Poly(ADP-Ribosyl)ierung, genomische Stabilitit und Alterung

Poly(ADP-Ribosyl)ierung ist eine post-translationale Protein-Modifikation, die
diverse Zellfunktionen reguliert [siehe auch: (1-5)]. Hierzu zidhlen DNA-Reparatur,
Mitose, Transkription, Replikation und Telomerlangenregulation. Stark gesteigert
wird die Bildung der Poly(ADP-Ribose) (PAR) durch Applikation von gentoxischen
Agenzien wie Alkylanzien, oxidativem Stress oder gamma- bzw. Rontgenstrahlung.
Dafiir verantwortlich sind die Mitglieder der Familie der Poly(ADP-Ribose)
Polymerasen (PARPs) PARPI und PARP2, wobei PARP1 das weitaus aktivere
Enzym ist. Bei der Poly(ADP-Ribosyl)ierung wird das Substrat NAD" in Nicotinamid
und ADP-Ribose gespalten, wobei letzteres zur Synthese des entsprechenden,
teilweise verzweigten Polymers genutzt wird. Je nach dem, welche PARP aktiv ist
und welcher Proteinakzeptor modifiziert wird, kann die Struktur der PAR
unterschiedlich sein. Zu den kovalent modifizierten Proteinen zdhlen z.B. Histone,
nucledre Strukturproteine wie DEK und High-Mobility-Group proteins, der
Tumorsuppressor p53, diverse Transkriptionfaktoren und viele mehr. In der Regel
fiihrt diese Art der Modifikation zu einer Inaktivierung, wahrscheinlich bedingt durch
die hohe negative Ladung des Polymers. Viele DNA-interagierende Proteine konnen
die PAR aber auch iiber eine schwach-konservierte Abfolge von basischen und
hydrophoben Aminoséuren binden. Die Auswirkungen dieser Interaktion sind noch
nicht vollstdndig verstanden. Es kann zum Einen zu einer Kompetition zwischen PAR
und DNA kommen, zum Anderen rekrutiert das Polymer aber auch das Plattform-
Protein XRCC1, das eine wichtige Rolle in der Basen-Exzisionsreparatur der DNA
spielt, in dem es die essentiellen Faktoren DNA-Polymerase [3 und DNA-Ligase III
zum Schadensort transportiert. Weitere bindende Proteine sind z.B. [siehe auch (6)]:
Die Protein-Unterheit der Telomerase (TERT), einem Enzymkomplex, der die
Chromosomenenden (Telomere) in der Keimbahn, in Stammzellen und in den meisten
Tumorzellen stabil hélt,

XPA (Xeroderma Pigmentosum Komplementationsgruppe A Protein) aus dem
Nucleotid-Excisionsreparaturweg, das in der Erkennung von DNA-Struktur
verdndernden Schiden eine wichtige Rolle spielt,

der Tumorsuppressor p53 (auch ,,Guardien of the Genome*), der die Reaktion der
Zelle auf unterschiedliche Stressinduktoren koordiniert,

Histone, die Poly(ADP-Ribose) mit einer hoheren Affinitét binden als DNA, sowie
ATM (Ataxia Telangiectasia ~Mutated), die Initiatorkinase der DNA
Doppelstrangbruch-Reparatur, welche nur verzdgert und nicht vollstindig aktivierbar
ist, wenn Poly(ADP-Ribosyl)ierung unterdriickt wird.

Wir konnten zeigen, dass eine Erhohung der Poly(ADP-Ribosyl)ierung nach DNA-
Schidigung in Zellen zu einer erhdhten genomischen Stabilitdt fiihrt (gemessen an
Hand von Schwesterchromatid-Austauschen, SCE), und eine Verringerung
dementsprechend zu einer Erhéhung der genomischen Instabilitit, ein Kennzeichen
der Tumorigenese (7).

Verschiedene Erkrankungen, die ein vorzeitiges Altern des Patienten bedingen, sind
neben der klassischen Progerie vor allem solche, welche durch Mutationen von
Proteinen hervorgerufen werden, die in der DNA-Schadenserkennung bzw. der DNA-
Prozessierung eine Rolle spielen. Zu nennen wéren hier das bereits erwdhnte ATM
(8), die Helicase WRN (9), sowie Proteine aus der Xeroderma Pigmentosum (XP)
Gruppe (10) neben vielen weiteren Proteinen. Unsere Gruppe konnte zeigen, dass in
Blutzellen von Sadugern die Poly(ADP-Ribosyl)ierungskapazitit mit der maximalen
Lebensspanne korreliert, d.h. je langlebiger eine Spezies, desto aktiver die PARP (11).



In dieser Studie konnte auch gezeigt werden, dass die PARP-Aktivitit invers-
korreliert ist zum Lebensalter des Organismus. Aullerdem zeigte sich, dass langlebige
Personen  (centenerians) eine  erhohte  Aktivitit im  Vergleich  zur
Durchschnittsbevilkerung aufweisen (12).

Wir  konnten die  Spezies-bedingte  Differenz in  der  Poly(ADP-
Ribosyl)ierungskapazitit zumindest zum Teil auf direkte Unterschiede in der
Primdrsequenz der evolutiondr hochkonservierten PARP1 zurlickfiihren (13,14).
Rekombinant exprimierte und aufgereinigte Ratten-PARP1 zeigte eine ca. zweifach
erniedrigte Aktivitdt im Vergleich zur humanen PARP1. Behandlung von Zellen mit
dem Parkinson-Medikament Selegilin, das im Tiermodell neuroprotektiv und
Lebensspannen verldngernd ist, wirkte stimulierten die PARP-Aktivitit nach DNA-
Schiadigung. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass Alterung und PARP-Aktivitat
verkniipft sind, moglicherweise iiber die Aufrechterhaltung der Integritit des Erbguts.
Kiirzlich konnten wir nachweisen, dass PARP1 auch noch auf eine weitere Weise
ausser durch Regulierung von DNA-Reparatur und Unterdriickung der SCE-
Haufigkeit die genomische Stabilitdt beeinflusst. Suppression der PARP1-Aktivitét
entweder durch pharmakologische Inhibition oder spezifisch durch siRNA (small
interfering RNA) fiihrt zu einer beschleunigten Verkiirzung der Telomere (15). Dies
ist reversibel bei Telomerase-exprimierenden Zellen, jedoch irreversibel in den
meisten humanen Korperzellen, die dieses Enzym nicht besitzen und deren
Telomerldnge deswegen bei jeder Teilung entsprechend um ca. 150 Basenpaare
abnimmt. Durch PARP-Inhibition erhoht sich dieser Telomerverlust signifikant. Zu
kurze Telomere konnen ihre Funktion als essentielle Stabilisatoren der Chromosomen
nicht mehr erfiillen, es wird eine DNA-Schadenssignal initiiert, welches entweder zu
einem irreversiblen Stop der Zellteilung (auch als zelluldre Seneszenz bezeichnet)
oder genomischer Instabilitdt fiihren kann (16). Letzteres wird durch den Versuch der
Zelle induziert, den Schaden durch DNA-Doppelstrangbruch Reparatur zu beheben.
Das fiihrt in den meisten humanen Zellen zum apoptotischen Zelltod, kann jedoch
auch zu deregulierter Zellteilung und dem Beginn der Kanzerogenese fithren. Die
PARPI-mediierte Stabilisierung der Telomere ist auch dahingehend von Bedeutung,
dass PARP-Inhibitoren in der klinischen Phase II der Erprobung zur
Krebsbekdmpfung stehen. Zum einen werden sie zusammen mit Alkylanzien in der
Chemotherapie verwendet, um die Reparatur der dadurch hervorgerufenen DNA-
Liasionen zu unterdriicken (17,18). Zum anderen werden sie in Tumoren, die keine
DNA-Doppelstrangbruch aufweisen (z.B. im erblichen Mamma-Karzinom durch
Mutation der Proteine BRCA1 oder BRCA?2), genutzt, um in diesen selektiv Apoptose
zu induzieren (19,20). Wihrend der Replikation der DNA entstehen
Einzelstrangbriiche, die in der Regel PARP-abhingig repariert werden. Unterdriickt
man nun die PARP-Aktivitét, so fiihren diese Einzelstrangbriiche im weiteren Verlauf
zu Doppelstrangbriichen, die in den oben genannten Tumorzellen irreparabel sind und
zum Absterben fiihren. Unter dem Gesichtpunkt, dass die PARPI1-Inhibition sich
allerdings auch negativ auf die Telomerldnge als Chromosomen-Stabilisator auswirkt,
muss dieser Therapieansatz vielleicht kritisch hinterfragt werden. Z.B. konnte die
behandlungsbedingte Regression der Tumormasse die Zellteilung im umliegenden
Gewebe induzieren, um den freien Raum wieder aufzufiillen. Die durch Suppression
der PARP-Ativitit bereits irreversibel verkiirzten Telomere konnten bei dieser
Proliferation schnell ihre Schutzfunktion fiir die Chromosomen verlieren mit den
bereits genannten Folgen: Zellulire Seneszenz, durch genomische Instabilitdt
bedingter Zelltod oder Entstehung von sekundiren Tumoren. Diese Hypothese wird
von uns zur Zeit eingehend untersucht.
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