTCTGCAGT GGCCACAGGAAACTGEGECTGIGGTG 2700
P GV SSENLSAVATGNWGT CGA

pot. NES
2701 CCTTTGGEGEGTGATGCCAGGT TAAAAGCCTTAATACAGATATTIGCCAGCTGCTGCACCTG 2760
F GGDARIJLKALI QI LA A A A AE

2761 AGCGAGATGIGGTTTATTTCACCTTTGGGGACTCAGAATTGATGAGAGACATTTACAGCA 2820
R DVVYFTVFGDS S ELMRDI Y S M

2821 TGCACATTTTCCTTACTGAAAGGAAACTCACTGTTGGAGATGTIGTATAAGCTGITGCTAC 2880
H!1I F L T ERIKWLTV GDVYK L L L R

2881 GATACTACAATGAAGAATGCAGAAACTGTTCCACCCCTGGACCAGACATCAAGCTTTATC 2940
Y Y NEEUCRNT CSTW®PSGPDI KL YP

2941 CATTCATATACCATGCTGICGAGT CCTGTGCAGAGACCGCTGACCATTCAGGGCAAAGGA 3000
F1 YHAYVESUCAETADUHSG G QRT

3001 CAGGGACCTGAGGAGCCGAGCGAATAGCATCTCCTCCCACC 3041
G T *

Abb. 10.1: Nukleotid- und Aminosauresequenz der audelLa S3 cDNA klonierten PARG

Gezeigt ist der nichtkodierende DNA Strang der idaen cDNA der Poly (ADP-Ribose) Glycohydrolases atel a
S3. Die Sequenz wurde in der NCBI-Datenbank untaragcesssion numbedQ867088 hinterlegt. Die aus der
Nukleotidabfolge abgeleiteten Aminosauresequenimh i Einbuchstabencode angegeben. Identifizipotenzielle
Startcodonen (blau) und Stopcodonen (blau, Sténd) leervorgehoben. Anhand der Aminosauresequemtifidéerte
Lokalisationssequenzen wurden in Kastchen gekecmazet:

NLS-nukleare Lokalisationssequenz (dunkelgrau), NESkleare Exportsequenz (schwarzumrandet), mitodtiale
Lokalisationssequenz (rot).

Aminosauren, denen eine Funktion bei der KatalysmeRkaktion zugeschrieben wurde (Patehl, 2005) sind mit
hellgrauen Ké&stchen unterlegt und durch einen Stesrkiert. Caspase-Schnittstellen wurden mit einefail
gekennzeichnet.
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10.2Expressionskonstrukte

Expression in E. coli
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pQE-31-PARP-1
Hindll

Abb. 10.2: Vektorkonstrukte zur Expression von PARR1 und den PARP-Deletionsproteinen

Die fur die Klonierung eingesetzten Restriktionsstthtellen sowie Ubrige kodierende Sequenzen ddtoren sind
angegeben. Die Pfeile zeigen die Orientierung ddiekenden Sequenzen an. Auf den Expressionstiréigviesen.
Amp "-Ampizillinresistenz; 6xHis-HexahistidinTag DBD-DNA-bindende Domane der PARP-1AMD -
Automodifikationsdoméane der PARP-NBD-katalytische Doméne der PARP-1
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Expression in E. coli
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Abb. 10.3: Vektorkonstrukte zur Expression der PARG

Die fir die Klonierung eingesetzten Restriktionsstthtellen sowie Ubrige kodierende Sequenzen dektdren sind
angegeben. Die Pfeile zeigen die Orientierung dedidtenden Sequenzen an. Zusétzlich wurde auf den
Expressionswirt verwiesen.

Amp "-Ampizillinresistenz; Kan '-KanamyzinresistenzNeo '-Neomycinresistenz6xHis-HexahistidinTag GST-
Glutathion-S-Transferas€5AL4 AD-GAL4 Aktivatordomane;EGFP-Enhanced green fluorescent proteitrep-
Stregadll; lacl-Lac-Inhibitor; LEU2-B-Isopropylmalat-Dehydrogenase
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Expression in E. coli
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Abb. 10.4: Vektorkonstrukte zur Expression von XRCQ und Ligase llI
Die fur die Klonierung eingesetzten Restriktiongstthtellen sowie Ubrige kodierende Sequenzen dektoren sind
angegeben. Die Pfeile zeigen die Orientierung dedidtenden Sequenzen an. Zuséatzlich wurde auf den

Expressionswirt verwiesen.
Amp "-Ampizillinresistenz;6xHis-HexahistidinTag, GAL4 DBD-GAL4 DNA-bindende Domandacl-Lac-Inhibitor;

TRP1-N-(5"-Phosphoribosyl)-anthranilat-lsomerase



11 Publikationsliste

Originalarbeiten

Claudia Keil, Eva Petermann and Shiao Li Oei
Tannins elevate the level of poly (ADP-ribose) ielld cell extracts. 2004 rch. Biochem.
Biophys, 425, 115-121

Jeppe Falsig, Soren Hofmann Christiansen, Sasakextkahn, Alexander Burkle, Shiao Li
Oei, Claudia Keil, Marcel Leist
Poly (ADP-ribose) glycohydrolase as a target ofraprotective intervention: assessment of

currently available pharmacological tools. 20B4y. J. Pharmaco)497, 7-16

Eva PetermanrClaudia Keil, Shiao Li Oei
Importance of poly (ADP-ribose) polymerases inrtbgulation of DNA-dependent processes.
2005,Cell. Mol. Life Sci.62, 1-8

Shiao Li Oei,Claudia Keil, Mathias Ziegler
Poly (ADP-ribosylation) and genomic stability. 20@ochem Cell. Bio].83(3), 263-269

Claudia Keil, Tina Grobe, Shiao Li Oei
Interactions of Poly (ADP-ribose) glycohydrolasehviPARP-1 and XRCC1. 200%t. Med. J. EXxp.
Clin. Res, 11, 22

Eva PetermanrClaudia Keil, Shiao Li Oei
Roles of DNA ligase Ill and XRCCL1 in regulating thwitch between short patch and long patch
BER. 2006 DNA Repair5, 544-555

Claudia Keil, Tina Grobe, Shiao Li Oei
MNNG-Induced Cell Death is Controlled by Interacdetween PARP-1, Poly (ADP-Ribose)
Glycohydrolase and XRCC1. Biol. Chem.im Druck seit 08.09.2006



Taqgungsbeitrdge

Claudia Keil & Shiao Li Oei. (2002)
Specific induction of apoptosis in HelLa cells degiag on poly(ADP-ribosyl)ation(Cell Signalling,
Transcription and Translation as Therapeutic Targes, Luxembourg), Posterbeitrag.

Claudia Keil, Tina Grobe, Shiao Li Oei (2004)

“Inhibitors of Poly (ADP-ribose) glycohydrolase etge the level of poly (ADP-ribose) in HelLa
Cells” (DNA repair 2004, 8" Meeting of the German DNA Repair Network, UIm),
Posterbeitrag

Claudia Keil, Tina Grobe, Shiao Li Oei (2005)
“Poly-ADP-Ribose Glycohydrolase interagiert mit fioen der DNA Reparatur.”
(8. Jahrestagung der Gesellschaft fir Biologischeti@hlenforschung), Vortrag

Claudia Keil, Tina Grobe, Shiao Li Oei (2005)
“Functional Interaction of Poly (ADP-ribose) glycalnglase with PARP-1.”

(workshop “Molecular Interactions”, Berlin) , Posterbeitrag

Claudia Keil, Tina Grobe, Shiao Li Oei (2005)
“Functional Interactions of Poly (ADP-ribose) glyoairolase with PARP-1 and XRCC1”
(EMBO workshop “Chromosome structure elements: fromDNA sequence to function”,

Rom), Posterbeitrag

Claudia Keil, Tina Grobe, Shiao Li Oei

“Interactions of Poly (ADP-ribose) glycohydrolasémPARP-1 and XRCC1.”

(PARP conference 2005 “Poly (ADP-Ribose) PolymeraseBench to Bedside”, Newcastle)
Vortrag von PD Dr. SL. Oei (Publikation int. Med. J. Exp. Clin. Redl1, 22, siehe oben)

Claudia Keil, Tina Grobe, Shiao Li Oei (2006)
“Interactions of Poly (ADP-ribose) glycohydrolasémPARP-1 and XRCC1”
(FEBS workshop “Biology and Pathophysiology of PolyADP-Ribosyl)ation), Granada), Vortrag

Claudia Keil, Tina Grobe, Shiao Li Oei (2006)

“Interactions between PARP-1, Poly (ADP-Ribose)dlyydrolase and XRCC1 control MNNG-
Induced cell death.”

(DNA repair 2006, 9" Meeting of the German DNA Repair Network, Hamburg) Vortrag



13 Danksagung

Ich mochte mich an dieser Stelle bei allen bedanttendirekt oder indirekt zum Gelingen dieser Arbe

beigetragen haben.

Mein erster Dank gilt Dr. Shiao Li Oei, die michlime Arbeitsgruppe aufgenommen hat und auf dem
Weg zur Dissertation begleitet hat. Ich danke #hirdir das stetige Interesse am Fortgang der Arbei
und die andauernde Diskussionsbereitschaft in dam gigenen Labormeetings im Office und zwischen
Otto-Hahn-Bau und Breitenbachplatz. Zudem dankelhctdafir, dass Sie mir die notigen Freiraume

gab, den Laboralltag mit dem Familienleben zu vetén.

Professor Dr. Petra Knaus danke ich fur die Ubeneahler Verantwortung als zweiter Gutachter

meiner Arbeit zu fungieren.
Ich danke Prof. Dr. Mathias Ziegler fir die stetigigterstiitzung und Hilfe.

Mein Dank gilt weiterhin den Professoren und Mittérn der Arbeitsgruppen von Prof. Dr. Knaus,
Prof. Dr. Hucho, Prof. Dr. Multhaup und Prof. DrdEhann fir den bereitwillig gewéhrten Zugang zu

den Geréaten lhrer Laboratorien und die daftir nétigie und Unterstitzung.

Bei Gerd Buchlow bedanke ich mich fiir die Durchfifig der vielzahligen Sequenzierungen, die
Unterstlitzung zur Etablierung der Tanninmatrix giinddie unendlich vielen Computertips in Sachen

Corel und Co.

Ein Dankeschon geht ausserdem an alle ehemaligegrjetrigen Arbeitskollegen, egal ob in Berlin,
Bergen, Bogota oder Brighton- Danke Antje, FeliaECorinna, Nadine, Maria-Helena, Christian und
Thomas.

Danke aber auch an Raphaela fir die schone gemenséssenschaftliche und semiwissenschatftliche
Zeit.

Ein Dank geht an meine nie versiegenden Literatltgn. Danke Ute und Denise

Tina, dir kann ich nicht genug danken: fiir deineottetische und praktische Hilfe auf meinem
bisherigen wissenschaftlichen Weg, die Vielzahl dbendlichen und nunmehr kinderfreundlichen,

nachmittaglichen Ablenkungsmandver aber vor alléndéine Freundschatft.

Mein abschliessender Dank geht an meine Familie &neunde, fir die immerandauernde
Unterstitzung und den Glaube an gines Ende
Jorg, dir danke ich fur deinen Ruckhalt und die ddsiiitzung wahrend der langen Zeit.



14 Forderungen

Die vorliegende Arbeit wurde durch ein Promotioestdium des Berliner Programms zur Férderung
der Chancengleichheit fir Frauen in Forschung unehré im Bereich der Natur- und

Technikwissenschaften (Humboldt-Universitat Bertiefordert.



Eidesstattliche Erklarung

Hiermit erklare ich, dass ich die vorliegende Atbselbstandig und nur unter Verwendung der

angegebenen Literatur und Hilfsmittel verfasst habe

Diese Arbeit wurde bisher noch an keiner anderendysitat vorgelegt.

Berlin, 29.08.2006 Claudia Keil





