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1 Einleitung

1.1 Die Poly(ADP-ribosyl)ierung - Biochemische und

zellbiologische Grundlagen

1.1.1  Historische Aspekte

Die Existenz von Poly(ADP-Ribose)-Molekiilen im Kern von Séugerzellen als eine bis
dahin noch unbekannte "dritte Art von Nukleinsduren" (D’Amours et al., 1999) wurde
vor etwa 40 Jahren erstmals 1963 von Chambon et al. beschrieben (Chambon et al.,
1963). Dieses unbekannte Molekiil wurde urspriinglich als ein Homopolymer aus
Riboadenylat-Einheiten (Poly-A) angesehen (Chambon et al., 1963), 3 Jahre spéter aber
von den gleichen Autoren nun richtigerweise als ein Homopolymer aus ADP-Ribose-
Einheiten beschrieben, bei dessen Synthese die Hydrolyse von NAD' und die
Freisetzung von Nikotinamid beobachtet wurde (Chambon et al., 1966; Chambon et al.,
1963). Im Zuge der Fokussierung der biowissenschaftlichen Forschung auf die
Nukleinsduren DNA und RNA vergingen anschlieBend mehr als 10 Jahre bis zur
vollstindigen Aufkldrung der Struktur dieser "ditten Nukleinséure", die sich als
hochverzweigtes Molekiil mit einer helicalen Struktur in den linearen Abschnitten

erwies (Miwa et al., 1981; Minaga et al., 1983).

Uber mdgliche zellbiologischen Funktionen gab es damals so gut wie keine
Erkenntnisse, und die Arbeit an dem Phinomen "Poly(ADP-Ribosyl)ierung" galt noch
bis zum Beginn der 90-er Jahre als ein eher "esoterisches" Gebiet, auf dem nur eine sehr
begrenzte Zahl von Forschergruppen titig war (Biirkle et al., 2001). Diese Situation hat
sich den letzten 10 Jahren dramatisch geéndert, nicht nur mit dem deutlichen Zuwachs
an Erkenntnissen iiber die biochemischen Aspekte der Poly(ADP-ribosyl)ierung wie
z.B. die Indentifizierung wichtiger Zellkernproteine, deren Funktionen Poly(ADP-
ribosyl)ierungs-abhiangig reguliert werden, sondern auch vor allem mit der Erkenntnis
threr Beteiligung an der DNA-Reparatur, an der Apoptose und an der
Transkriptionsregulation (Biirkle et al., 2001; D"Amours et al., 1999). Hinzu kamen
wesentliche neue Erkenntnisse tiber die zentrale Rolle der Poly(ADP-Ribosyl)ierung im
Rahmen von Ischdmie-Reperfusionsschiden im ZNS, bei neurodegenerativen
Erkrankungen (Ha et al., 2000) und bei inflammatorischen Gewebeschidden wie z.B.

beim juvenilen Diabetes mellitus (Burkart et al., 1999; Pieper et al., 1999), beim



septischen Schock (Szabo et al., 1996; Szabo et al., 1997; Oliver et al., 1999), beim
M.Crohn (Jijon et al., 2000) und beim Myokardinfarkt (Pieper et al., 2000; Zingarelli et
al., 1998). Neben den Erkrankungen des ZNS wird der Poly(ADP-Ribosyl)ierung
aufgrund ihrer Funktion bei der DNA-Reparatur auch eine wesentliche Bedeutung im
Rahmen der AbwehrmaBnahmen von Tumorzellen bei der chemo- oder

radiotherapeutischen Tumorbehandlung zugesprochen (de Murcia et al., 2000).

Seit Mitte und Ende der 90-er Jahre haben daher eine Vielzahl pharmazeutischer
Unternehmen mit der praklinischen Entwicklung von selektiven Inhibitoren der
Poly(ADP-Ribose)-Polymerase-1 (PARP-1) begonnen, deren Haupteinsatzgebiet die
Therapie des Schlaganfalls und die Behandlung von Tumorerkrankungen sein soll (z.B.
Guilford Inc. und Agouron/Pfizer Inc.). Eine ganz neue Dimension erhielt die
Erforschung der Poly(ADP-ribosyl)ierung mit der Entdeckung einer Vielzahl "neuer"
PARPs ab dem Jahr 1998, deren Funktion und Lokalisation sich teilweise grundsétzlich
von der "klassischen" PARP, nun PARP-1 genannt, unterscheidet: Diese neuen PARPs
sind z.B. an der Regulation der Telomersynthese (Tankryase, Smith et al., 1998) oder
der Funktion der mitotischen Spindel (VPARP, Kieckhoefer et al., 1999) essentiell
beteiligt.

Die in dieser Schrift zusammengefafiten Arbeit sollten durch die Entdeckung von zwei
grundsitzlich neuen zellbiologischen Funktionen der PARP-1 und der Identifizierung
und Charakterisierung dieser neuen Funktionen unter pathophysiologischen
Bedingungen zu einem erweiterten molekularen und funktionellen Verstindnis der
Poly(ADP-ribosyl)ierung bei Zell- und Gewebeschddigungen beitragen. Diese hier
vorgelegten Arbeiten haben bereits Eingang in kiirzlich erschienene Ubersichtarbeiten
(Biirkle et al., 2001) gefunden und wurden im Zusammenhang mit der im Juni 2001
stattgefundenen "18th Conference on ADP-ribosylation reactions" in New York als eine
der fiinf wichtigsten Fortschritte der PARP-Forschung der letzten 5 Jahre genannt
(Jacobson et al., 2001).

1.1.2  Enzyme und Gene des Poly(ADP-Ribose)-Stoffwechsels

Die Poly(ADP-Ribosyl)ierung ist eine direkte posttranslationale Modifikation von
Glutamat-, Aspartat- und Lysin-Resten nukleérer Proteine (Akzeptorproteine), die durch
ein 113 kDa-groes Enzym, die Poly(ADP-Ribose)-Polymerase-1 (PARP-1; EC
2.4.2.30), katalysiert wird. Diese ADP-Ribose-Polymere entstehen aus der sequentiellen



Synthese von ADP-Ribose-Einheiten aus NAD" und konnen eine sehr hohe
Komplexitdt erreichen, mit bis zu 200 Einheiten und verschiedenen
Verzweigungsstellen. Diese Polymere repridsentieren nun eine geballte Ansammlung
negativer Ladungen, die entscheidend fiir die physiologische Funktion der Poly(ADP-
Ribose) sind (de Murcia et al., 2000; Realini et al., 1992).

Ohne den spiter behandelten physiologischen und pathophysiologischen Funktionen der
PARP vorzugreifen, soll zum Verstindnis der Biochemie dieser Reaktion bereits hier
erwihnt werden, welche dramatischen Auswirkungen diese auf den Zellstoffwechsel
haben kann: Im Zellkern von Sédugerzellen lauert etwa ein PARP-1-Molekiil pro 1000
DNA-Basenpaare (Lautier et al., 1993), das sind etwa eine Million PARP-1-Molekiile
pro Zelle (Ludwig et al., 1988), bereits nach geringsten DNA-Schédden sofort hochaffin
an die DNA zu binden (Zhang et al.,, 1995) und unter einer etwa 500-fachen
Aktivitatssteigerung innerhalb von Minuten (Krupitza et al., 1989) gewaltige Mengen
an ADP-Ribose-Polymeren zu synthetisieren. Dabei kann es innerhalb von wenigen
Minuten zur Hydrolyse von iiber 80 % des gesamten zelluliren NAD" -Pools kommen,
worauf die Zelle den durch ATP-Mangel verursachten nekrotischen Tod stirbt (Berger
et al., 1985; Ha et al., 2000; Biirkle et al., 2001).

Natiirlich markiert dieses Szenario nur das extreme Ende auf einer Skala abgestufter
und fein regulierter Poly(ADP-ribosly)ierungs-Reaktionen im Rahmen der
physiologischen Zellfunktion, macht aber deutlich, dal} die Frage der Balance zwischen
physiologischer und destruktiver Funktion der PARP eher ein rein quantitative als ein

qualitative Frage ist (Biirkle et al., 2001).

Die PARP-1 ist das bisher am besten untersuchte Protein der PARP-Protein-Familie.
Sie ist ein evolutiondr hochkonserviertes Enzym mit einer charakteristischen 3-
Dominen-Struktur: Die 42 kDa grole aminoterminale Region bindet iiber zwei Zink-
Finger-Motive an DNA-Strangbriiche, die zu einer sofortigen Aktivierung des
katalytischen Zentrums der carboxyterminalen NAD' -bindenen Domine fiihrt. Die
katalytisch aktive Form der PARP-1 ist ein Dimer (Mendoza-Alvares, 1993). Das
wichtigste Akzeptorprotein fiir die ADP-Ribose-Polymere ist dabei die PARP-1 selbst,
wobei diese Automodifikation hauptséchlich an einer 16 kDa-groen separaten Protein-
Domaéne stattfindet, die 15 konservierte Glutamat-Seitenketten als Akzeptorstellen fiir
die Poly(ADP-Ribose) besitzt (D’Amours et al., 1999). Eine weitere, Strangbruch-
unabhingige, aber sequenzspezifische DNA-Bindungsaktivitit der PARP-1 wird den



Modulen C und D zugesprochen, die somit wahrscheinlich eine Rolle in der

Transkriptionsregulation spielen (D’ Amours et al., 1999).
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Abb. 1: (aus Smith S. The world according to PARP. Trends in Biochemical Sciences 26, 174-179,
2001): (a) ADP-Ribosylierung eines Akzeptor-Proteins: Ubertragung von ADP-Ribose aus NAD" auf
einen Glutamat-Rest an einem Akzeptor-Protein durch die PARP. Die an das Protein gebundene ADP-
Ribose-Einheit kann nun als Akzeptor fiir weitere ADP-Ribose-Einheiten dienen. (b) Synthese des
hochgradig negativ geladenen langen, linnearen und verzweigten ADP-Ribose-Polymers. (c) Viele

kovalent gebundene hochgradig negativ geladene ADP-Ribose-Polymere losen das so modifizierte
Protein von der DNA ab.



Die PARP-1 wird vom humanen ADPRT-Gen (chromosomale Lokalisation
1q41-g42) codiert, das analoge murine Adprti-Gen codiert zusidtzlich noch fiir das
murine 55kDa grofle sPARP-1-Protein (Sallmann et al., 2000). Experimente an
Ewing’s-Sarkom-Zellen haben Hinweise darauf geliefert, da3 die ADPRT-Expression
durch einen ETS-Transkriptionsfaktor reguliert wird, der mit multiplen ETS-Bindungs-
Motiven der ADPRT-Promoter-Region interagiert (Soldatenkov et al., 1999). Wéhrend
das ADPRT-Gen konstitutionell abhingig vom Zelltyp und Differenzierungsgrad
exprimiert wird, kann die katalytische Aktivitit der PARP-1 durch Bindung an DNA-
Einzel- oder Doppelstrangbriiche bis auf das 500-fache gesteigert werden (Krupitza et
al., 1989). Diese Aktivierung findet unmittelbar nach einem DNA-Schaden statt und
kann bereits bei sehr wenigen DNA-Schdden nachgewiesen werden (Zhang et al.,

1995).

Seit wenigen Jahren ist bekannt, daf3 die "klassische" PARP, die heutige "PARP-
1" nicht das einzige Enzym mit Poly(ADP-Ribosyl)ierungs-Aktvitit ist. So wurden
kiirzlich weitere Poly(ADP-Ribose)-Polymerasen identifiziert (Smith et al., 2001), die
bis zu 25% der gesamten zelluldren Poly(ADP-Ribose)-Produktion ausmachen (Shieh et
al., 1998). Zu diesen neu entdeckten Proteinen aus der PARP-Familie gehoren die
humane hPARP-2, die humane hPARP-3, die murine mPARP-2 und die murine sSPARP
(Ame et al., 1999; Berghammer et al., 1999; Johansson et al., 1999; Sallmann et al.,
2000). Auch die bisher verbreitete Ansicht, daB PARPs nur auf den Sdugerorganismus
beschrénkt sind, konnte widerlegt werden: Zwar konnten bisher weder in Hefen, noch in
Bakterien PARPs nachgewiesen werden, wohl aber in Pflanzen. So besitzen
Arabidopsis thaliana (Babiychuk et al., 1998) und Zea mays (Mahajan et al., 1998) eine
PARP ohne aminoterminale Zink-Finger-Domidne. Auch in Drosophila konnte eine
PARP mit (dPARP-1) und eine PARP ohne (dPARP-2) Automodifikationsdoméne

nachgewiesen werden (Kawamura et al., 1998).

Wihrend die carboxyterminale katalytische Domidne der 62 kDa gro3en
mPARP-2 homolog zur PARP-1 ist, fehlen der aminoterminalen Doméne die beiden
Zink-Finger-Motive und die Kernlokalisationssequenz. Trotzdem zeigt auch die
mPARP-2 eine DNA-abhédngige Aktivitit (Ame et al., 1999). Der 55,3 kDa groflen
sPARP-1 fehlen die aminoterminale und zentrale Proteindoméine, wihrend die
carboxyterminale katalytische Doméne zur PARP-1 identisch ist. Im Gegensatz zur

PARP-1 und mPARP-2 kann aber die sSPARP DNA-unabhingig aktiviert werden, aber



auch durch DNA-Strangbriiche (Sallmann et al., 2000). Die mPARP-2 ist weit weniger
katalytisch aktiv als die PARP-1, kann aber wahrscheinlich zu einem groflen Teil zur
Gesamt-PARP-Aktivitit der Zelle beitragen. Wie die PARP-1, kommen auch die
hPARP-2, mPARP-2 und hPARP-3 praktisch ubiquitér vor. Alle diese PARPs werden
von grundsitzlich verschiedenen Genen mit Lage auf verschiedenen Chromosomen
codiert, mit Ausnahme der sSPARP-1, deren Gen unmittelbar in der Ndhe zu dem der
PARP-1 liegt (Ame et al., 1999). Das legt die Vermutung nahe, dall die sPARP-1 ein

Produkt einer alternativen Initiationsstelle der Transkription des PARP-Gens darstellt.

Ein weiteres interessantes Protein aus der PARP-Familie ist die 1998 entdeckte
Tankryase (Smith et al., 1998). Diese 142 kDa grofle PARP interagiert iiber 24 ankryin-
repeat-Motive mit der aminoterminalen Doménen von TRF1, einem Telomer-
spezifischen Protein, das die Polymerldnge reguliert (Smith et al., 1998). Der Name
leitet sich von "TRFl-interacting, ankryin-related ADP-ribose polymerase" =
"Tankryase" (Smith et al., 1998) her. Durch die Bindung an TRF-1 verhindert die
Tankryase dessen Bindung an die Telomere, was die Telomer-Elongation begiinstigt,
vermutlich iiber eine Erdéffnung des Telomer-Komplexes und Ermoglichung des
Zuganges der Telomerase (Smith et al., 2000). Eine weiteres Protein aus der Familie der
PARPs stellt die 1999 entdeckte 93 kDa grofle Vault-Poly(ADP-Ribose)-Polymerase
(VPARP) dar, die das “major vault protein” (MVP) ADP-ribosyliert und in der
Mitosespindel lokalisiert ist (Kieckhoefer et al., 1999).

Die Vielzahl neu entdeckter Proteine aus der PARP-Familie legen nahe, daf3 die
Poly(ADP-Ribosyl)ierung ein innerhalb der Zelle durchaus sehr verbreitetes
Regulationsprinzip sein konnte, das nicht allein auf den Zellkern beschrinkt ist. Die
Schnelligkeit dieser Reaktion innerhalb von Minuten nach einem auslosenden Ereignis,
die gravierenden Verdnderungen der physikochemischen Eigenschaften eines so
modifizierten Proteins durch das Einflihren einer gewaltigen Zahl negativer
Ionenladungen und die Existenz DNA-unabhidngiger PARPs lassen vermuten, daf3 die
Poly(ADP-Ribosyl)ierung wahrscheinlich in noch vielfdltigerer Weise an der
intrazelluldren Signaltransduktion teilnimmt, als bisher vermutet. Unabhingig davon
tragt die rein nukledr lokalisierte PARP-1 zu {iber 80 % der Poly(ADP-Ribsoyl)ierungs-

Kapazitit einer Zelle bei und ist hier Gegenstand der Untersuchungen.

Nach der Betrachtung der Poly(ADP-Ribose)-Synthese soll hier auch der enzymatische
Abbau der Poly(ADP-Ribose) nicht unerwihnt bleiben: Poly(ADP-Ribose) hat eine sehr



kurze Halbwertszeit von etwa 1 min (Alvarez-Gonzales et al., 1989) und wird durch die
Poly(ADP-Ribose)-Glykohydrolase (PARG) zu freier ADP-Ribose abgebaut (Miwa et
al., 1971). Diese PARG ist ebenfalls im Zellkern lokalisiert und in etwa 13-50-mal
geringerer Konzentration vorhanden als die PARP, ist dafiir aber etwa 50-70-mal
katalytisch aktiver und dadurch in der Lage, Poly(ADP-Ribose) ohne kinetische
Limitierung abzubauen (Hatakeyama et al., 1986). Uber die physiologischen und
pathophysiologischen Wirkungen des dabei entstehenden Produktes, der freien ADP-
Ribose, ist bisher nur wenig bekannt. Diese freie ADP-Ribose ist in der Lage, sehr
schnell tiber die Maillard-Reaktion mit Lysin-Seitenketten von Proteinen zu reagieren
und diese nichtenzymatisch zu glykosylieren (Cervantes-Laurean et al., 1996). Die
Reaktion von Histon H1 mit freier ADP-Ribose fiihrt zur dessen Carbonylierung
(Wondrak et al., 2000). Derzeit vorherrschende Ansichten favorisieren allerdings die
Abspaltung der ADP-Ribose-Polymere vom Akzeptorprotein durch eine ADP-Ribosyl-
Protein-Lyase, wonach eine ADP-Ribose-Pyrophosphatase die freien ADP-Ribose-
Monomere zu AMP und Ribose-5-Phosphat abbaut (Wielckens et al., 1982).

1.2 Zellulire und molekulare Funktionen der Poly(ADP-
Ribosyl)ierung

Grundlage der =zelluliren und molekularen Funktionen der Poly(ADP-
Ribosyl)ierung ist entweder die direkte kovalente  Modifikation von
Aminosdureseitenketten von Akzeptorproteinen durch Synthese polymerer ADP-
Ribose-Ketten (Heteromodifikation), oder die nichtkovalente Bindung von Poly(ADP-
Ribose)-Ketten der automodifizierten PARP-1 an Effektorproteine (de Murcia et al.,
2000; Pleschke et al., 2000). Die Poly(ADP-Ribosyl)ierung von Histonen fiihrt zur
Chromatindekondensation (Frechette et al., 1985, Niedergang et al., 1985), die eine
Voraussetzung fiir die Bindung von Transkriptionsfaktoren an die DNA darstellt. Nach
Abbau der Poly(ADP-Ribose) kommt es wieder zur Kondensation des Chromatins (de
Murcia et al., 1986). Die sofortige und schnelle Bindung der PARP-1 an DNA-Schiaden
verhindert hocheffektiv die Interaktion geschidigter DNA mit genetischen
Rekombinationssystemen und die Bindung anderer DNA-bindener Molekiile
(Chatterjee et al., 1999; de Murcia et al., 1997; Morrison et al., 1997; Wang et al.,
1997). Dadurch kann ein sofortiger Stop der Translation durch Bindung an Stellen der
Transkriptionsinitiation (“nick-protection”) erreicht werden, so dal eine fehlerhafte

Translation vermieden wird. Nach Abdiffusion der PARP-1 unter Mitnahme von nicht-
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kovalent-gebundenen Histonen wird dann die DNA ihren Reparaturenzymen zugénglich
gemacht (de Murcia et al., 1994). Dieses "Histon-Shuttling" und die "Nick-Protection"
sind wichtige Erkldrungsmodelle der Funktion der PARP-1 bei DNA-Reparatur und
Erhaltung der genomischen Stabilitét:

1.2.1 DNA-Reparatur und genomische Stabilitat

Schon seit 1985 ist bekannt, daBl die Behandlung mit DNA-schidigenden
Substanzen iiber die Aktivierung der PARP zu einer deutlichen NAD" -Depletion fiihrt
(Berger et al., 1985). Daher konnen entsprechend massive DNA-Schidden iiber eine
Uberaktivierung der PARP, zum schnellen und drastischen Verlust an NAD" und ATP
zum Zelltod fiihren (Berger et al., 1985). Dieses Konzept stellt etwa 10 Jahre spéter die
Grundlage spéterer Experimente zum neuronalen Zelltod nach einem Ischdmieschaden
und seiner Verhinderung durch Hemmung der der PARP-1 dar (Zhang et al., 1994; Cosi
et al., 1994; Eliasson et al., 1997).

Es gilt als sicher, daB die Poly(ADP-Ribosyl)ierung das Uberleben von
proliferierenden Zellen ermdoglicht, die auf einem moderaten Niveau mit DNA-
schdadigenden Substanzen wie Alkylantien, Oxidantien und ionisierender Strahlung
ausgesetzt worden sind (de Murcia et al., 2000). Ebenso gilt eine Beteiligung der PARP-
1 bei der DNA-Basen-Exzisionsreparatur, dem bevorzugten Weg, DNA-Schiden
geringer GroBe zu entfernen, als sicher (de Murcia et al., 2000). Die Poly(ADP-
Ribosyl)ierung reprisentiert hier eine sofortige zellulire Antwort auf DNA-Schéden,
induziert durch ionisierende Bestrahlung, alkylierende Agentien und Oxidantien (de
Murcia et al., 2000). Die molekulare Funktion der PARP-1 bei der nukledren Reaktion
auf DNA-Schidden liegt dabei wahrscheinlich in der nicht-kovalenten Bindung der
Poly(ADP-Ribose) an spezifische Checkpoint-Proteine des DNA-Schadens iiber eine 20
Aminosduren lange Poly(ADP-Ribose)-Bindungssequenz begriindet: So wurde eine
Bindung der automodifizierten PARP an folgende Checkpoint-Proteine nachgewiesen:
p53, p21 CPYWARL XpA MSH6, DNA-Ligase III; XRCC1, DNA-Polymerase €, DNA-
PKcs, Ku70, NF-kB, iNOS, Caspase-aktivierte DNase und Telomerase (Pleschke et al.,
2000).

Auf den ersten Blick erscheint es nun widerspriichlich, dal die PARP-1 {iber "nick-
protection”, das "histon-shuttling" und die Bindung an Checkpoint-Proteine des DNA-

Schadens die DNA-Reparatur einleitet, auf der anderen Seite aber ebenfalls nach einem
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DNA-Schaden iiber die NAD'- und ATP-Depletion die Zelle metabolisch zu téten
vermag. Doch dieses ist nur scheinbar ein Widerspruch, denn genomisch schwer
geschddigte Zellen zeigen eine erhohte Mutationsrate und eine hohere
Wahrscheinlichkeit zur malignen Transformation. Die Aktivierung der PARP nach
einem DNA-Schaden fiihrt dann fiir die individuelle Zelle zu einer schicksalshaften
Entscheidung, entweder zur Reparatur des Schadens oder zum Tod der schwer
genomisch geschiadigten Zelle. Fir den Gesamtorganismus hat diese extreme
Dichotomie auf Zellebene, Reparatur oder Tod, allerdings nur eine Konsequenz: Das

Vermeiden der Entstehung genomisch geschidigter Zellpopulationen.

Die Bedeutung der PARP-1 fiir die genomische Stabilitdt konnte auch in in vivo-
Experimenten gezeigt werden: So zeigte die PARP-1 7 - Maus schwere Himorrhagien
nach ionisierender Bestrahlung aufgrund einer schweren Myelosuppression (Masutani et
al., 2000) und eine hohe Anfilligkeit gegeniiber alkylierenden Substanzen (Tsutsumi et
al., 2001). Interessanterweise wird diese genomische Stabilitdt vermutlich nicht allein
iber die aktivierte PARP, sondern auch tiber das ,inaktive PARP-Protein selber
erreicht: So konnte die genomisch instabile tetraploide Zellpopulation in PARP-1 7~ -
Fibroblasten durch Transfektion mit einer PARP-1-cDNA in eine stabile Form tiberfiihrt
werden, wihrend PARP-1 " - Fibroblasten durch Hemmung der PARP-1 aber nicht in
eine tetraploide Form iiberfiihrt werden konnten (Simbulan-Rosenthal et al., 2001).
Diese Effekte der PARP-1 sind mdglicherweise teilweise unabhingig von ihrer
katalytischen Funktion, z.B. als Co-Transaktivator von NF-xB (Oliver et al., 1999) . In
einem umgekehrten Ansatz verhinderte die Uberexpression der PARP-1 deutlich den
Alkylantien-induzierten siter-chromatid-exchange (SCE) bei gleichzeitigem Anstieg der
Zytotoxizitit (Meyer et al., 2000). Das Konzept "Reparatur oder Tod" im Falle von
DNA-Schiden auf Einzelzellebene scheint hierbei fiir physiologische Bedingungen
durchaus sinnvoll zu sein. Aber im Falle einer "unphysiologischen" und vorsétzlichen
Zellschdadigung, wie z.B. im Rahmen der Tumortherapie, kann der Eingriff in die
Poly(ADP-Ribosyl)ierung prinzipiell zwei gegensitzliche Konsequenzen haben:
Entweder den verstirkten Tumorzelltod durch Hemmung der Reparaturprozesse oder
ein verbessertes Tumorzelliiberleben durch Hemmung der todbringenden PARP-1-
induzierten NAD' - und ATP-Depletion. Das gleichzeitige Existieren beider
gegensitzlicher Moglichkeiten diirfte die Anwendung von PARP-1-Inhibitoren in der

Tumortherapie prinzipiell erschweren.
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1.2.2  Transkriptionskontrolle

In den letzten Jahren wurden viele funktionelle Interaktionen zwischen der
automodifizierten PARP-1 mit verschiedenen Transkriptionsfaktoren gefunden (de
Murcia et al., 2000): AP-2, DF1-4, E47, NF«B, 53, PC1, Oct-1, RXR, TBP, TEF-1 und
YY1. Diese Interaktion mit der automodifizierten PARP-1 hatte dabei entweder positve
oder negative Effekte auf den Transaktivationsproze. Umfangreiche Mikroarray-
Analysen zur Charakterisierung der Genexpression in PARP-1 7~ - Mausen erbrachten
eine verminderte Expression von Genen der Zellzyklus-Progression, der Mitose, der
DNA-Replikation und der Chromosomen-Prozessierung und -Assemblierung
(Simbulan-Rosenthal et al., 2000). Demgegeniiber wurden Gene, die vermutlich in die
Kanzerogenese oder vorzeitiges Altern involviert sind, verstarkt exprimiert (Simbulan-

Rosenthal et al., 2000).

Dariiberhinaus wurde die PARP-1 auch als ein Ko-Faktor der NF-xB-
gesteuerten Transaktivierung identifiziert, die eine zentrale Rolle im Rahmen von
Immunreaktionen und entziindlichen Prozessen spielt (Oliver et al., 1999; Kameoka et
al., 2000). PARP-1 7 - Miusen fehlt die Lipopolysaccharid (LPS)-induzierte TNF-a.-
Produktion, iNOS-Expression und NO-Produktion und erwiesen sich &dulerst resistent
gegeniiber septischen Schock. Die der iNOS-Expression zugrundeliegende Ko-
Transaktivatorfunktion der NF-kB-gesteuerten Transaktivierung war dabei nur teilweise
von der katalytischen Funktion der PARP abhéngig, und NF-xB und die PARP-1
bildeten eine stabilen Komplex, unabhingig von der DNA-Bindung (Kameoka et al.,
2000).

1.2.3  Alterungsprozesse

Noch bevor durch die Entdeckung der Tankryase eine direkte molekulare
Verbindung von Poly(ADP-Ribosyl)ierungs-Reaktionen mit zelluliren Mechanismen
der Alterungsregulation bekannt war, gab es phdnomenologische Untersuchungen zur
Bedeutung der Poly(ADP-Ribosyl)ierung beim Alterungsprozess: Statistische
Untersuchungen konnten im Speziesvergleich bei Sdugern eine hohen Poly(ADP-
Ribosyl)ierungs-Kapazitit mit der Lebensdauer korrelieren (Muiras et al., 2000; Grube
et al., 1992). In diesem Zusammenhang ist interessant, dall die zelluldre Poly(ADP-
Ribosyl)ierungs-Kapazitéit bei Menschen und bei Ratten mit dem Alter abnimmt (Grube

et al., 1992). Bei Patienten mit dem schweren Krankheitsbild der Progeria, das zu stark
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beschleunigtem Altern und zum Phénotyp eines Greisen bereits im spéten Jugendalter
fiihrt, konnte eine deutlich verminderte PARP-1-Expression in Fibroblasten
nachgewiesen werden (Ly et al., 2000). Im Hippocampus von alten Ratten war die
PARP-Aktivitdit um etwa 50% im Vergleich zu Hippocampi erwachsener Ratten
vermindert, wihrend in Cortex und Cerebellum keine Anderung gemessen werden
konnten (Strosznajder et al., 2000). Eine altersabhingige Abnahme der Poly(ADP-
Ribosyl)ierungs-Kapazitit konnte auch in Lymphozyten von Ratte und Mensch
beobachtet werden (Grube et al., 1992).

Da bisher noch keine funktionellen Untersuchungen zum Alterungsprozess nach
Ausschaltung oder Hemmung der Poly(ADP-Ribosyl)ierung vorliegen, ist das
Aufstellen einer kausalen Beziehung zwischen Poly(ADP-Ribosyl)ierung und
Verhinderung der Zell- oder Gewebealterung bisher nicht moglich. Auch wiirde die
annidhernd normale Lebenserwartung von PARP-1 7 - Miusen gegen eine kausale
Bedeutung der PARP-1 im Alterungsprozess sprechen, wihrend auf der anderen Seiten
durch Fehlen eines Knock-out-Tieres die Beteiligung der Tankryase nicht eingeschitzt
werden kann. Umgekehrt konnten die bisherigen Studien umsomehr auf eine
Beeintriachtigung der Poly(ADP-Ribosyl)ierung im Alterungsprozess schlielen lassen,
womit eine erhohte Wahrscheinlichkeit genomischer Instabilitdten und damit maligner

Entartung im alternden Organismus verbunden sein konnte.

1.2.4  Apoptose

Die Apoptose ist der programmierte, energieabhidngige und iiber definierte
Signalwege ablaufende Zelltod. Diese Art des Zelltodes ist physiologisch aufs engste
mit Wachstums- und Entwicklungsprozessen verbunden und fiihrt in keinem Falle zu
einer flir das betroffene Gewebe schiddlichen sekundéren inflammatorischen Reaktion.
So werden beispielsweise wihrend der Entwicklung des ZNS mehr als doppelt soviele
Neurone gebildet, als im adulten Organismus vorhanden sind (Oppenheim et al., 1991).
Die apoptotische Degeneration dieser Neurone erfolgt wihrend der Entwicklung ohne

jegliche inflammatorische Komponente.

Eine zentrales Ereignis der Apoptose ist die proteolytische Spaltung der PARP-1
in der DNA-bindenen Doméne in ein 89 kDa- und ein 24 kDa-Fragment (Kaufmann et
al., 1993). Dadurch wird die Kopplung der regulatorischen DNA-bindenen Doméne an
die katalytische Doméne aufgehoben. Diese PARP-1-Spaltung ist ein weit verbreiteter
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und etablierter Marker der Apoptose, unabhingig von ihrer funktionellen Bedeutung,

die erst in den letzten Jahren aufgeklart werden konnte:

So interagiert namlich das bei der apoptotischen PARP-1-Spaltung entstandene
89 kDa-Fragment mittels eines BRCT-Motivs mit der Automodifikations-Doméine und
hemmt dadurch die PARP-1-Aktivitéit durch Blockierung der Dimerisierung (Kim et al.,
2000). Dariiberhinaus wird durch die Spaltung und Inaktivierung der PARP-1 die
Poly(ADP-Ribosyl)ierungs-abhingige Hemmung der Chromatin-gebundenen Ca/Mg-
Endonuclease DNAS1L3, die zur DNA-Fragmentierung wéihrend der Apoptose beitrégt,
aufgehoben (Yakovlev et al., 2000). Eine weiterer wesentlicher Aspekt ist, daf} eine
Verhinderung der PARP-1-Spaltung wéhrend der Apoptose sofort nach Beginn der
DNA-Fragmentierung zu deren drastischen Aktivierung und damit zum zelluldren
Energie-Defizit fiihren wiirde, das die Ausfithrung der Apoptose unmdglich machen
wiirde und die Zelle in einen nekrotischen Tod treiben wiirde (Herceg et al., 1999). So
sind beispielsweise PARP-1 - Miuse gegeniiber dem durch MNNG und HO, -
induzierten nekrotischen Zelltod geschiitzt (Ha et al., 1999). PARP-1-Inhibition oder -
Depletion verhindert auch den nekrotischen Zelltod bei N-methyl-D-Aspartat (NMDA)-
induzierter Neurodegeneration, zerebraler Ischimie (Endres et al., 1997; Eliasson et al.,
1999), Myokard-Ischdmie (Zingarelli et al., 1997; Pieper et al., 2000) und
Streptozotocin-induziertem Diabetes (Burkart et al., 1999; Masutani et al., 1999).
PARP-1 -/- -Méuse sind aber nicht gegeniiber dem Fas-induziertem apoptotischen
Zelltod geschiitzt (Ha et al., 1999), und die Hemmung der PARP-1 verhindert auch
nicht den Zelltod durch Apoptose-induzierende Substanzen, z.B. durch TNF-a,
Dexamethason oder Fas (Leist et al., 1997).

Da durch Depletion von ATP prinzipiell jeder apoptotische in einen
nekrotischen Prozess iiberfiihrt werden kann (Eguchi et al., 1997; Leist et al., 1997),
stellt also die Spaltung der PARP-1 im Rahmen der Apoptose eine unabdingbare
Voraussetzung fiir ihr ungestortes Ablaufen dar und verhindert das Umschlagen des
gezielten apoptotisches Prozesses in einen nekrotischen Prozess, der durch die
ausgeloste inflammatorische Reaktion fatale Konsequenzen fiir das umgebende Gewebe

hatte.
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1.3 Die Rolle der Poly(ADP-Ribosyl)ierung bei der

Tumortherapie

Tumorzellen sind im Rahmen von Chemotherapien oxidativen Schidigungen
ausgesetzt (Sinha et al., 1990; Davies et al., 1986; Doroshow et al., 1986; Marcillat et
al., 1989). Dabei fiihrt der intrazellulire Metabolismus des Chemotherapeutikums oder
seine Beteiligung an Redox-Cyling-Reaktionen, speziell in unmittelbarer Nachbarschaft
zum Chromatin, zu einer Produktion von freien Radikalen (Sinha et al., 1990; Davies et
al., 1986; Marcillat et al., 1989; Feinstein et al., 1993). Diese Sauerstoffradikale
reagieren nun mit Strukturen des Chromatins, zum einen mit der DNA, was zu DNA-
Strangbriichen oder Oxidation von Nukleobasen fiihrt, aber auch zum anderen mit den
die DNA zu Nukleosomen organisierenden Proteinen, den Histonen. Die erwiinschte
DNA-Schidigung in Tumorzellen nach Chemotherapie kann aber auch Folge der
direkten Reaktion der zytotoxischen Substanz mit der DNA sein, z.B. im Falle der
Alkylantien (Goria-Gatti et al., 1992). Diese Chemotherapie-induzierte oxidative
Modifikation von Nukleosom-Proteinen im Zellkern kann zur Oxidation von
Aminosédurenseitenketten, zur Bildung von Protein-Protein-Crosslinks und zur Bildung
von Protein-DNA-Crosslinks fiithren (Jones et al., 1993; Altmann et al., 1995). In
diesem Zusammenhang werden die nukleosomalen Histone auch als ein Schutzsystem

der DNA vor oxidativen Schiden angesehen (Enright et al., 1992).

Die Histone stellen nun aber nicht allein ein "Verpackungs- und Schutzsystem"
fir die DNA dar, sondern sind intensiv in chromatindynamische Prozesse wie
Transkription, Replikation und Reparatur funktionell eingebunden (Realini et al., 1992;
Jeggo et al., 1998). Da zu erwarten ist, dal im Rahmen eines radikalischen Angriffs auf
das Chromatin die oxidative Schiddigung der Histone mit einem Funktionsverlust
verbunden ist, wiirde es Sinn machen, daBl diese geschéddigten Histone mit hoher
Effizienz abgebaut werden und durch neue, intakte ersetzt werden. Bisher gab es aber
keine Untersuchungen zum Abbau und Turnover geschéddigter Histone, die
verantwortliche Protease war unbekannt, ebenso wie deren mogliche Regulation und
Einbindung in das Reparatur-Netzwerk nach einem genomischen Schaden. Das erstaunt
umso mehr, da doch die Mechanismen der DNA-Reparatur schon lange Gegenstand
intensiver Forschung sind, wéhrend aber geschiddigte Histone nicht nur epigenetische

Funktionen wie DNA-Transkription, -Replikation und -Reparatur entscheidend stéren
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konnen, sondern auch selber direkt durch Crosslinking mit der DNA einen genomischen

Schaden verursachen koénnen (Jones et al., 1993; Dizdaroglu et al., 1993).

Histone werden in proliferierenden Zellen nicht nur in limitierten Phasen des
Zellzyklus, sondern konstitutiv synthetisiert, gerade auch in nicht-proliferierenden
Zellen (Waterborg el al., 1993). Frither berichtete Turnover-Raten von Histonen
differieren betrachtlich hinsichtlich Zelltyp oder Kultivierungsbedingungen, von 18 h
fiir Histon HI in L5178Y Maus-Lymphomzellen (Higurashi et al., 1987) bis zu 136,6 d
fiir Histon H4 in proliferierenden Friend-Zellen (Tsvetkov et al., 1989). In jedem Falle
aber ist zu erwarten, dal aufgrund der langen Lebensdauer der Histone derartige

proteolytische Prozesse hochselektiv und sehr exakt reguliert ablaufen miissen.

Eine bisher bekannte Protease, die in der Lage ist, oxidativ geschidigte Proteine
selektiv zu erkennen und abzubauen, ist das Proteasom: Ein etwa 700 kDa groBer,
ubiquitirer, multikatalytischer Proteinasekomplex (Davies et al., 1987; Coux et al.,
1996; Grune et al.,, 1995). Fiir das Zytoplasma ist bereits bekannt, daB3 oxidativ
geschidigte Proteine einem selektiven proteolytischen Abbau iiber einen ATP- und
Ubiquitin-unabhéngigen Weg durch das 20S-Proteasom unterliegen (Grune et al.,
1997). Das Proteasom ist aber neben seiner zytosolischen Lokalisation auch in groBen
Mengen im Zellkern vorhanden (Palmer et al., 1996), und interessanterweise besitzen
Tumorzellen eine hohere Proteasomaktivitdt als nichtmaligne Zellen (Kumatori et al.,
1990), die ebenfalls vor allem im Nukleus lokalisiert ist. Da ein mogliches System zur
Abwehr oxidativer Histonschidden auch gerade von Tumorzellen genutzt werden konnte,
um Schidden im Zellkern durch Radio- oder Chemotherapie zu iiberwinden, konnten
derartige antioxidative Abwehrmafinahmen natiirlich auch die Effektivitit einer
Tumortherapie reduzieren und an der Therapieresistenz von Tumorellen beteiligt sein
(Sinha et al., 1990). Aus diesem Grund wurden die Untersuchungen zu diesen
Fragestellungen zunéchst an lebenden, proliferierenden K562-Leukdmie-Zellen (Ullrich
et al., 1999b; Ullrich et al., 2001d) und anschlieBend an der zu einem Makrophagen-
Phinotyp differenzierenden U937-Leukdmiezelllinie (Ullrich et al., 2000b; Ciftci et al.,
2001b) vorgenommen, um die dabei gefundenen Mechanismen schlieBlich in

phagozytierenden Mikrogliazellen (Ullrich et al., 2001c) zu bestétigen.

In diesem Zusammenhang muf3 dann auch die mogliche Rolle der Poly(ADP-
Ribosyl)ierung untersucht werden: Denn ausgehend vom bisherigen Kenntnisstand gilt

es als sicher, daB die Poly(ADP-Ribosyl)ierung das Uberleben von proliferierenden
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Zellen ermoglicht, die auf einem moderaten Niveau mit DNA-schddigenden Substanzen
wie Alkylantien, Oxidantien und ionisierender Strahlung ausgesetzt worden sind (de
Murcia et al., 2000). Auch ist gut bekannt, dal die Hemmung der PARP proliferierende
Zellen gegeniiber sublethalen DNA-Schiden sensitiviert (de Murcia et al., 2000) und
die Zytotoxizitdt des Topoisomerase I - Inhibitors Camphothecin potenziert (Bowman et
al., 2001). Wenn also eine Rolle der PARP-1 fiir die Erhaltung der genomischen
Stabilitdit angenommen werden kann, muf} in der Konsequenz der oben formulierten
Postulate auch untersucht werden, ob neben ihrer gut bekannten Funktion bei der DNA-
Reparatur (de Murcia et al., 2000) nicht auch eine Funktion im Abbau oxidierter

Histone vorliegt.

Bisher war noch nicht untersucht,

e ob und wie oxidativ geschddigte Histone proteolytisch abgebaut werden und welche

Rolle die Interaktion mit der DNA dabei spielt,
e welche nukledre Protease fiir den Abbau geschidigter Histone verantwortlich ist,

e wie diese nukledre Protease unter den Bedingungen oxidativer Belastung reguliert
wird,
e wie diese nukledre Protease wunter den Bedingungen verschiedener

Differenzierungsstadien der Zelle reguliert wird,

e welche Bedeutung die Histonschddigung und der Histonturnover wiahrend der

Tumortherapie hat,

e ob durch Eingriff in diese Prozesse eine Verstirkung der Wirksamkeit

chemotherapeutischer Behandlung erreicht werden kann und

e ob und wie die Poly(ADP-Ribosyl)ierung bei diesen Prozessen regulatorisch

beteiligt ist.

18



1.4 Die Rolle der Poly(ADP-Ribosyl)ierung bei Erkrankungen
des ZNS

1.4.1. Allgemeine Betrachtungen

Seit etwa 1994 wird der Erforschung der Rolle der Poly(ADP-Ribose)-
Polymerasen bei Erkrankungen des ZNS eine besondere Aufmerksamkeit geschenkt.
Diese griindet sich auf vielversprechende Resultate tierexperimenteller
Krankheitsmodelle des ZNS, bei denen der Aktivierung der PARP-1 eine entscheidene
Bedeutung zuzukommen scheint: So bietet beispielsweise die Hemmung der PARP-1
die bisher beste Neuroprotektion in Tiermodellen fiir den Schlaganfall (Ha et al., 2000).
Auch weisen PARP-1 7 - Mause nach Schédel-Hirn-Trauma geringere kognitive und
motorische Defizite auf und sind in einem Parkinsonmodell vollstindig gegeniiber der
1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridin (MPTP) induzierten selektive
Degeneration dopaminerger Neurone geschiitzt (Cosi et al., 1996). Diese
tierexperimentellen Befunde werden teilweise von Untersuchungen an Autopsiematerial
beim Menschen gestiitzt, die eine erhohte postmortale Poly(ADP-Ribose)-
Konzentrationen nach globaler Ischdmie (Love et al., 1999) und auch eine erhohte
Poly(ADP-Ribose)-Konzentrationen bei Patienten mit M. Alzheimer (Love et al., 1999)
nachweisen konnten. Die Beteiligung der PARP-1 beim NO-vermittelten
exzitotoxischen neuronalen Zelltod nach ischdmischer Hirnschiddigung wurde von der
Arbeitsgruppe um Prof. Snyder von der Johns Hopkins University in Baltimore so
eindrucksvoll gezeigt (Zhang et al., 1994), dal nach umfassender patentrechtlicher
Sicherung dieser Befunde die Entwicklung von klinisch anwendbaren PARP-1-
Inhibitoren von pharmazeutischen Unternehmen massiv vorangetrieben wurde (z.B.
Guilford Inc, Agouron/Pfizer Inc.). Aus diesen Entwicklung entstammen viele nun fiir
die Forschung erhiltliche hochspezifische Inhibitoren der PARP-1, deren
halbinhibitorische Konzentration bis um den Faktor 10° niedriger liegt als bei den
PARP-1-Inhibitoren der ersten Generation aus der Gruppe der Benzamide. Vorreiter auf
diesem Gebiet ist die von Prof. Snyder gegriindete Firma Guilford Inc., die bereits die
ersten entwickelten PARP-1-Inhibitoren in klinischen Priifungen der Phase I am

Menschen einsetzt.
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1.4.1 Ischimie-Reperfusionsschiden

Die PARP-1 wurde zuerst in Verbindung mit dem NO-induzierten neuronalen
Zelltod nach zerebralen Insult gebracht (Zhang et al., 1994): Die fokale Ischidmie
wihrend eines zerebralen Insults fithrt zu einem etwa 50-fachen Anstieg der
extrazelluliren Glutamat-Konzentration, die iiber die Aktivierung von NMDA-
Rezeptoren zur Aktivierung der neuronalen NOS und zur Stimulierung der cGMP-
Bildung fiihrt. Das im Rahmen dieser exzitotoxischen Schidigung freigesetzte NO fiihrt
zur Aktivierung und Poly(ADP-Ribosyl)ierung der PARP-1 (Zhang et al., 1994). Durch
eine Hemmung der PARP konnte nun die NMDA-Rezeptor-vermittelte Glutamat-
Toxizitdt verhindert werden (Zhang et al., 1994; Cosi et al., 1994). Die NMDA-
Toxizitit ist in kortikalen Neuronen von PARP-1 - Miusen praktisch aufgehoben und
in PARP-1 " Mausen um 60-70 % reduziert. Dieser Effekt konnte auch durch eine
chemische Hemmung mit dem hochpotenten Inhibitor DPQ (3,4-Dihydro-5-[4-(1-
piperinidyl)butox]-1(2H)-isoquinolinon) erreicht werden (Zhang et al.,, 1994).
Weiterfiihrende Arbeiten mit PARP-1 7~ - Miusen zeigten, daB das Infarktvolumen nach
VerschluB der A. cerebri media in PARP-1 7~ -Méusen um 78 % (Eliasson et al., 1997)
bzw. in einer anderen Studie um 40 % (Endres et al., 1997) reduziert war. Diese
Neuroprotektion in PARP-1 7~ - Mausen war groBer als durch Behandlung mit NMDA-
Antagonisten oder NOS-Inhibitoren (Eliasson et al., 1997; Tokime et al., 1998). Auch
hier fiihrte eine chemische Hemmung der PARP mit dem Inhibitor DPQ zu einer
deutlichen Neuroprotektion im Sinne einer Verringerung des Infarktgebietes nach
VerschluB3 der A. cerebri media, entweder bei Verabreichung vor oder direkt nach dem
Infarkt (Takahasi et al, 1999). In diesem Zusammenhang mul} erwdhnt werden, daf3 die
PARP-1 anscheinend nur eine Rolle in der NMDA-induzierten, nicht aber in der
AMPA-induzierten Exzitotoxizitét spielt (Mandir et al., 2000).

Alle diese Studien haben mit einer vollstdndigen Depletion der PARP-1 im
ganzen Tier (PARP-1 g Maiuse) oder mit einer systemischen und generellen
pharmakologischen Hemmung der PARP-1 (durch DPQ) im gesamten Organismus,
insbesondere in allen Zelltypen des ZNS gearbeitet. Der von den Autoren
angenommene Mechanismus der so erreichten Neuroprotektion stellt die Funktion der
neuronalen PARP-1 bei exzitotoxischen neuronalen Zelltod in der Vordergund und
greift dabei auf das vor etwa 15 Jahren entwickelte und gut etablierte Modell der PARP-

induzierten Zelltods durch NAD" - und anschlieBende Energieverarmung zuriick
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(Berger et al., 1985): Nach zerebraler Ischmdmie konnte eine erhohte PARP-Aktivitét
und erniedrigte ATP-Konzentrationen nachgewiesen werden, wihrend beides durch
PARP-Inhibition verhindert werden konnte (Plaschke et al., 2000). DNA-Schaden,
PARP-1-Aktivierung und Energie-Depletion bilden zusammen den gemeinsamen
finalen Weg der neuronalen Schiadigung, so daBl bei Hemmung der PARP-1 durch
Eingriff in diese gemeinsame Endstrecke die beste Neuroprotektion erreicht werden

kann (Ha et al., 2000).

Aber die systemische Hemmung der PARP-1 bei zerebralen Insulten scheint
auch mit negativen Auswirkungen auf das neuronale Uberleben verbunden zu sein:
Denn wenn der neuronale Gesamtschaden nicht unmittelbar nach dem Infarkt, sondern
72h nach einer kurzen, globalen und sublethalen Ischdmie bei Ratten gemessen wurde,
reduzierte eine systemische PARP-Hemmung die Zahl iiberlebender Neurone in der
hippocampalen CAl-Region (Liu et al., 2000). Eine PARP-Aktivierung ohne
nachfolgende NAD' -Depletion nach einer transienten Ischimie hat also eine
neuroprotektive und keine destruktive Wirkung (Biirkle, 2001). Die anhaltene Erhéhung
der PARP-1-mRNA-Expression im Hippocampus von Affen oder Ratten nach einer
kurzen globalen Ischdmie deutet nach Ansicht weiterer Autoren ebenfalls auf eine
Beteiligung der PARP-1 an Reparaturprozessen nach dem initialen Schadensereignis

hin (Liu et al, 2000).

Betrachtet man nun die evolutiondre Entwicklung, stellt sich sofort die Frage,
warum denn diese besonders hohe PARP-1-Expression in Neuronen iiberhaupt
aufrechterhalten wurde, trotz des Risikos eines katastrophalen Hirninfarktes nach
schweren Ischdmien. Dieser scheinbare Widerspruch ist nur I&sbar, wenn der
Gesamtorganismus durch eine hohe neuronale PARP-Aktivitit prinzipiell profitieren
wiirde, also der neuronalen PARP eher eine neuroprotektive statt destruktive Funktion
zukommt (Biirkle, 2001). Daher konnen die Ereignisse bei sehr schwerer Ischimie auch
hier als das extreme Ende einer Skala zelluldrer Abwehrmechanismen gesehen werden,
die aufgrund ihrer metabolischen Kosten dann in einen Todesmechanismus

konvertieren.

Hier deutet sich also nun an, da3 der PARP-1 beim neuronalen Zelltod eine
dhnliche widersplichliche Funktion zukommen kdénnte wie bei Tumorzelltod: Wéhrend
auf der einen Seite durch Hemmung der PARP-1 der neuronale Zelltod verhindert

werden konnte, konnte auf der anderen Seite durch genau dieselbe Hemmung ein
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weiterer neuronaler Schaden induziert werden. In welche Richtung sich die Situation
des individuellen Neurons dabei entwickelt, hinge dann bei einer standardisierten
Therapie mit PARP-1-Inhibitoren ausschlieBlich vom Grad der neuronalen
Initialschiddigung ab, ein klinisch &uBerst schwer zu kalkulierender Parameter. So
besteht grundsétzlich die Gefahr, daB die Therapie mit systemischen PARP-1-
Inhibitoren nicht immer zum erwiinschten protektiven Erfolg, sondern auch zu weiterer
Destruktion funktionsfdhigen Hirnparenchyms fithren konnte. Dieses ist umsomehr
wahrscheinlich, je spéter mit dieser Therapie nach dem Initialereignis begonnen wird,
also je weniger die akute, auf Energiemangel zuriickzufithrende Neurotoxizitit
verhindert wird und je mehr in spiter ablaufende Reparatursysteme initial iiberlebender
Neurone eingegriffen wird. Aus diesen Griinden schien uns die weit verbreitete
Strategie der systemischen PARP-Hemmung bei einem zerebralen Insult als nicht
optimal, und es mufiten neue pathophysiologische Zusammenhinge betrachtet werden,
um zu einer neuen therapeutischen Strategie der PARP-Hemmung bei zerebralen
Insulten zu gelangen. Daher erschien es uns sinnvoll, den neuronalen Zelltod nicht
isoliert, sondern im Kontext des Gewebeverbandes zu betrachten und dabei eine
Zellpopulation zu untersuchen, die an Schadenprozessen im ZNS entscheidend

mitbeteiligt ist, die Mikrogliazelle:

1.4.2  Die Rolle der Mikroglia nach primérer neuronaler Schidigung

Mikrogliazellen bilden etwa 5-15 % der gesamten Zellmenge des ZNS und
repriasentieren eine Population immunkompetenter Phagozyten innerhalb des
Hirnparenchyms, die im gesunden ZNS des erwachsenen Menschen einen ,,ruhenden®
Phanotyp mit typischer ramifizierter Morphologie aufweisen (Kreutzberg et al., 1996;
Perry et al, 1993). Diese ,ruhende* Mikroglia reagiert auf eine Vielzahl
pathophysiologischer Ereignisse mit bestimmten morphologischen und funktionellen
Verianderungen (Hailer et al., 1996; Hailer et al., 1997; Bechmann et al., 1997). Als
friihe Antwort auf Verletzungen und Infektionen des ZNS verwandelt sich die
»~ruhende* Mikrogliazelle in eine ,,aktivierte” immunologische Effektorzelle mit einer
nun amdboiden Morphologie und verstarkten Expression des MHC-Komplexes und von
verschiedenen Adhésionsmolekiilen. Dariliberhinaus produzieren auch aktivierte
Mikrogliazellen grofle Mengen freier Sauerstoff- und Stickstoffradikalen (Colton et al.,
1987). Viele pathologische Verdnderungen im ZNS, so z.B. beim M. Alzheimer, bei

Tumoren oder beim Hirninfarkt sind mit einer Aktivierung von Mikrogliazellen
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assoziiert (Yan et al., 1996), die im Rahmen dieser Krankheitsprozesse eine deutlich
erhohte phagozytotische Aktivitdt, eine verstirkte Expression verschiedener
Immunoeffektor-Molekiille und eine hohe Produktion proinflammatorischer und

zytotoxischer Faktoren aufweisen (Kreutzberg et al., 1995).

Diese massive Freisetzung toxischer Produkte, vor allem freier Radikale, bringt
nun das grundsitzliche Problem mit sich, dal dabei die freisetzende Zelle als erstes
geschiddigt oder getdtet werden konnte. Es stellt sich die Frage, warum gerade die
Mikrogliazellen diesem Angriff freier Radikale, dem sie gerade als Bildungsort im noch
viel stidrkeren Mal3e ausgesetzt sind, widerstehen kdnnen und daher ihre Konversion von
der ruhenden zur aktivierten Mikrogliazelle iiberleben kénnen. Wenn aber aktivierte
Mikrogliazellen iiber einen ldngeren Zeitraum vital und funktionell aktiv bleiben sollen,
kann erwartet werden, dal diese durch besonders effektive antioxidative Systeme
geschiitzt sind. In diesem Zusammenhang wurde zuerst von Sugaya et al. vermutet, daf3
aktivierte Mikrogliazellen spezielle zelluldre Schutzsysteme aufweisen miissen, um
gegeniiber besonders hoher oxidativer Belastung resistent zu sein (Sugaya et al., 1997).
Erste Hinweise auf eine besondere Resistenz aktivierter Mikrogliazellen gegeniiber
oxidativer Belastung ergaben sich aus Experimenten, die eine hoéhere Resistenz
gegeniiber NO (Sugaya et al., 1997) beschrieben, wihrend ruhende Makrophagen leicht
durch NO getotet werden konnten (Messmer et al., 1995). Erste Hinweise auf die
zugrundeliegenden Mechanismen des besonderen antioxidativen Schutzes von
Mikrogliazellen gibt es seit 1998, als iiber eine verstirkte Expression der Glutathion-
Peroxidase (Lindenau et al., 1998) und der mitochondrialen Mn-Superoxiddismutase
(Noack et al., 1998) in aktivierten Mikrogliazellen berichtet wurde. Diese priméren
antioxidativen Schutzsysteme reagieren dabei direkt mit toxischen Sauerstoffradikalen.
Spezielle aktivierungabhingig-regulierte sekundire Schutzsysteme, die bereits
geschiadigte DNA oder Proteine in Mikrogliazellen abbauen oder reparieren konnen,

waren bisher nicht bekannt.

In Sdugerzellen werden oxidativ geschéddigte Proteine hauptséchlich iiber einen
ATP- und Ubiquitin-unabhingigen Stoffwechselweg iiber das 20S Proteasom abgebaut
(Grune et al., 1997). Es gibt nun Hinweise, dal} sich die funktionellen Eigenschaften des
Proteasoms wihrend der Mikrogliaaktivierung verdndern. So wurde beispielsweise in
aktivierten Mikrogliazellen nach Behandlung mit Interferon-y oder LPS der Austausch

von 3 konstitutiven B-Untereinheiten durch die Immunoproteasom-Untereinheiten
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iB1/LMP1, if2/MECL-1 und iB5/LMP7 beobachtet, wodurch das Proteasom an die
Erfordernisse der optimalen MHCI-Epitop-Expression angepalit wird (Stohwasser et al.,
2000). Da aus Vorarbeiten bekannt war, dal Zellen mehrere Tage mit komplett in den
20S- und 19S-Anteil dissoziiertem und inaktiven 26S Proteasom {iiberleben konnen
(Reinheckel et al., 2000), widhrend ein Aktivitdtsverlust des 20S Proteasoms mit
schweren Folgen fiir die Vitalitit und das Uberleben der Zelle verbunden ist, und dieses
20S Proteasom zudem noch duBerst resistent gegeniiber oxidativer Belastung ist, scheint
diese Protease ein geeigneter Kandidat, von aktivierten Mikrogliazellen als
antioxidatives Schutzsystem eingesetzt zu werden. Wir haben daher die Untersuchung
des mikroglialen 20S Proteasoms und seine Regulation in Abhdngigkeit vom
Aktivierungszustand der Mikrogliazelle in den Mittelpunkt der nachfolgenden

Untersuchungen gestellt.

Bisher war noch nicht untersucht,

e ob es nach Aktivierung von Mikrogliazellen zu einer verstirkten Proteinoxidation

kommt,

e ob die aktivierte Mikrogliazelle dieser verstirkten Proteinoxidation einen erhohten

Proteinturnover entgegensetzt,

e welche mikrogliale Protease fiir den Abbau oxidativ geschiddigter mikroglialer

Proteine verantwortlich ist,

e ob und wie diese verantwortliche Protease in Abhéngigkeit vom

Aktivierungszustand der Mikrogliazelle reguliert wird und

e ob diese Systeme das Uberleben der aktivierten Mikrogliazelle unter den

Bedingungen oxidatives Stresses ermdglicht.

Die Aktivierung von Mikrogliazellen ist mit einem starken Freisetzung von freien
Radikalen verbunden (Colton et al., 1987; Hu et al., 1995). Diese konnen nun natiirlich
nicht nur auf die Mikrogliazelle toxisch wirken, sondern vor allem auch auf Neurone
und dadurch einen deutlichen neuronalen Schaden verursachen (Schubert et al., 1998).
Daher kann die nach einem neuronalen Initialschaden zu beobachtene Invasion
aktivierter Mikrogliazellen in die Regionen neuronaler Schidigung (Heppner et al.,
1998) grundsitzlich fiir urspriinglich iiberlebende Neurone eine gefahrliche Situation
darstellen. Daher sollte die Funktion der PARP-1 nicht allein in Neuronen, sondern auch

vor allem in Mikrogliazellen untersucht werden, um Hinweise auf den bisher noch
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vollig unbeachteten Anteil der Mikrogliazellinvasion innerhalb des neuronalen
Gesamtschadens in den bisher verwendeten Tiermodellen zu erhalten. Wahrend es fiir
das ZNS bisher nur undeutliche Hinweise auf eine Beeinflussung der Invasion
immunkompetenter Zellen und damit der neuroinflammatorischen Komponente im
Zusammenhang mit der durch Hemmung der PARP-1 erzielten Neuroprotektion gibt
(reduzierte Invasion neutrophiler Granulozyten bei PARP-Hemmung vor ischdmischer
Hirnschddigung bei neugeborenen Ratten, Ducrocq et al., 2000), existieren fiir das
periphere Korpergewebe bereits klare Anhaltspunkte fiir eine wesentliche Bedeutung

der PARP-1 bei entziindlichen Prozessen:

143 Die Bedeutung der PARP bei der inflammatorische
Sekundirschidigung

Ein Grofiteil des Gewebeschadens beim Myokardinfarkt entsteht durch freie
Sauerstoffradikale, einschlieBlich NO, Superoxidanionen und Peroxynitrit (Kukreja et
al., 1992; Wang et al., 1996). Nach Behandlung mit PARP-Inhibitoren (Bowes et al.,
1998) oder in PARP-1 " - Méusen (Pieper et al., 2000; Zingarelli et al., 1998) wurde
eine reduzierte InfarktgroBe gemessen. Interessanterweise flihren die Autoren aber hier
diesen protektiven Effekt nicht auf eine Wirkung direkt in der Herzmuskelzelle, sondern
auf eine Storung der einwandernen neutrophilen Granulozyten zuriick (Zingarelli et al.,
1997). Von der gleichen Arbeitsgruppe konnte wenig spiter gezeigt werden, dafl
Endothelzellen von PARP-1"7" - Miusen eine verminderte Expression von P-Selektin
und ICAM-1 aufwiesen, was zu einer deutlich reduzierten Invasion von neutrophilen

Granulozyten in das geschidigte Gewebe fiihrte (Zingarelli et al., 1998).

Auch bei der erfolgreichen Behandlung der Colitis in IL10 " _ Méusen mit PARP-
Inhibitoren kam es zur Abschwichung der entziindlichen Infiltration (Jijon et al., 2000).
Nach Verschlul der A. mesenterica superior wurde nach PARP-Hemmung oder in
PARP-1  -Mausen im Darm nicht nur ein geringerer Schleimhautschaden und eine
geringere Hyperpermeabilitidt, sondern auch eine geringere Invasion neutrophiler

Granulozyten beobachtet (Liaudet et al., 2000).

Im Rahmen des destruktiven Autoimmunprozess des Typ-I-Diabetes haben aktivierte
Makrophagen eine gro3e Bedeutung in der Exekution des Zelltodes in den Langerhans-
Inseln. Hier verhinderten PARP-Inhibitoren oder PARP-1-Gen-Deletion den durch

makrophagiale Sauerstoffradikal- oder NO-Produktion induzierten Tod von Inselzellen
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im Pankreas (Burkart et al., 1993). PARP-1 ~ -Miuse sind auch gegeniiber dem
Streptozotocin-induzierten Diabetes gut geschiitzt (Burkart et al., 1999; Pieper et al.,
1999), und sogar in heterozygoten PARP-1 " - Mausen war der Krankheitsausbruch
deutlich verzogert, so daB bereits eine um 50% geringere PARP-1-Expression sich

deutlich giinstig auswirkte.

Beim septischen Schock lésen im Blut zirkulierende Endotoxine, hauptsidchlich
Interferon-y und Lipopolysaccharid (LPS), die Aktivierung der iNOS durch Bindung
eines LPS-responsiven Elementes an die iNOS-Promotorregion aus (Lowenstein et al.,
1993). Das darauthin in groen Mengen freigesetzte NO fithrt dann zur massiven
Vasodilatation und Reduktion des Blutdrucks. Wiahrend viele Autoren bereits frither die
Rolle der PARP-1 bei septischem Schock und inflammatorischen Erkrankungen
beschrieben haben (Szabo et al., 1996, 1997), wurde kiirzlich gezeigt, da3 PARP-1 o
Miuse gegeniiber dem Endotoxin-vermittelten septischen Schock iiber eine
Herabregulation der iNOS und NF-kB-abhéngigen TNF-o-Produktion resistent sind
(Oliver et al., 1999).

Daher gibt es also in den bisherigen Studien durchaus Anhaltspunkte, dal der PARP-1
in der Regulation und Exekution inflammatorischer Prozesse durch einwandernde
Entziindungszellen eine wichtige Bedeutung zukommen konnte. In der vorliegenden
Arbeit wurde daher die Rolle der PARP-1 in den Makrophagen des ZNS, den

Mikrogliazellen, bei exzitotoxischer Hirnschidigung nédher betrachtet.

Bisher war noch nicht untersucht,

e ob die PARP-1 in Mikrogliazellen an der Kontrolle der Zellmigration zum Ort der

neuronalen Schidigung beteiligt ist,

e iiber welche migrationsvermittelnden Molekiile die PARP-1 EinfluB auf die

Mikrogliamigration nehmen kdnnte,

e iiber welchen molekularen Mechanismus diese migrationsvermittelnden Molekiile

PARP-1-abhingig reguliert werden kdnnten und

e ob ein Eingriff in diese Mechanismen initial exzitotoxisch geschidigte Neurone vor
einer weiteren inflammatorischen Schidigung durch invadierende Mikrogliazellen

schiitzen konnten.
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2 Ergebnisse

2.1 Regulation des nukleiren Proteasoms durch die Poly(ADP-

Ribose)-Polymerase

2.1.1  Verstirkter proteasomaler Abbau geschidigter Proteine bei oxidativen

Stress durch die Poly(ADP-Ribose-Polymerase)

O. Ullrich et al. Free Radic. Biol Med. 31, 887-8983 (2001)

Zunichst wurde untersucht, ob und wie endogene oxidativ geschéddigte Histone in
lebenden, sich teilenden hdmatopoetischen K562-Zellen proteolytisch abgebaut werden:
Der endogene Abbau aller nukledren Proteine zeigte sich nach oxidativer Belastung mit
H,0, insgesamt erhoht (z.B. 28 % Abbau nach 48 h nach 30 min oxidativer Belastung
mit 0,4 mM H,0, im Vergleich zu 17 % Abbau ohne oxidative Schidigung). Auch der
Abbau der Histon-Proteine war nach oxidativer Belastung erhoht, wobei Histon H1 die
deutlich stirksten Abbauraten aufwies (Abb. 2). Nach Erhohung der oxidativen
Belastung kam es zu einer deutlichen Steigerung hauptsdchlich des initialen Abbaus
innerhalb von 30 min nach Zugabe des Oxidanz, wihrend der weitere Abbau einen
langsameren Verlauf als nach geringgradigerer oxidativer Belastung aufwies. Wahrend
der Histon-Abbau in ungeschddigten Zellen anndhernd eine lineare Kinetik zeigte,
verschwanden mehr als die Hélfte aller insgesamt abgebauten Histone nach oxidativer
Belastung mit 0,4 mM H,O,; innerhalb von 6 h, nach Belastung mit 1 mM H,O, sogar
innerhalb von 30 min. Dabei wies Histon Hl wiederum die mit Abstand hochsten
Abbauraten auf (Abb. 2). Bei ndherer Untersuchung dieses kurzen, der oxidativen
Belastung unmittelbar folgenden Zeitraumes war bereits nach 5 min ein Abbau von
Histonen mefbar. Dabei unterschied sich die Geschwindigkeit des Abbaus von Histon
H1 wiederum deutlich von allen anderen Histon-Fraktionen. Dem Histon H1 wird eine
spezifische Rolle bei der Transkriptionsregulation und der Assemblierung
regulatorischer Nukleoproteinkomplexe zugesprochen (Wolffe et al., 1997; Gunjan et
al., 1999; Thomas et al., 1999). Aufgrund des deutlichen proteolytischen Abbaus von
Histon H1 konzentrierten wir die weiteren Untersuchungen auf diese Histon-Fraktion
und versuchten, die fiir den Abbau oxidativ geschiddigter Histone verantwortliche

Protease zu identifizieren:
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A. Control B.04mMH,O, C.1.0mM H,O,

Time (h)

Abb. 2: (aus O. Ullrich et al. Free Radic. Biol Med. 31, 887-8983, 2001): Abbau endogener Histone in
K562-Zellen nach oxidativer Belastung. Endogene Proteine wurden mit [*H]-Lysin markiert und nach
dem Auswaschen der extrazelluldren Radioaktvitdt mit 0 mM (A), 0,4 mM (B) oder 1 mM (C) H,O, fiir
30 min oxidativ belastet. Der anschlieBende Abbau der Histone wurde mittels AUT/PAGE-Analyse der

Histonfraktionen nach Isolierung der Zellkerne bestimmt.

Da das Proteasom fiir den Abbau oxidativ geschidigter zytosolischer Proteine
verantwortlich ist, untersuchten wir in weiteren Experimenten den Beitrag des
nukledren Proteasoms beim Abbau des endogenen Histons H1 (Abb. 3). Nach Einsatz
des hochspezifischen Proteasom-Inhibitors Lactacystin wurde die nach oxidativer
Belastung erhohte Proteolyse von Histon H1 anndhernd auf die Abbauraten
ungeschédigter Histone reduziert. Die Hemmung der PARP mit dem Inhibitor 3-
Aminobenzamid reduzierte nicht die Hohe des Gesamtabbaus von Histon H1 nach 48 h,
fiihrte aber zu einer deutlichen Anderung der Kinetik des Histon-Proteolyse: Der
schnelle, initiale Abbau innerhalb von 30 min nach Beginn der oxidativen Schidigung
wurde deutlich verlangsamt, dafiir wurde der initial nicht abgebaute Anteil im weiteren
Zeitverlauf von 24 h abgebaut (Abb. 3). Immunoprizipitationen der endogenen Histone
und die Analyse ihres Oxidationsgrades mittels Carbonyl-Blot zeigte, daBl das

Proteasom tatséchlich spezifisch oxidierte Histone abgebaut hat.
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Abb. 3: (aus O. Ullrich et al. Free Radic. Biol Med. 31, 887-8983, 2001): Proteasomaler Abbau von
Histon H1 in K562-Zellen nach oxidativer Belastung. Endogene Proteine wurden mit [*H]-Lysin markiert
und nach dem Auswaschen der extrazelluldren Radioaktvitdt mit 1 mM H,0O, fiir 30 min oxidativ belastet.
Der anschliefende Abbau der Histone wurde mittels AUT/PAGE-Analyse der Histonfraktionen nach
Isolierung der Zellkerne im Zeitraum bis 30 min (A) und bis 48 h (B) bestimmt. LC = Inkubation mit 5
pM des spezifischen Proteasominhibitors Lactacystin, 3-ABA = Inkubation mit 1| mM des PARP-

Inhibitors 3-Aminobenzamid

O. Ullrich et al. Arch. Biochem. Biophys. 362, 211-216 (1999)

Weitere Experimente konzentrierten sich auf den Einflu der DNA-Bindung auf
den proteolytischen Abbau oxidativ geschéadigter Histone. Dazu wurde in Ergidnzung zu
den in lebenden Zellen durchgefiihrten Studien der Abbau isolierter Histone untersucht:
Die proteolytische Abbaubarkeit isolierter Histonen stieg nach Oxidation an und fiel
nach Erreichen eines Maximums wieder ab. Nach Erreichen eines Optimums an
proteolytischer Suszeptibilitit (z.B. die 7,8-fache Abbaubarkeit nach Oxidation
isolierten Histons H2B mit 15 mM H,0,) fiihrte weitere Oxidation wieder zu einer
verringerten Abbaubarkeit. Beim Vergleich der proteolytischen Abbaubarkeit aller
Histonfraktionen fiel eine 4-5-fach hohere basale Abbaubarkeit des Histons H1 auf. Da

nur ein geringer Teil aller Histone im Zellkern in geloster Form vorliegen, wurde
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anschlieBend die Abbaubarkeit DNA-gebundener Histone untersucht. Dazu wurde mit
EcoRI linearisierte pGEM-Plasmid-DNA mit Histonen beladen, mit H,O, oxidativ
belastet und im Electrophoretic Mobility Shift-Assay (EMSA) untersucht. Nach
oxidativer Belastung dieser in vitro-rekonstituierten DNA-Histon-Komplexe mit 5 mM
H,0, kam es zur Ablésung von etwa 35% der zuvor gebundenen Histone von der DNA.
Starkere Oxidation reduzierte wiederum diese Ablosung aufgrund der Ausbildung von
DNA-Histon-Crosslinks. Nach Oxidation mit 5 mM H,0, wurden praktisch alle zuvor
DNA-gebunden Histone durch das isolierte Proteasom abgebaut, stirkere Oxidation
verringerte wiederum die Abbaubarkeit in gleicher Weise, wie im EMSA Histon-DNA-
Crosslinks nachweisbar wurden. Diese in vitro-Studien erbrachten folgende Reihung der
proteasomalen Abbaubarkeit der einzelnen Histonfraktionen (hochste Abbaubarkeit

zuerst): H1 > H4 > H3 > H2A > H2B.

O. Ullrich et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 96, 6223-6228 (1999)

Aufgrund der in unseren vorangegangenen Studien festgestellten zweiphasigen
Kinetik des proteolytischen Abbaus oxidativ geschidigter Histone, die aus einer sehr
schnellen, innerhalb von 30 min ablaufenden Komponente und einer langsamen linearen
Komponente innerhalb von Stunden bis Tagen nach dem Schidigungsereignis bestand,
sollte nun die fiir diesen schnellen Abbau verantwortliche Protease sicher identifiziert
und ihre Regulation unter den Bedingungen oxidativer Belastung untersucht werden.
Dazu wurden K562-Zellen metabolisch iiber 5 Tage mit [*H]-Lysin markiert,
anschlief3end tiber 30 min mit 0,4 bzw. 1 mM H,0, oxidativ belastet und der Abbau der
endogenen Histone mittels AUT/PAGE gemessen. Untersuchungen zur Zellvitalitit
nach dieser H,O, — Behandlung erbrachten im Vergleich zu den unbehandelten
Kontrollen keinen Hinweis auf einen Verlust der Vitalitdt innerhalb des
Vesuchszeitraumes. Bereits nach 30 min nach oxidativer Belastung wurden 57,5 % des

Histon H1 und zwischen 24 % und 34 % aller anderen Histonfraktionen abgebaut.

Um zu untersuchen, ob diesem gesteigerten Abbau die oxidative Modifikation der
Substratproteine oder eine Aktivitétssteigerung der Protease zugrundeliegt, wurde auch
die nukledre Proteasomaktivitit wihrend der oxidativen Belastung gemessen: Wahrend
bei fritheren Untersuchungen die Aktivitit des zytoplasmatischen 20S Proteasoms unter
vergleichbaren Bedingungen oxidativer Belastung im wesentlichen stabil blieb, kam es
beim 26S Proteasom zu einem vollstindigen Aktivitdtsverlust (Reinheckel et al., 2000).

Uberraschenderweise aber konnte hier im Zellkern nicht nur eine gleichbleibende,
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sondern sogar eine drastisch gesteigerte Aktivitit des Proteasoms direkt nach Beginn
der oxidativen Belastung gemessen werden (Abb. 4). Auch in oxidativ belasteten
isolierten Zellkernen konnte eine erhohte Aktivitdt des 20S Proteasoms und ein um das

4,2-fache verstarkter Abbau oxidativ geschéddigter Histone beobachtet werden.

A. Nuclear Extract C. Proteasome Degradation of Oxidized Histones
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Abb. 4: (aus O. Ullrich et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 96, 6223-6228, 1999): Aktivierung des
nukledren Proteasoms und erhdhte proteolytische Abbaubarkeit von Histonen nach oxidativer Belastung.
A: Proteolytischer Abbau des fluorogenen Modellpeptids sLLVY-MCA in Anwesenheit oder
Abwesenheit des spezifischen Proteasom-Inhibitors Lactacystin innerhalb von 30 min nach oxidativer
Belastung mit | mM H,0, .B: Aktivitits-Farbung des nativelektrophoretisch getrennten Proteasoms im
Blot-Overlay-Verfahren innerhalb von 30 min nach oxidativer Belastung mit 1 mM H,0, .C:

Proteolytische Abbaubarkeit von H,O, — modifizierten Histonen durch das isolierte 20S Proteasom.

Die Inkubation mit 3-Aminobenzamid, einem Inhibitor der PARP, wihrend der
oxidativen Belastung der Zellkerne fiihrte zu einer Blockade des gesteigerten Abbaus
oxidierter Histone, wihrend der Abbau nativer Histone unbeeintrdchtigt blieb. In Nativ-
Elektrophoresen isolierter Zellkerne nach oxidativer Belastung wurde im Immunoblot,
als auch indirekt iiber die Inkubation mit ['*C]-NAD" Proteasom-gebundene Poly(ADP-
Ribose) detektiert, deren Menge positiv mit der Proteasomaktivitét korrelierte (Abb. 5).
Eine Immunprézipitation der PARP-1 aus oxidativ belasteten K562-Zellen fiihrte zur
Coprizipitation von Proteasom-Untereinheiten, mit einem Maximum zum Zeitpunkt der

hochsten Aktividt des nukledren Proteasoms.
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Abb. 5: (aus O. Ullrich et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 96, 6223-6228, 1999): Poly(ADP-
Ribosyl)ierung des Proteasoms in Zellkernen von K562-Zellen nach oxidativer Belastung mit 1 mM H,0,
. A: Korrelation der proteasomalen Peptidase-Aktivitdt nach nativelektrophoretischer Analyse mit der
Inkorporation von ['*C] in das Protein aus ['*C]-NAD", einem MaB fiir das AusmaB der Poly(ADP-
Ribosyl)ierungs-Reaktion. B: Nachweis erhdhter Proteasomaktivitdt in der Aktivitdtsfairbung nach
nativelektrophoretischer Analyse in Korrelation mit dem Nachweis von Poly(ADP-Ribose) im
Immunoblot (C). D: Einflu der Hemmung der PARP mittels 1 mM 3-Aminobenzamid (3-ABA) auf die
proteasomale Proteolyse des fluorogenen Modellpeptids SLLVY-MCA und die Inkorporation von ['*C] in
das Protein aus ['*C]-NAD" als MaB fiir das AusmaB der Poly(ADP-Ribosyl)ierung.

Paralellel zur Aktivierung des Proteasoms und mit dem Auftreten
coprézipitierter Proteasom-Untereinheiten im anti-PARP-1-Immunprézipitat wurde in
Western-Blots der Prézipitate eine Verschiebung der PARP-1-Bande in den Bereich
hoherer Molekulargewichte beobachtet, was fiir das Auftreten der automodifizierten
Poly(ADP-ribosyl)ierten PARP-1 spricht. Daher konnte hier vermutet werden, da3 die
Bindung der PARP-1 iiber Poly(ADP-Ribose) vermittelt wird. In vitro-
Rekonstitutionsexperimente mit dem isolierten Proteasom und der isolierten PARP-1
erbrachten den finalen Beweis einer Aktivierung des Proteasoms durch die aktive
PARP-1, wobei allerdings die in vitro detektierbare Aktivitétssteigerung deutlich unter

den in isolierten Zellkernen oder in ganzen Zellen gemessenen Anstieg der

D,, PUnoq Jwoseajo1d
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Proteasomaktivitét lag.

0. Ullrich et al. Free Radic. Biol. Med. 27, 487-492 (1999)

Neben freien Sauerstoffradikalen produzieren neutrophile Granulozyten und
Makrophagen im entziindlichen Gewebe auch gro3e Mengen an hypochlorischer Saure
(Hazen et al., 1997). Diese wird von dem Enyzm Myeloperoxidase aus H,O, und
Chloridanionen synthetisiert (Weiss et al., 1982) und liegt mit einem pK, von 7,53 bei
physiologischen pH-Werten zu etwa gleichen Teilen als freie Sdure und als Salz vor.
Die hypochlorische Sdure ist eine der stirksten bekanntesten Oxidantien, zerfdllt in
wélrigem Milieu zu Singulett-Sauerstoff (Khan et al., 1994) und reagiert mit Proteinen,
Lipiden, Kohlenhydraten und Nukleinsduren (Test et al., 1986; Albrich et al., 1981),
Wihrend nun der proteosomale Abbau von Proteinen, die mit H,O,, Superoxid und
Peroxynitrit modifiziert worden sind, weitgehend untersucht ist (Grune et al., 1995;
Grune et al., 1996; Grune et al., 1997; Grune et al., 1998), ist iiber den proteolytischen
Abbau Hypochlorit-geschiadigter Proteine noch wenig bekannt. Diese Untersuchungen
wurden an der isolierten Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase (G6PD) vorgenommen,
dem regulatorischen Schliisselenzym des Pentosephosphatwegs, der das fiir die
Glutathion-Regeneration essentielle Nikotinamid-Dinukleotidphosphat (NADPH)
bereitstellt. Die G6PD ist daher ein fiir die antioxidative Abwehr und das Uberleben der

Zelle unter oxidativen Stress essentielles Enzym (Ursini et al., 1997).

Nach ansteigender Schddigung mit Hypochlorit kam es zundchst zur
enzymatischen Inaktivierung (ICsy etwa 0,02 pmol OCI" / mg Protein), dann zum
drastischen Anstieg der proteasomalen Abbaubarkeit (ab 0,05 umol OCI" / mg Protein)
und schlieBlich zur Proteinfragmentation (ab 0,08 umol OCI" / mg Protein). Diese
Sequenz der Ereignisse macht deutlich, da3 einer funktionellen Inaktivierung der G6PD
direkt der proteolytische Abbau durch das Proteasom nachfolgt, und einer moglichen
Proteinfragmentierung vorausgeht. Das 20S Proteasom zeigte sich hierbei auch
gegeniiber Hypochlorit dulerst resistent und ein progredienter Aktivitdtsverlust war erst

oberhalb von 0,2 pmol OCI" / mg Protein zu beobachten.
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2.1.2  Molekulare Grundlagen der Proteasomaktivierung durch die

Poly(ADP-Ribose)-Polymerase

P. Mever-Kuckuk and O.Ullrich et al. Biochem. Biophys. Res. Comms. 259,
576-581 (1999)

Weitere Untersuchungen wurden vorgenommen, um den molekularen Mechanismus der
Aktivierung des 20S Proteasoms durch die PARP-1 zu identifizieren. Dabei wurde
untersucht, ob das isolierte 20S Proteasoms in vitro mit der poly(ADP-ribosyl)ierten
PARP-1 oder mit der unmodifizierten PARP-1 interagiert. Das 20S Proteasom wurde
anschlieBend mittels Nativ-Elektrophorese und Aktvititsfarbung sowie im in vitro-
Aktivititsassay, die gebundene Poly(ADP-Ribose) einer elektrophoretischen

Kettenldngenanalyse unterzogen.

Dabei zeigte sich nach Inkubation mit der Poly(ADP-ribosyl)ierten PARP-1 eine
deutliche Verschiebung des intakten 20S Proteasoms hin zu hdheren
Molekulargewichten und eine gleichzeitig deutlich erhdhte Aktivitit. Am Proteasom
konnten Poly(ADP-Ribose)-Polymere identischer Kettenlinge wie an der PARP-1
nachgewiesen werden. Interessanterweise waren diese Befunde nach Inkubation mit von
der PARP-1 abgeldsten Poly(ADP-Ribose)-Polymeren identisch, nicht aber nach
Inkubation mit der unmodifizierten PARP-1, die nicht in der Lage war, an proteasomale
Untereinheiten zu binden. Zur Untersuchung der Spezifitit dieser Bindung wurden die
Experimente auch mit oligo(ADP-ribosyl)ierter PARP-1, mit abgeldsten oligo(ADP-
Ribose)-Oligomeren (mit etwa 20 ADP-Ribose-Einheiten), und auch mit fragmentierter
RNA und DNA durchgefiihrt. Dabei wurde mit FragmentgroBen gearbeitet, die der
Poly(ADP-Ribose) vergleichbar sind. In keinem dieser Félle kam es zur Bindung an das
20S Proteasom oder zu seiner Aktvierung. Auch eine kovalente Modifikation des 20S

Proteasoms mit Poly(ADP-Ribose)-Polymeren war nicht moglich.

Es konnte also gezeigt werden, daB3 die automodifizierte PARP-1 {iiber die
nichtkovalente Bindung ihrer Poly(ADP-Ribose)-Ketten zu einer Aktvierung des 20S
Proteasoms fiihrt. Diese Bindung erfordert dariiberhinaus eine bestimmte Kettenldnge

der Poly(ADP-Ribose) und ist spezifisch von der Struktur dieser Polymere abhéngig.
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2.1.3 Endogene Inhibitoren der Poly(ADP-Ribose)-Polymerase

O. Ullrich et al. Biochem. J. 315, 705-708 (1996)

Wenn die PARP-1 sowohl {iber ihre Mitwirkung an der DNA-Reparatur, als
auch an der Regulation des Abbaus geschéddigter Histone wesentlich beteiligt ist, so
stellt sich die Frage, inwieweit dieses Enzym nicht auch durch oxidativen Stress selbst
endogen geschidigt oder inaktiviert werden kann. Wihrend die PARP-1 in isolierter
Form oxidationsempfindlich ist, scheint sie innerhalb der lebenden Zelle und sogar in
isolierten Zellkernen gut gegeniiber oxidativen Stre8 wie z.B. nach Behandlung mit
H,0, oder radikalgenerierenden Pharmaka, geschiitzt zu sein (Ullrich et al., 1999,
Ullrich et al., 2000; Ciftci et al., 2001; Ullrich et al., 2001).

Der direkten Wirkung freier Sauerstoffradikale auf zellulare Funktionen stehen
aber auch die Vielzahl indirekter Wirkungen tiber Sekundérprodukte oxidativen Stresses
gegeniiber. Diese entstehen vor allem bei der in Zellmembranen ausgeldsten
Lipdperoxidation aus besonders oxidationsempfindlichen polyungeséttigten Fettsduren,
wobei relativ langlebige toxische aldehydische Lipidperoxidationsprodukte gebildet
werden, die als Mediator von Entziindungsprozessen angesehen werden. Diese sind
nicht nur relativ langlebig und koénnen daher innerhalb der Zelle in verschiedenen
Kompartimenten, Organellen und Strukturen ihre Wirkung entfalten, sondern kénnen
die Zellfunktion auf verschiedene Art und Weise beeintrachtigen (Esterbauer et al.,

1993).

Unter diesen aldehydischen Lipidperoxidationsprodukten erweis sich das 4-
Hydroxynonenal in pathophysiologischen Konzentrationen (Selley et al., 1992;
Esterbauer et al. 1993) als starker Inhibitor der isolierten PARP-1 mit einem K; von
etwa 4 umol/l. In lebenden priméren Zellen (Fibroblasten aus der Kniegelenkssynovia)
war bereits eine Konzentration von 1 pmol/l 4-Hydroxynonenal effektiv, um die
Poly(ADP-ribose)-Synthese nach Induktion von DNA-Strangbriichen mit einem
Xanthin/Xanthin-Oxidase-System auf 51 % zu senken.

O. Ullrich et al. Free Radic. Biol. Med. 22, 1153-1157 (1997)

Da das aldehydische Lipidperoxidationsprodukt 4-Hydroxynonenal nicht nur die PARP
als wichtiges Schliisselenzym der antioxidativen Abwehrsysteme der Zelle hemmt,

sondern auch im Rahmen oxidativer Zellschiddigung stéindig produziert wird, besteht
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nun grundsétzlich die Gefahr der Ausschaltung PARP-abhingiger Schutzsysteme wie
die DNA-Reparatur und den Abbau geschédigter Proteine durch Akkumulation von 4-
Hydroxynonenal. Daher wurde untersucht, ob und wie dieses Produkt metabolisiert

wird.

Im Rahmen dieser Untersuchungen konnten wir die mitochondriale
Metabolisierung, vor allem iiber die Oxidation zu 4-Hydroxynonensdure und
Einschleusung in die -Oxidation und den Zitratzyklus als einen wichtigen Abbauweg
identifizieren (Ullrich et al., 1994; Ullrich et al., 1997). Dariiberhinaus kommt es noch
zur Bildung eines Adduktes mit reduziertem Glutathion und in geringem Malle zur
Reduktion zum korrespondierenden Alkohol 1,4-Dihydroxynonen. Aufgrund der
vornehmlich oxidativen Metabolisierung des 4-Hydroxynonenals, hauptsidchlich in
Mitochondrien, kann also angenommen werden, dal3 ischdmisch-hypoxische Prozesse
im ZNS zur Akkumulation von 4-Hydroxynonenal und damit zur Beeintrichtigung

PARP-regulierter Reparatursysteme fiihren.

Es konnte also nachgewiesen werden, daf}

e oxidativ geschéddigte Histone durch das Proteasom selektiv erkannt und abgebaut

werden,

e auch mit hypochlorischer Siure geschéddigte Proteine vom Proteasom erkannt und

abgebut werden,

e der Turnover von endogenen Histonen nach oxidativer Belastung deutlich ansteigt

und dieses die Folge eines erhdhten proteasomalen Abbaus ist,

e das Histon H1 sowohl in vitro als auch in lebenden Zellen einem besonders

schnellen und effektiven Turnover nach oxidativer Belastung unterliegt,

e das Proteasom auch in der Lage ist, oxidativ geschiddigte DNA-gebundene Histone

abzubauen,

e der proteasomale Abbau DNA-gebundener Histone durch das Auftreten von DNA-

Histon-Crosslinks verhindert wird,

e das nukledre Proteasom nach oxidativer Belastung durch die PARP-1 aktiviert wird

und danach oxidierte Histone besonders schnell und effektiv abbauen kann,

e diese Aktivierung des Proteasoms auf der nicht-kovalenten Bindung von Poly(ADP-

Ribose)-Ketten der automodifizierten PARP-1 beruht,
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e das durch Lipidperoxidation entstehende 4-Hydroxynonenal ein starker endogener
Inhibitor und damit negativer Regulator der PARP-1 wihrend oxidativer Belastung

ist und

e 4-Hydroxynonenal intrazelluldr hauptsiachlich mitochondrial metabolisiert wird.

2.2 Mechanismen der antioxidativen Protektion von Tumorzellen

durch die Poly(ADP-Ribose)-Polymerase

2.2.1 Differenzierungsabhingige  Regulation der  Poly(ADP-Ribose)-

Polymerase

O. Ullrich et al. Free Radic. Biol. Med. 29, 995-1004 (2000)

Oxidativer Stress in Zellkern fiihrt zu Histonmodifikationen wie Oxidation von
Aminoséureseitenketten, Protein-Protein-Crosslinks und DNA-Protein-Crosslinks
(Jones et al., 1993; Altmann et al., 1995), wodurch die Funktionalidt der Histone bei
DNA-Transkription, -Replikation und -Reparatur empfindlich gestort werden kann.
Daher scheint der selektive und spezifische Abbau oxidativ geschiadigter Histone eine
wichtige Voraussetzung zum Erhalt der genomischen Stabilitdt zu sein. Da im Rahmen
der Tumortherapie viele Chemotherapeutika iiber die Induktion von oxidativen Schaden
am Chromatin wirken, kann angenommen werden, dal sich auch proliferierende

Tumorzellen dieser Systeme bedienen, um eine oxidative Schidigung zu iiberleben.

In diesem Zusammenhang wurde ein gut charakterisiertes Zellkulturmodell aus
differenzierenden und retrodifferenzierenden humanen U937 myelomonozytiren
Leukomiezellen verwendet (Rovera et al., 1979; Hass et al., 1989; Hass et al., 1992), die
die Untersuchung differenzierungsabhingiger Zellfunktionen in genetisch identischen
Zellpopulationen ermdglicht. Dariiberhinaus weisen die mittels des Phorbolesters 12-O-
tetradecanoylphorbol-13-acetat (TPA) differenzierten U937-Zellen eine Vielzahl von
morphologischen und funktionellen Eigenschaften von Makrophagen auf (Hass et al.,
1989), so daBl diese Untersuchung als Grundlage flir die weiteren Arbeiten an

Mikrogliazellen, den Makrophagen des Gehirnes, dienen sollen.

Diese mit TPA-differenzierten U937-Zellen verharren fir etwa 2-3 Wochen in
einer transienten = G’o-Wachstumsarretierung.  AnschlieBend  verlieren  diese

makrophagenédhnlichen Zellen wieder ihre Differenzierungsmarker, entwickeln einen
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undifferenzierten Phénotyp und treten in den proliferativen Zellzyklus ein (Hass et al.,
1992). AuBerdem wurde eine weitere, den U937-Zellen genetisch identische
Zellpopulation untersucht, die aber differenzierungsresistent sind, einen beschleunigten
Zellzyklus aufweisen und in Tierexperimenten eine hdhere Tumorigenitit zeigen, die

TUR-Zellen (Hass et al., 1993; Hass et al., 1997).

In unseren Untersuchungen kam es nach Behandlung mit H,O, in
proliferierenden U937-Zellen zu einer etwa 2,5-fachen Aktivititssteigerung des
Proteasoms, in differenzierten U937-Zellen, die zudem eine um etwa 40 % reduzierte
konstitutionelle  Proteasomaktivitit  aufwiesen, aber nicht.  Verschiedene
Inhibitorexperimente brachten das Ergebnis, dal diese Proteasomaktivierung von der
Aktivitdit der PARP  abhdngig war. Wéihrend in  Abhéngigkeit vom
Differerenzierungsstadium keine Unterschiede in der Expression des Proteasomproteins
gefunden wurden, zeigte sich in der Regulation der Expression der PARP-1 eine
deutliche Abhingigkeit von Differenzierungsgrad der Zellpopulation, mit einer
reduzierten Expression in differenzierten U937-Zellen und einer erhdhten Expression in
der differenzierungsresistenten U937-Zellpopulation (TUR-Zellen).
Immunprézipitations-experimente erbrachten den Nachweis einer direkten Protein-
Protein-Interaktion des Proteasoms mit der automodifizierten poly(ADP-ribosyl)ierten
PARP-1, die fiir die beobachtete Aktivitétssteigerung des Proteasoms nach oxidativer
Belastung verantwortlich ist. Es konnte weiterhin gezeigt werden, dafl diese PARP-
regulierte Proteasomaktivierung oxidativ belastete proliferierende U937-Zellen vor der
Akkumulation oxidativ geschidigter Proteine schiitzt, wihrend differenzierte U937-
Zellen nach oxidativer Belastung sehr schnell und stark oxidativ geschiadigte Proteine
akkumulieren. Weitergehende Experimente haben gezeigt, dal diese akkumulierenden
oxidativ geschéddigten Proteine in differenzierten U937-Zellen in der Lage sind, eine

Retrodifferenzierung auszuldsen (Selle et al., 2001).

Die PARP-Aktivierung folgt relativ streng der Bildung und Reparatur von DNA-
Strangbriichen (Cantoni et al., 1989). Eine hohere PARP-Aktivitit wurde auch in
anderen proliferierenden Zellpopulationen im Vergleich zu differenzierten Zellen
beobachtet (Tomoda et al., 1992; Kirsten et al., 1991; Bhatia et al., 1996). Hochmaligne
schnell proliferierene Zellen scheinen im allgemeinen besonders gut in der Lage zu sein,
sich gegen oxidativen Strefl zu schiitzen (Plummer et al., 1994; Toyokuni et al., 1995).
Teilweise wurden allerdings auch entgegengesetzte Beobachtungen beschrieben,

ndmlich eine Erhohung der PARP-Expression und -Aktivitit wéhrend der
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Differenzierung (Simbulan-Rosenthal et al., 1999; Quesada et al., 1996). Daher sind
iiber die PARP-Expression in Abhingigkeit vom Differenzierungsgrad keine
allgemeingiiltigen Aussagen mdglich, sondern diese scheint eher von Zelltyp und der

Art des Differenzierungsinduktors abhéngig zu sein.

2.2.2  Poly(ADP-Ribose)-Polymerase-vermittelte Chemotherapie-Resistenz

O. Ciftci and O. Ullrich et al. Blood 97, 2830-2838 (2001)

Die chemotherapeutische Behandlung der akuten myeloischen Leukdmie (AML)
fiihrt in etwa 60-70 % der Félle zu einer kompletten Remission. Allerdings erleiden der
Grofiteil der Patienten, die sich nach der Initialtherapie in kompletter Remission
befinden, ein das Krankheitsbild deutlich verschlimmerndes Rezidiv (Preisler et al.,
1989; Champlin et al., 1987). Daher sind Untersuchungen angebracht, die Effektivitit
der chemotherapeutischen Initialbehandlung zu verbessern. Chemotherapien zur
Behandlung der AML basieren {iblicherweise auf dem Nukleosid-Analogon Cytosin-
Arabinosid (AraC), dem Topoisomeraseinhibitor Etoposid (VP-16) und einem DNA-
interkalierenden und radikal-produzierenden Anthrachinon (z.B. Adriamycin). Die
zytotoxische Wirkung der Anthracycline beruht auf der Produktion freier
Sauerstoffradikale in unmittelbarer Nihe zum Chromatin aufgrund von Redox-Zyklen
oder durch den intrazelluliren Metabolimus dieser Substanzen (Sinha et al., 1990;
Davies et al, 1986; Marcillat et al., 1989; Feinstein et al., 1993). Friihere
Untersuchungen haben Hinweise ergeben, dall durch Inhibition der PARP die
tumortoxische Wirkung von chemotherapeutischen Substanzen gesteigert werden kann,
wahrscheinlich tiber die Stérung der DNA-Reparatur (Boulikas et al., 1993; Tentori et
al., 1998), die Induktion von Resistenz-Molekiilen (Chatterjee et al., 1995) oder den
Verlust von amplifizierten Onkogenen (Nagao et al., 1991). Die PARP wird daher als
vielversprechendes Ziel toxizitdtsverstirkender chemotherapeutischer Interventionen
angesehen (Ruf et al., 1998; Watson et al., 1998; Boulikas et al., 1993; Berger et al.,
1987), vor allem bei der Behandlung mit Anthracyclinen (Kato et al., 1988).

In unseren Arbeiten fiihrte die Behandlung von proliferierenden U937-Zellen
mit 107 M Adriamycin zur einer Steigerung der nuklediren Proteasomaktivitit auf das
etwa 4,3-fache der Ausgangsaktivitit mit einem Maximum nach 15 min, wahrend AraC
oder VP-16 im Zeitraum von bis zu 24 h keine Erhohung der nukledren
Proteasomaktivitit bewirkten. Diese Proteasomaktivierung nach Adriamycin-

Behandlung blieb in differenzierten U937-Zellen weitgehend aus und zeigte sich sehr
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sensitiv  gegeniiber einer Hemmung der PARP mittels 3-Aminobenzamid.
Immunprézipitationsexperimente gegen die PARP in Lysaten aus isolierten Zellkernen
von Adriamycin-behandelten U937-Zellen verschiedenen Differenzierungsgrades
belegten die Protein-Protein-Interaktion der automodifizierten poly(ADP-ribosyl)ierten
PARP mit dem 20S Proteasom als ursdchlich fiir die Proteasomaktivierung nach

Adriamycin-Behandlung und ihrer differenzierungsabhéngigen Unterschiede (Abb. 6).
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Abb. 6: (aus O.Ciftci and O.Ullrich et al. Regulation of the nuclear proteasome activity in
myelomonocytic human leukemia cells after adriamycin treatment. Blood 97, 2830-2828, 2001): PARP-
regulierte Proteasomaktivierung in humanen U937-Leukdmiezellen nach Adriamycin-Behandlung.
Proliferierende humane U937-Leukémiezellen wurden fiir 15 min mit 107 M Adriamycin in An- oder
Abwesenheit des PARP-Inhibitors 3-Aminobenzamid (3-ABA) behandelt und die immunprézipitierte
PARP-1 im Immunoblot mit PARP-1 und Proteasom-Antikdrpern analysiert (A) sowie die Aktivitit des
coprézipitierten Proteasoms durch Inkubation mit dem fluorogenen Modellpeptid sSLLVY-MCA bestimmt

(B).

Zur Untersuchung der Spezifitit der beobachteten Effekte wurde in weiteren
Experimenten ein antisense-PARP-1-pcDNA3.1-Vektor konstruiert und eine stabil
transfizierte U937-Zelllinie hergestellt. Durch antisense-PARP-1-Transfektion konnte
die im Vergleich zu U937-Zellen auf um das etwa 25-fache erhdhte halbletale
Konzentration LDsy von Adriamycin (SXIO'6 M) auf 2x10”7 M und damit auf das Niveau
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der U937-Zellen gesenkt werden. Die generelle Hemmung der ADP-Ribosylierungs-
Reaktionen mit 3-Aminobenzamid erwies sich hier als noch effektiver und konnte die
LDsp noch einmal um den Faktor 4 senken, was auf eine Beteiligung auch anderer
PARP-Proteine auBler der PARP-1 an der Adriamycin-Resistenz deutet (Ame et al.,
1999). Interessant ist, da3 anscheinend diese initiale, innerhalb der ersten 30 min nach
Beginn der Adriamycin-Behandlung auftretende Aktivierung der PARP entscheidenen

EinfluB auf die detektierte Zytotoxitit nach einer Latenz von 24 h zu nehmen scheint.

Um diesem Phinomen auf den Grund zu gehen, untersuchten wir, welche
oxidativen Schédden an der Zelle zu welchem Zeitpunkt nach Beginn der Adriamycin-
Behandlung auftraten und welchen EinfluB die Hemmung der PARP mit 3-
Aminobenzamid oder die Ausschaltung der PARP-1 mittels einer stabilen antisense-
Transfektion dabei hatte. Dabei waren bei Behandlung mit einer sublethalen
Konzentration von 10”7 M Adriamycin nach 15 min sowohl DNA-Protein-Crosslinks,
als auch DNA-Schiden nachweisbar. Gleichzeitig erreichte die Proteasomaktivitit ihr
Maximum. Die DNA-Protein-Crosslinks waren nach 1 h abgebaut, wihrend die DNA-
Schiaden dort ihr Maximum erreichten und anschlieend, wahrscheinlich durch nun
einsetzende Reparaturprozesse, wieder abnahmen. Im Falle einer Hemmung der PARP
oder nach ihrer Ausschaltung mittels stabiler antisense-Transfektion kam es ebenfalls 15
min nach Beginn der Adriamycin-Behandlung zum Auftreten von DNA-Protein-
Crosslinks, die dann aber mit der Zeit deutlich akkumulierten. Mit der Nachweisbarkeit
von DNA-Protein-Crosslinks kam es auch, allerdings zeitversetzt, nach 24 h zu einem
deutlichen Aktivititsverlust des 20S Proteasoms, was in einem starken Anstieg der

Gesamtmenge an oxidierten Proteinen resultierte.

Interessanterweise erfolgte zwar ein Anstieg der DNA-Schéden bereits nach 15
min, der stirkste Anstieg aber war erst nach 24 h zu verzeichnen. Daher scheint also in
der Verhinderung einer initialen Akkumulation von DNA-Protein-Addukten der
entscheidene Schliissel zu Uberleben der Zelle zu liegen. Kommt es dagegen zur
Akkumulation dieser DNA-Protein-Addukte, wird eine Art sich selbst verstirkende
zelluldre Schadenskaskade eingeleitet, bestehend aus der Hemmung des Proteasoms, der
Akkumulation oxidativ geschidigter Proteine und geschiadigter DNA. Da das nukleére
20S Proteasom, wie unsere Arbeiten gezeigt haben, in der Lage ist, innerhalb von
wenigen Minuten nach Aktivierung durch die PARP, oxidativ geschéddigte Kernproteine
selektiv und hocheffektiv abzubauen (Ullrich et al., 1999; Ullrich et al., 1999; Ullrich et
al., 2001), kann dadurch die Bildung von Crosslinks mit der DNA und damit die
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Initiation dieser zelluliren Schadenskaskade verhindert werden. Dieser PARP-
regulierten schnellen Aktivierung des 20S Proteasoms innerhalb der ersten Minuten
nach Beginn einer zytotoxischen Chemotherapie scheint also eine entscheidene
Bedeutung fiir ihre Wirksamkeit zuzukommen. Experimente mit priméren isolierten
leukdmischen Blasten aus Patienten mit einer AML konnten diese schnelle Aktivierung
des 20S Proteasoms nach Adriamycin-Behandlung durch Interaktion mit der PARP-1

bestdtigen.

Es konnte also nachgewiesen werden, daf3

e die Aktivierung des nukledren Proteasoms nach oxidativer Belastung vom

Differenzierungsgrad der Zelle abhingig ist,

e diese Proteasomaktivierung auch in proliferierenden und retrodifferenzierten
humanen Leukdmiezellen auf der nicht-kovalenten Bindung von Poly(ADP-

Ribose)-Ketten der automodifizierten PARP-1 beruht,

e die PARP-1-regulierte Proteasomaktivierung oxidativ belastete proliferierende
humane Leukdmiezellen vor der Akkumulation oxidativ geschéddigter Proteine

schiitzt,

e die Behandlung humaner Leukdmiezellen mit Adriamycin ebenfalls zu einer vom
Differenzierungsgrad der Zelle abhingigen PARP-1-regulierten Aktivierung des

nukledren Proteasoms fiihrt,

e die Entstchung von DNA-Protein-Crosslinks die Akkumulation von DNA-

Strangbriichen in Adriamycin-behandelten Leukédmiezellen fordert,

e die Entstehung dieser DNA-Protein-Crosslinks durch die schnelle und friihzeitige

PARP-1-regulierte Aktivierung des Proteasoms verhindert werden kann,

e diese PARP-1-regulierte Proteasomaktivierung auch in leukdmischen Blasten von

Patienten mit akuter myeloischer Leukédmie nachweisbar ist und

e nach Ausschaltung der PARP-1 durch antisense-Technik oder nach chemischer
Hemmung der PARP die Empfindlichkeit von humanen Leukdmiezellen gegeniiber
Adriamycin deutlich erhoht werden kann und zuvor vorhandene Resistenzen

uberwunden werden konnten.
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23 Protektive Funktionen der Poly(ADP-Ribose)-Polymerase in

aktivierten Mikrogliazellen

O. Ullrich at al. FASEB J. 15, 1460-1462 (2001)

In diesen Experimenten fanden wir einen erhohten intrazelluldren Proteinabbau
in mit TNF-o behandelten, aktivierten, amdboiden BV-2-Mikrogliazellen im Vergleich
zu mit o-Tocopherol behandelten ruhenden und ramifizierten BV-2-Mikrogliazellen.
Dieser erhohte intrazellulire Proteinabbau war hierbei hauptsichlich im Zellkern
lokalisiert, die verantwortliche Protease konnte in Hemmstoffexperimenten als das
Proteasom identifiziert werden. Interessanterweise wurde der konstitutive endogene
Proteinturnover durch spezifische Hemmung des Proteasoms nicht beeintrichtigt, was
darauf hinweist, dall der proteasomale Proteinabbau eher in aktivierten als in ruhenden

Mikrogliazellen eine Rolle spielt.

Da das Proteasom in der Lage ist, oxidativ geschiddigte Proteine spezifisch zu
erkennen und abzubauen, kann ein erhohter intrazelluldrer Proteinabbau entweder aus
einem hoheren Mall an oxidativer Proteinschddigung oder einer Zunahme der
Proteasomaktivitidt oder aus beidem resultieren. Daher untersuchten wir den Abbau
eines in vitro oxidativ geschadigten Modellproteins in Lysaten ruhender und aktivierter
Mikrogliazellen, wobei dieses Modellprotein in Lysaten aktivierter Mikrogliazellen
deutlich  stdrker proteasomal abgebaut wurde. Direkte Messungen der
Proteasomaktivitit mit einem fluorogenen Modellpeptid erbrachten eine 1,6-fach
erhohte Aktivitit im Gesamtzelllysat und eine 3,9-fach erhdhte Aktivitdt in den Zellkern
aktivierter Mikrogliazellen. Aktivierte Mikrogliazellen zeichnen sich also durch eine
erhohte proteasomale proteolytische Aktvitit im Vergleich zu ruhenden Mikrogliazellen

aus.

Aufgrund fritherer Studien mit humanen K562-Leukdmiezellen (Ullrich et al.,
1999b), aber auch mit makrophagenartig differenzierten U937-Zellen (Ullrich et al.,
2000) war bekannt, daB3 das nukledre Proteasom nach exogener oxidativer Belastung
durch Interaktion mit der poly(ADP-ribosyl)ierten PARP-1 aktiviert werden kann.
Dennoch konnte bisher noch kein Nachweis erbracht werden, da3 auch physiologische
Vorgidnge ohne direkte exogene oxidative Belastung zu dieser PARP-1-regulierten
Proteasomaktivierung fithren konnen, so dafl ein Analogieschluf3 auf die Mechanismen

in aktivierten Mikrogliazellen nicht unmittelbar moglich war. Daher untersuchten wir
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hier zundchst den Effekt einer Hemmung der mikroglialen PARP-1 mit 3-
Aminobenzamid und fanden eine deutlich geringere Proteasomaktivierung in Zellkernen
aktivierter Mikrogliazellen. Unter den Bedingungen oxidativer Belastung kam es in
NGF-differenzierten und wachstumsarretierten neuronalen PCI12-Zellen nicht zur
Proteasomaktivierung, wohl aber in aktivierten und proliferierenden BV-2-
Mikrogliazellen. Tatsdchlich gibt es also Hinweise, daBl diese PARP-1-regulierte
Proteasomaktivierung ein besonderes Merkmal proliferierender Zellen ist und
wahrscheinlich eng mit protektiven, antioxidativen Funktionen verbunden ist, wie es
schon im Falle der Adriamycin-Behandlung von myelomonozytiren human U937-
Leukdmiezellen, aber auch in leukdmischen Blasten von Patienten mit einer akuten
myeloischen Leukdmie von uns gezeigt werden konnte (Ciftci et al., 2001). Mittels
Immunprézipitationsexperimenten konnte auch im Falle der aktivierten Mikrogliazellen
eine funktionelle Interaktion der poly(ADP-ribosyl)ierten PARP-1 mit dem Proteasom

demonstriert werden, die zur Aktivierung des Proteasoms fiihrte.
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Abb. 7: (aus O. Ullrich at al. FASEB J. 15, 1460-1462, 2001): Spezifische Beteiligung der PARP-1 an der
TNF-o-induzierten Erhéhung des Proteinturnovers und der nukledren Proteasomaktivitit. A:
Proteinabbau in Lysaten isolierter Zellkerne aus stabil mit einem antisense-PARP-1-Vektor transfizierten
(asPARP cells) oder mit einem Kontroll-Vektor (control cells) transfizierten BV-2-Mikrogliazellen mit
und ohne Stimulation mit TNF-a.. B: Lactacystin-sensitive Proteasomaktivitét in isolierten Zellkernen. C:
PARP-1-Protein-Expression in stabil mit einem antisense-PARP-1-Vektor transfizierten (asPARP cells)
oder mit einem Kontroll-Vektor (control cells) transfizierten BV-2-Mikrogliazellen. * = p<0,05, ** =

p<0,005, *** = p<0,0005
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Um die Spezifitit dieser Untersuchungen zu belegen, konstruierten wir einen antisense-
PARP-1-pTracerCMV2-Vektor und stellten eine stabil transfizierte BV-2-
Mikrogliazelllinie her, in der die PARP-1-Expression komplett supprimiert war (Abb.
7). In diesen antisense-PARP-1-Mikrogliazellen konnte nun, im Vergleich mit den
Kontroll-Vektor-transfizierten Mikrogliazellen, kein erhdhter Proteinabbau nach
Aktivierung mit TNF-o gemessen werden, und auch die Aktivierung des nukledren
Proteasoms war deutlich geringer. Daraus kann gefolgert werden, dal in aktivierten
Mikrogliazellen tatsdchlich die PARP-1 die nukledre Proteasomaktivitit positiv

reguliert.

Da der selektive Abbau geschéddigter zelluldrer Proteine eine gutbekannte und gut
untersuchte biologische Funktion des ATP- und Ubiquitin-unabhingigen 20S-
Proteasoms darstellt (Grune et al., 1995; Grune et al., 1996; Grune et al., 1997), konnte
die PARP-1-regulierte Aktivierung dieser Protease in aktivierten, phagozytierenden und
groBe Menge an toxischen freien Radikalen produzierenden Mikrogliazellen ein
wirksames System zum antioxidativen Selbstschutz darstellen. Um diese Hypothese zu
iiberpriifen, untersuchten wir das Auftreten oxidativ geschiadigter Proteine in aktivierten
Mikrogliazellen und fanden keine Akkumulation geschéddigter Proteine. Nach
spezifischer Hemmung des Proteasoms oder der PARP stellt sich die Situation aber
grundsitzlich anders dar: Nun kam es zu einer massiven Akkumulation oxidativ
geschidigter Proteine in aktivierten Mikrogliazellen, die schlieBlich zum Tod der Zelle
fiihrte. In ruhenden Mikrogliazellen allerdings kam es nach Hemmung der PARP zu
keiner Akkumulation oxidativ geschddigter Proteine, und auch eine Hemmung des
Proteasoms fiihrte nur zu einem leichten Anstieg. Daraus kann gefolgert werden, daf
allein die konstitutive Proteasomaktivitit ruhende Mikrogliazellen ausreichend vor

oxidativen Schiden schiitzt.

In dieser Arbeit konnte also gezeigt werden, dall die PARP-1-regulierte Aktivierung des
nukledren Proteasoms ein bereits auf pyhsiologische Bedingungen reagierendes

wichtiges antioxidatives Schutzsystem in Mikrogliazellen darstellt.
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24 Die Funktion der mikroglialen Poly(ADP-Ribose)-
Polymerase in exzitotoxisch geschidigtem lebenden

Hirngewebe

O. Ullrich et al. Nature Cell Biol. 3, 1035-1042 (2001)

Exzitotoxische Hirnschddigungen, z.B. nach Hirninfarkt oder Schédel-Hirn-Trauma,
filhren zundchst zu einer primdren Schiddigung von Hirnparenchym. Innerhalb von
Stunden bis Tagen nach diesem Ereignis kommt es dann zu einer Invasion aktivierter
Mikrogliazellen in die Region des neuronalen Schadens, die dort groe Mengen an
toxischen Zytokinen und Sauerstoffradikalen freisetzten und dadurch zu einer weiteren,
sekundédren neuronalen Schidigung fiihren (Mabuchi et al., 2000; Stoll et al., 1998).
Diese weitere Schéadigung initial {iiberlebender Neurone trigt wesentlich zur
Gesamtschiddigung bei und ist fiir einen grofen Teil der funktionellen EinbufBlen
verantwortlich, die ein Patient nach einem solchen Ereignis erleidet. Daher sollten
therapeutische Ansitze nach bereits eingetretenem Primérschaden die Protektion dieser

initial iiberlebenden Neurone vor weiterer sekundirer Schadigung zum Ziel haben.

Es ist gut bekannt, daB3 es nach einer exzitotoxischen Schidigung von Neuronen zu einer
schnellen und ausgeprigten Aktivierung der PARP-1 kommt, die durch die verursachte
NAD" - und ATP-Depletion das betroffene Neuron in den Tod treiben kann (Zhang et
al., 1994). Daher wird die Hemmung der PARP-1 im Hirngewebe nach einem
exzitotoxischen Insult als vielversprechende Therapieoption angesehen (Eliasson et al.,
1997; Endres et al., 1997, Eliasson et al., 1999; Ha et al., 2000). Auf der anderen Secite
aber gibt es viele Hinweise, dal die systemische Hemmung der PARP-1 bei zerebralen
Insulten aufgrund der Storung von Reparaturprozessen auch mit durchaus negativen
Auswirkungen auf das neuronale Uberleben verbunden sein kann (Liu et al., 2000;
Biirkle, 2001). So besteht grundsétzlich die Gefahr, dal die Therapie mit PARP-1-
Inhibitoren nicht zum erwiinschten protektiven Erfolg, sondern auch zu weiterer
Destruktion funktionsfahigen Hirnparenchyms fiihren konnte. Aus diesen Griinden
schien uns die weit verbreitete Strategie der systemischen PARP-1-Hemmung bei einem
zerebralen Insult als nicht optimal, und wir konzentrierten uns auf die Rolle der
Mikrogliazellen im Kontext von Schadenprozessen im Gewebeverband. Da aufgrund
unserer Vorarbeiten bekannt war, da3 die PARP-1 in phagozytierenden Mikrogliazellen

aktiviert ist und diese an der Regulation eines wichtigen mikroglialen antioxidativen
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Schutzsystems teilnimmt (Ullrich et al., 2001c), konnte die spezifische Hemmung der
PARP-1 eine neue Strategie zur Protektion initial iiberlebender Neurone vor weiterer

Schidigung sein.

Um zu untersuchen, ob eine Herunterregulierung der PARP-1-Expression in
Mikrogliazellen zu einem verringerten sekundéren neuronalen Schaden fiihrt, mufiten
wir uns eines Modellsystems bedienen, das die Mdglichkeit der direkten Untersuchung
von Neuronen und Mikrogliazellen im lebendem Hirngewebe ermdglicht, die
organotypische hippocampale Hirnschnittkultur (OHSC). Mit diesem Modellsystem ist
es moglich, exogene kultivierte vorbehandelte und vormarkierte Mikrogliazellen auf das
Hirngewebe zu transferieren und die Invasion und Migration dieser Mikrogliazellen
sowie ihre Interaktion mit Neuronen zu untersuchen (Hailer et al., 1997; Hailer et al.,

1998; Heppner et al., 1998).

Zuerst wurde ein antisense-PARP-1-pcDNA3.1-Vektor kloniert und damit BV-2-
Mikrogliazellen stabil transfiziert. Diese transfizierten Mikrogliazellen wurden dann im
Anschlul an eine exzitotoxische Schidigung mit NMDA auf die Oberfliche von
OHSCs transferiert und nach drei Tagen die Migration der Mikrogliazellen in die
Regionen neuronaler Schidigung sowie der neuronale Zelltod untersucht. Der nach
NMDA-Behandlung auftretende neuronale Schaden (in der Pyramidenzellschicht des
Cornu ammonis und der Kornerzellschicht des Gyrus dentatus) konnte, wie erwartet und
in Ubereinstimmung mit den Befunden der Gruppe von Prof. Snyder (Wang et al., 1994;
Eliassion et al., 1997), durch chemische Hemmung der PARP im gesamten
Gewebeverband reduziert werden, namlich auf etwa 45 % (Abb. 8a und 8b). Wurden
auf den exzitotoxisch geschiadigten Hirnschnitt Kontroll-Vektor-transfizierte
Mikrogliazellen gegeben, so kam es zu einer anndhernden Verdoppelung des
neuronalen Gesamtschadens, auch hier konnte durch chemische Hemmung der PARP
im gesamten Gewebeverband eine Reduktion des neuronalen Schadens auf etwa 63 %
erreicht werden (Abb. 8a und 8b). Wurden nun aber antisense-PARP-1-Mikrogliazellen
auf den Hirnschnitt transferiert, blieb trotz Invasion dieser Zellen in das Hirngewebe die
Ausbildung eines sekundiren Schadens vdllig aus, und es konnte iiberraschenderweise
sogar eine Reduktion des Gesamtschadens unter das Niveau der initialen
exzitotoxischen Schidigung beobachtet werden (Abb. 8a und 8b). Daher scheint also
die spezifische Ausschaltung der mikroglialen PARP-1 im lebenden Hirngewebe eine
deutlich protektivere Wirkung auf die Neurone zu haben, als die Hemmung der PARP

im gesamten Gewebe.
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Warum dieses so ist, untersuchten wir in den folgenden Experimenten: Zunéchst
priften wir die naheliegende Hypothese, dall die durch die neuronale Schddigung
aktivierte antisense-PARP-1-Mikrogliazellen durch Ausschaltung eines wesentlichen
PARP-1-regulierten antioxidativen Schutzsystems ihre eigene Aktivierung nicht
tiberleben (Ullrich et al.,, 2001c). Allerdings fanden wir keine Hinweise auf eine
reduzierte Vitalitit der antisense-PARP-1-Mikrogliazellen in den lebenden
Hirnschnitten (Abb. 8c und 8d). Diese Ergebnisse stellen uns zundchst vor ein grofles
Problem, da sie sich doch offensichtlich im Widerspruch zu den Ergebnissen unserer
Experimente mit kultivierten antisense-PARP-1-Mikrogliazellen befanden (Ullrich et
al., 2001c). Hier zeigte sich besonders deutlich, wie exakt und reproduzierbar in einem
Zellkultursystem gewonnen Ergebnisse auch sein konnen, aber wie wenig weitreichend
aber die daraus zulédssigen Schlullfolgerung auf die wirkliche physiologische Situation
sein diirfen. In jedem Falle aber zwang uns dieser Negativbefund, der noch vollig
ungekldrten Frage der Ursache der ausgeschalteten destruktiven Wirkung von antisense-

PARP-1-Mikrogliazellen auf den Grund zu gehen.
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Abb. 8: (aus O. Ullrich et al. Nature Cell Biol. 3, 1035-1042, 2001): Ausschaltung der PARP-1 in BV-2-
Mikrogliazellen schiitzt vor sekundidrem neuronalem Schaden in lebenden organotypischen
hippocampalen Schnittkulturen (OHSCs). a: Propidium-Iodid-positive tote Zellen in den neuronalen
Schichten der Degenerationszone im Cornu ammonis und Gyrus dentatus. Zellzahlen relativ zur Zahl in
ungeschéddigten OHSCs ohne Zugabe von Mikrogliazellen (control=1), nicht-vitale Mikrogliazellen
wurden subtrahiert. NMDA: Induktion der neuronalen Schidigung mit 5 uM NMDA; control = ohne
Mikrogliazellen; 3-ABA = ohne Mikrogliazellen, | mM 3-Aminobenzamid; BV-2 = mit Kontroll-Vektor-
transfizierten BV-2-Mikrogliazellen, asPARP = mit antisense-PARP-1-Vektor transfizierten BV-2-
Mikrogliazellen. Mean + S.D., n=30, * = p<0,05, ** = p<0,005. b: Propidium-lodid-Fluoreszenz-
Mikroskopie der neuronalen Degenerationszonen in der CA-Region in lebenden OHSCs vor der
Fixierung, Skala = 40 pm. c: Vitalitit der invadierten BV-2-Mikrogliazellen. Mean + S.D., n=30, n.s. =
nicht signifikant. d: Keine Kolokalisation der Propidium-lodid-positiven toten Zellen (Rotfluoreszenz)

mit Mini-Emerald-vormarkierten BV-2-Mikrogliazellen (Griinfluoreszenz). Skala =20 pm
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Abb. 9: (aus O. Ullrich et al. Nature Cell Biol. 3, 1035-1042, 2001): Kontrolle der mikroglialen Migration
in die neuronalen Degenerationszonen durch die PARP-1. a: Durchlicht- und Rhodamin-
Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der lebenden hippocampalen Hirnschnittkulturen (OHSCs).
Vector control=Kontroll-Vektor-transfizierte BV-2-Mikrogliazellen, asPARP = mit antisense-PARP-1-
Vektor transfizierte BV-2-Mikrogliazellen, NMDA=Induktion der neuronalen Schidigung mit 5 pM
NMDA, LV=linker Ventrikel, H=Hilus, MEC=medialer entorhinaler Kortex, FH=Fissura hippocampi.
Skala = 40 um. b: Ortsspezifitit der mikroglialen Migration zum Ort der neuronalen Schidigung von
Kontroll-Vektor-transfizierten BV-2-Mikrogliazellen (Con.) und antisense-PARP-1-Vektor transfizierten
BV-2-Mikrogliazellen (asPARP) vor und nach Induktion der neuronalen Schidigung mit 5 uM NMDA
(NMDA). Ortsspezifitit = (Zellzahl in der Pyramidenzellschicht des Cornu ammonis und der
Kornerzellschicht des Gyrus dendatus) — (Zellzahl auBerhalb der neuronalen Schichten). Mean + S.D.,
n=30, * = p<0,05, ** =p < 0,005.
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Daher untersuchten wir zuerst das Einwanderungsverhalten der Mikrogliazellen in die
Regionen der neuronalen Zellschddigung und konnten eine starke, ortsspezifische
Einwanderung in die neuronalen Schichten des Cornu ammonis und des Gyrus dentatus
nach initialer exzitotoxischer Schiddigung beobachten (Abb. 9). Antisense-PARP-1-
Mikrogliazellen invadierten zwar in das Hirnschnittgewebe, waren aber im Gegensatz
zu den Kontroll-Vektor-transfizierten Zellen nicht in der Lage, spezifisch in die
neuronalen Degenerationszonen einzuwandern und verteilten sich diffus im gesamten
Hirnschnittgewebe (Abb. 9a und 9b). Um Hinweise auf die molekulare Ursache dieser
deutlich gestorten Migration zu erhalten, untersuchten wir die Expression
aktivierungstypischer Oberflaichenmolekiile auf den Mikrogliazellen und fanden eine
massiv gestorte Expression des [2-Integrins CD11a, wéhrend die Expression anderer
aktivierungsabhéngig regulierter Oberflichenmolekiile wie CD11b, CD18 und ICAM-1
unverandert war (Abb. 10a).

Um nun zu untersuchen, ob diese stark verringerte CD11la-Expression in antisense-
PARP-1-Mikrogliazellen auch wirklich urséchlich fiir das gestorte Migrationsverhalten
war, klonierten wir einen antisense-CD11a-pcDNA3.1-Vektor, stellten eine stabil
transfizierte Mikrogliazelllinie her und wiederholten die Migrationsexperimente:
Hierbei zeigte sich, dall auch die antisense-CD11a-Mikrogliazellen im Gegensatz zu
Kontroll-Vektor-transfizierten Mikrogliazellen nicht mehr in der Lage waren, spezifisch
zum Ort der neuronalen Schidigung zu migrieren und verteilten sich diffus im

Hirngewebe (Abb. 10b).
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Abb. 10: (aus O. Ullrich et al. Nature Cell Biol. 3, 1035-1042, 2001): PARP-1 reguliert die CD11a-
Expression in aktivierten BV-2-Mikrogliazellen, die notwendig ist fiir die spezifische Migration zum Ort
der neuronalen Schidigung. a: FACS-Analyse der Expression von Oberflaichenmolekiilen in Kontroll-
Vektor-transfizierten (schwarze Balken) und antisense-PARP-1-Vektor-transfizierten (graue Balken) BV-
2-Mikrogliazellen vor und nach Stimulation mit 10 pg/ml Lipopolysaccharid (LPS). Mean + S.D., n=5, *
= p<0,005. b: Ortsspezifitit der mikroglialen Migration zum Ort der neuronalen Schiadigung von
Kontroll-Vektor-transfizierten BV-2-Mikrogliazellen (Con.) und antisense-CD11a-Vektor transfizierten
BV-2-Mikrogliazellen (asCD11a) vor und nach Induktion der neuronalen Schidigung mit 5 uM NMDA
(NMDA). Ortsspezifitit = (Zellzahl in der Pyramidenzellschicht des Cornu ammonis und der
Kornerzellschicht des Gyrus dendatus) — (Zellzahl auBBerhalb der neuronalen Schichten). Mean + S.D.,
n=30, * = p<0,05, ** = p < 0,005.
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Anti-PARP immunoprecipitation
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Abb. 11: (aus O. Ullrich et al. Nature Cell Biol. 3, 1035-1042, 2001): Transkriptionelle Regulation der
CDl11a-Expression in aktivierten BV-2-Mikrogliazellen durch NF-kB-Translokation, PARP-1-
Aktivierung und Bildung eines PARP-1/NF-kB/HMG-I(Y)-Komplexes. a: FACS-Analyse der CD11a-
Expression Kontroll-Vektor-transfizierter BV-2-Mikrogliazellen mit und ohne Stimulation mit LPS,
Hemmung der PARP mit 3-Aminobenzamid (3-ABA) oder der I-kB-Phosphorylierung mit BAY 11-7085
(BAY). Mean + S.D., n=5, * = p<0,005. b: Immunoblot von Lysaten isolierter Zellkerne gegen PARP-1
und NF-xB (p65). c: Northern-Blot-Analyse der CDI1la-mRNA-Expression in Kontroll-Vektor-
transfizierten und mit einem antisense-PARP-1-Vektor transfizierten BV-2-Mikrogliazellen. d: Bildung
eines PARP-1/NF-«B/HMG-I(Y)-Komplexes in aktivierten Mikrogliazellen,
Coimmunoprézipitationsexperimente vom Kontroll-Vektor-transfizierten BV-2-Mikrogliazellen mit und
ohne Stimulation mit LPS oder Hemmung der PARP mit 3-Aminobenzamid (3-ABA). e: Links:
Expression des PARP-, NF-kB- und HMG-I(Y)-Proteins in Kontroll-Vektor-transfizierten und antisense-
PARP-1-Vektor transfizierten BV-2-Mikrogliazellen. Rechts: Nukledre Translokation von NF-kB (p65)

in Lysaten isolierter Nuklei.
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Abb. 12: (aus O. Ullrich et al. Nature Cell Biol. 3, 1035-1042, 2001): Depletion der PARP-1 durch
transiente antisense-Transfektion primérer Mikrogliazellen hemmt die Migration zum Ort der neuronalen
Schidigung und schiitzt vor sekundirer Schiddigung. a: Propidium-lodid-Fluoreszenz-Mikroskopie der
neuronalen Degenerationszonen in der CA-Region in lebenden OHSCs vor der Fixierung, Skala =40 pm.
NMDA: Induktion der neuronalen Schidigung mit 5 uM NMDA; control = ohne Mikrogliazellen, ohne
NMDA; 3-ABA = 1 mM 3-Aminobenzamid; ve-MG = mit Kontroll-Vektor-transfizierte primére
Mikrogliazellen, asPARP-MG = mit antisense-PARP-1-Vektor transfizierte primire Mikrogliazellen. b:
Propidium-lodid-positive tote Zellen in den neuronalen Schichten der Degenerationszone im Cornu
ammonis und Gyrus dentatus. Zellzahlen relativ zur Zahl in ungeschédigten OHSCs ohne Zugabe von
Mikrogliazellen (control=1). c: Ortsspezifitit der mikroglialen Migration zum Ort der neuronalen
Schidigung von Kontroll-Vektor-transfizierten primdren Mikrogliazellen (ve-MG) und antisense-PARP-
1-Vektor transfizierten primdren Mikrogliazellen (asPARP) nach Induktion der neuronalen Schéadigung
mit 5 uM NMDA. Ortsspezifitidt = (Zellzahl in der Pyramidenzellschicht des Cornu ammonis und der
Kornerzellschicht des Gyrus dendatus) — (Zellzahl auBerhalb der neuronalen Schichten). Mean + S.D.,
n=30, * = p<0,05, ** = p < 0,005. d: Residuale PARP-1-Proteinexpression in antisense-PARP-1-Vektor

transfizierten primédren Mikrogliazellen.
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Es konnte also nachgewiesen werden, daf}

die spezifische Ausschaltung der PARP-1 in Mikrogliazellen exzitotoxisch
geschidigte Neurone in lebendem Hirngewebe vor sekundarer Schiadigung durch die

Invasion aktivierter Mikrogliazellen schiitzt,

dieser Schutz vor sekundirer neuronaler Schidigung auf einer gestdrten Migration

der Mikrogliazellen in die neuronale Degenerationszone beruht,

die Migration von Mikrogliazellen iiber die Expression des P2-Integrins CD1la
reguliert wird, das transkriptionell iiber einen Protein-Protein-Komplex aus der
poly(ADP-ribosyl)ierten PARP-1, dem translozierten NF-«B und HMG-I(Y)

reguliert wird und

das durch spezifische Ausschaltung der mikroglialen PARP-1 eine deutlich hohere
Neuroprotektion erreicht werden kann als durch Hemmung der PARP-1 im

gesamten Hirngewebe.
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3 Diskussion und Ausblick

In den vorgestellten Arbeiten konnte ein neuer Mechanismus in Mikrogliazellen
identifiziert werden, der einen Signalweg von der PARP-1 im Zellkern bis zur Kontrolle
der Migration zum Ort eines neuronalen Schadens repriasentiert. Damit wurde nicht nur
ein grundsétzlich neues Regulationsprinzip der Integrin-Expression beschrieben,
sondern auch ein molekulares Zielprotein identifiziert, an dem neue therapeutische
Strategien zur Neuroprotektion ansetzen konnten. Aufgrund der wesentlichen
Beteiligung der PARP-1 sowohl an der Regulation der Mikrogliamigration, als auch an
der mikroglialen Eigenprotektion gegeniiber oxidativen Strefl erdffnet die Hemmung
der mikroglialen PARP-1 moglicherweise nun therapeutische Optionen bei den
neurologischen Erkrankungen, in denen der Mikroglia eine pathologische Funktion
zukommt. Diese ist z.B. beim exzitotoxischen Zelltod im Rahmen des Hirninfarkts oder
beim M. Alzheimer der Fall. Bei beiden Erkrankungen, obwohl grundsétzlich
verschiedener Pathogenese, erscheint die therapeutische Intervention in sekundére
Schadensprozessen sinnvoll, da entweder das Primérereignis bereits irreversibel
eingetreten ist (beim Hirninfarkt) bzw. noch {iberhaupt nicht bekannt ist (M.

Alzheimer).

Im Falle des Hirninfarkts ist die Idee einer therapeutischen Intervention mit PARP-1-
Inhibitoren nicht neu, nur liegt dieser eine grundsétzlich andere theoretische Annahme
zugrunde: Denn dieser von den Arbeitsgruppen Snyder und Dawson (Eliasson et al.
1997; Zhang et al. 1994) und im weiteren von den Firmen Guilford und Pfizer
entwickelte und vertretene Ansatz zielt primédr auf die Hemmung der neuronalen PARP-
1, um die nach exzitotoxischer Schidigung verursachte Uberaktivierung der PARP-1
mit einem folgenden massiven NAD' - und ATP-Verbrauch, der letztendlich zum
Zelltod fiihrt (Ha et al. 2000), zu verhindern. Daher werden PARP-1-Inhibitoren als
protektiv gegen den exzitotoxischen Primdrschaden bei ischdmischen Ereignissen

angesehen.

Von den pathobiochemischen Grundlagen her ist dieser Ansatz nicht unproblematisch,
denn es ist gut bekannt, da3 die PARP-1 wesentlich in die schnelle und effiziente DNA-
Reparatur involviert ist (Dantzer et al.,, 1999) und gerade in Neuronen eine
auBBergewohnlich hohe Aktivitit aufweist (Pieper et al., 2000). Eben diese hohe PARP-

1-Aktivitdit in Neuronen ist aber gerade wahrscheinlich sehr wichtig, um diesen
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postmitotischen Zellen wichtige Reparaturvorginge und ein Uberleben unter den
Bedingungen einer Zellschidigung, wie sie gerade im Rahmen des akuten
Infarktgeschehens oder spiter durch die Invasion aktivierter Mikroglia entsteht, zu
ermoglichen (Colton et al., 1993). GroBe Mengen dieser aktivierten Mikrogliazellen
werden in der sogenannten Penumbra gefunden (Mabuchi et al., 2000), einem Areal
initial {iberlebender Neurone nach einem ischdmischen Insult, in dem Stunden bis Tage
nach dem Primirereignis weitere Neurone untergehen. Neueste PET-Studien erbrachten
deutliche Hinweise auf eine unmittelbar neurodegenerative Wirkung aktivierter

Mikroglia in lebenden Patienten (Cagnin et al., 2001).

Dartiberhinaus konnte in dieser Arbeit ein weiteres, von der PARP-1 gesteuertes,
protektives System identifiziert werden: Neben der DNA-Reparatur existiert im
Zellkern ein schnelles und effizientes proteolytisches Sytem zum Abbau oxidativ
geschédigter Histone (Ullrich et al., 1999a; Ullrich et al., 1999b). Die hier prisentierten
Arbeiten liefern deutliche Hinweise, dal sowohl die DNA-Reparatur als auch der
Abbau geschidigter Histone eine wichtige Voraussetzung zum Erhalt der genomischen
Integritdt darstellen: Denn unterbleibt der schnelle Abbau geschédigter Histone, kommt
es zu einer progredienten Akkumulation von DNA-Schidden, nicht aber zu deren
Reparatur (Ciftci and Ullrich et al., 2001b). In diesem Zusammenhang ist interessant,
dall Gaziew et al. bereits 1992 eine nukledre Protease beschrieben haben, die besonders
das Histon H1 nur in Anwesenheit von DNA-Schdden abbauen kann (Gaziew et al.,
1992). Dieses damals zwar beschriebene, aber nicht aufgekliarte Phanomen ldsst sich
nun vollstdndig mit den hier présentierten Arbeiten erkldren: Wir konnten zeigen, daf3
das Histon H1 sowohl in vitro, als auch in lebenden Zellen in besonderem Malle von
dem nukledren 20S Proteasom abgebaut wird, daB iiber die Interaktion mit der PARP-1
durch DNA-Strangbriiche aktiviert werden kann (Ullrich et al., 1999a; Ullrich et al.,
1999b; Ciftci and Ullrich et al., 2001b; Ullrich et al., 2001d).

Die in dieser Schrift vorgestellten Arbeiten beschreiben also zwei vollig neue
physiologische Funktionen der PARP-1, die eng mit ihren protektiven Eigenschaften
auf Zellebene verbunden sind: Die eine Funktion schiitzt das Chromatin vor Schéiden,
die andere Funktion ermdglicht Mikrogliazellen die Exekution ihrer wichtigsten
funktionellen Fahigkeit, ndmlich die Migration zum Ort des Geschehens. Aber genau
diese protektiven und physiologischen Funktionen konvertieren auf Gewebeebene zu
einer destruktiven, ndmlich wenn entweder gut protektierte Tumorzellen endogenen und

exogenen Angriffen (durch Immuneffektorzellen oder durch die Tumortherapie) so
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standhalten konnen oder invadierende und iiberaktivierte Mikroglia ungestort ihre
schiadliche Wirkung im ZNS entfalten kann. In den hier priasentierten Arbeiten konnte
gezeigt werden, daB durch Hemmung der PARP in den betroffenen Zellen beides
erreicht werden kann: Der Verlust der protektiven Wirkung auf die einzelne Zelle ist
mit einem Gewinn flir das betroffene Gewebe verbunden: Der Tumorzelltod ist im
Sinne des Gesamtorganismus und die gestorte Mikrogliamigration ist im Sinne initial

uberlebender Neurone nach einem exzitotoxischen Insult.

Der entscheidene Punkt dieser therapeutischen Strategien zur Hemmung der PARP-1 ist
auch hier die Frage der Zellspezifitit. Diese stellt sich im Zusammenhang mit den
Hirninfarkt als besonders kritisch dar: Denn wéhrend auf der einen Seite durch
Hemmung der PARP-1 der akute neuronale Zelltod verhindert werden konnte, konnte
auf der anderen Seite durch Hemmung von Reparatursystemen ein weiterer neuronaler
Schaden induziert werden. So besteht grundsitzlich die Gefahr, dal die Therapie mit
systemischen PARP-1-Inhibitoren nicht zum erwiinschten protektiven Erfolg, sondern
zu einer weiteren Destruktion funktionsfahigen Hirnparenchyms fiihren konnte. Dieses
ist umsomehr wahrscheinlich, je spiter mit dieser Therapie nach dem Initialereignis
begonnen wird, also je mehr PARP-Inhibitoren mit nun langsam anlaufenden
Reparaturystemen iiberlebender Neurone interferieren. Aus diesen Griinden scheint die
bisher verbreitete Strategie der systemischen PARP-Hemmung bei einem Hirninfarkt

keineswegs optimal, und es sollte ein viel spezifischeres Vorgehen favorisiert werden:

Da die PARP-1 in phagozytierenden Mikrogliazellen hochgradig erhoht ist (Ullrich et
al. 2001b), nicht aber in ruhenden Mikrogliazellen, und zudem auch noch ihre
Migration kontrolliert (Ullrich et al., 2001¢), konnte ihre Hemmung in Mikrogliazellen
sich spezifisch nur fiir die aktivierten schéddlich auswirken. Zudem konnte beobachtet
werden, daB nach Invasion von antisense-PARP-1-Mikrogliazellen nicht nur der
sekundire, mikroglial-induzierte neuronale Schaden verhindert werden konnte, sondern
es konnte sogar eine Reduktion des neuronalen Schadens unter das Niveau des
Primérschadens beobachtet werden (Ullrich et al., 2001e). Dieses konnte auf eine noch
vorhandene Produktion, Sekretion und Wirksamkeit protektiver Zytokine aus antisense-
PARP-1-Mikrogliazellen zuriickzufiihren sein. Zwar stellt eine transiente anti-sense-
PARP-1-Transfektion von Mikrogliazellen sicher keine brauchbare therapeutische
Strategie dar, aber die speziellen Eigenschaften von Mikrogliazellen liefern durchaus
ausreichend Ansatzpunkte einer speziell gegen die mikrogliale PARP-1 gerichteten

Therapie.
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Neueste PARP-Inhibitoren mit einem K; weit im nanomolaren Bereich, z.B. 2-(4-
hydroxyphenyl)-[ 1H]-benzimidazol-4-carboxamid (NU1085) mit einem K; von 1,6 nM,
bieten nun die Moglichkeit, die Probleme der PARP-Inhibitoren der ersten Generation,
wie z.B. die schlechte Loslichkeit, die geringe inhibitorische Potenz mit einem K; im
millimolaren Bereich, die geringe Spezifitit und die Interferenz mit anderen ADP-
Ribosylierungs-Reaktionen (Zhang et al., 2000), zu iiberwinden. Verbindet man diese
hochpotenten Inhibitoren beispielweise mit eine Vehikel, der nur von phagozytierenden
und damit aktivierten Mikrogliazellen aufgenommen wird, wire der Weg zu einer
hochspezischen Hemmung der PARP-1 in aktivierten Mikrogliazellen denkbar. Sollten
die hier fiir Mikrogliazellen beschriebenen Mechanismen auch fiir die Makrophagen der
Korperperipherie zutreffen, und auch hier die PARP-1 entscheidend an der Regulation
der Migration zum Ort der Gewebeschddigung beteiligt sein, worauf es zumindest
einige Hinweise gibt (Jijon et al., 2000; Liaudet et al., 2000; Burkart et al., 1993; Oliver
et al.,, 1999), dann konnte die spezifische mikrogliale/makrophagiale PARP-1-
Hemmung zur Entwicklung neuer hochpotenter antiinflammatorischer Medikamente

fithren.

In jedem Falle aber wird zutreffen, was Alexander Biirkle so treffend in seinem neusten
Review zur PARP-Forschung beschrieben hat (Biirkle, 2001): "These and many
questions will undouptedly provide sufficient challenge to keep poly(ADP-ribose)

researchers excited and busy for quite some more time."
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4 Zusammenfassung

Wihrend die zelluldren Abwehr- und Reparaturstrategien gegen oxidativ geschidigte
DNA bisher gut untersucht waren, gab es bisher noch keine Erkenntnisse liber mogliche
Schutzmechanismen gegeniiber oxidativ geschiddigten Histonen, die nach ihrer
Schiadigung funktionell so entscheidene Prozesse wie Transkription, Replikation und
DNA-Reparatur empfindlich storen konnten. Aus diesem Grund konzentrierten sich die
Arbeiten zunéchst auf die biologischen Konsequenzen und zelluldiren Abwehrstrategien
gegen diese Produkt der oxidativen Zellschidigung, die oxidativ geschéddigten Histone.
In Untersuchungen zur Regulation des Abbaus oxidativ geschéddigter Histone, die durch
Reaktion mit inflammatorisch freigesetzten Sauerstoffradikalen wie z.B. Hypochlorit
entstehen, konnte gezeigt werden, dall Zellen ein nukledres proteolytisches System
aufweisen, das in der Lage ist, oxidativ geschéddigte Kernproteine, auch in Bindung an
die DNA, selektiv zu erkennen und spezifisch abzubauen. Dieses System wurde als das
20S Proteasom identifiziert. In diesem Zusammenhang wurde deutlich, daf das
bisherige Konzept der Stabilitit und des sehr langsamen endogenen Turnovers der
Histonproteine nur fiir den wenig physiologischen Fall einer oxidativ vollig
unbelasteten Zelle gilt und daB schon geringgradiger oxidativer Stress zu einem deutlich
gesteigerten Histonturnover fiihrt. Dabei scheint dem Turnover von Histon H1 eine
Sonderfunktion zuzukommen. Das nukledre 20S Proteasom wird im Zellkern wesentlich
durch hochaffine Bindung von ADP-Ribose-Polymeren aus der automodifizierten
Poly(ADP-Ribose)-Polymerase-1 (PARP-1) reguliert. Damit erwies sich die PARP-1
als ein mogliches wichtiges Signalmolekiil zur Umsetzung eines zelluldren Schadens in
eine protektive Antwort. Dariliberhinaus konnte das durch Lipidperoxidation endogen
entstehende 4-Hydroxynonenal als ein starker endogener Inhibitor und damit negativer
Regulator der PARP-1 wéhrend oxidativer Belastung identifiziert werden und sein

intrazellularer Metabolismus aufgekléart werden.

Es stellte sich die Frage, inweit dieses protektive PARP-1-abhéngige System nun an
zelluldren Resistenzmechanismen gegen die erwiinschte oxidative Schddigung von
Tumorzellen unter chemotherapeutischer Behandlung beteiligt ist und ob die
Ausschaltung dieses Systems mittels chemischer Hemmung oder mittels antisense-
Technik zu einer erhohten Effktivitét einer Antitumortherapie beitragen kann. Es konnte
festgestellt werden, dal die Aktivierung des nukledren Proteasoms nach oxidativer

Belastung vom Differenzierungsgrad der Zelle abhédngig ist und diese
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Proteasomaktivierung auch in proliferierenden und retrodifferenzierten humanen
Leukédmiezellen auf der nicht-kovalenten Bindung von Poly(ADP-Ribose)-Ketten der
automodifizierten PARP-1 beruht. Die PARP-1-regulierte Proteasomaktivierung schiitzt
also oxidativ belastete proliferierende humane Leukdmiezellen vor der Akkumulation
oxidativ geschédigter Proteine. Bei Behandlung mit Adriamycin konnte ebenfalls eine
vom Differenzierungsgrad der Zelle abhidngige PARP-1-regulierte Aktivierung des
nukledren Proteasoms beobachtet werden, die der Entstehung von DNA-Protein-
Crosslinks und weiteren Akkumulation von DNA-Strangbriichen entgegenwirkt. Diese
PARP-1-regulierte Proteasomaktivierung war auch in leukdmischen Blasten von
Patienten mit akuter myeloischer Leukédmie nachweisbar und konnte nach Ausschaltung
durch antisense-Technik oder nach chemischer Hemmung die Empfindlichkeit von

humanen Leukédmiezellen gegeniiber Adriamycin deutlich erh6hen.

Nach Identifikation der PARP-1 als wichtiges Signalmolekiil fiir protektive Reaktionen
nach oxidativer Schidigung von Tumorzellen lag es nahe, phagozytotisch aktive
Immunzellen sowohl in der Kdrperperipherie als auch im ZNS zu untersuchen, da diese
gerade unter entziindlichen Bedingungen eine groBe Menge an Sauerstoffradikalen
freisetzen, deren toxische Wirkung sie aber selbst iiberleben. Es konnte in diesem
Zusammenhang gezeigt werden, dal in aktivierten Mikrogliazellen diese PARP-1-
abhédngige Aktivierung des nukledren Proteasoms einen wesentlichen antioxidativen
Schutzmechanismus darstellt, der die Akkumulation von oxidativ geschidigten
Proteinen und den dadurch induzierten Zelltod verhindern kann. Dariiberhinaus konnte
ein weiterer intrazelluldrer Mechanismus identifiziert werden, der an der spezifischen
Migration aktivierter Mikrogliazellen zum Ort der neuronalen Schidigung wesentlich
beteiligt ist. Wir identifizierten die Expression des [2-Integrins CDIlla an der
Oberfliche von aktivierten Mikrogliazellen als notwendige Voraussetzung zur
Migration zum Ort der neuronalen Schiddigung und fanden eine intrazelluldre
Regulation der CDI1la-Expression auf Transkriptionsebene durch Bildung -eines
Protein-Protein-Komplexes aus der automodifizierten PARP-1, dem nukleér
transloziertem NF-kB und HMG-I(Y). Die funktionelle Bedeutung dieses Mechanismus
konnte durch transiente Transfektion von primidren Mikrogliazellen mit den
entsprechenden antisense-Konstrukten belegt werden. Die Transfektion von
Mikrogliazellen mit einem antisense-PARP-Vektor fiihrte zur kompletten Authebung
der Migration in das Gebiet des neuronalen Primdrschadens und zu einer kompletten

Vermeidung des mikroglial induzierten neuronalen Sekundérschadens. Daher konnte
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die spezifische Hemmung der PARP-1 in Mikrogliazellen eine mogliche neue
therapeutische  Strategie zur Entwicklung hochpotenter antiinflammatorischer

Medikamente zum Zwecke der Neuroprotektion darstellen.
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oxidative stress. Arch. Biochem. Biophys. 377(1), 65-68, (2000) IF = 2,497

O.Ullrich*, O.Ciftci*, R.Hass. Proteasome activation by poly-ADP-ribose-
polymerase in human myelomonocytic cells after oxidative stress. Free
Radical Biol. Med. 29(10), 995-1004 (2000) *both authors contributed
equally as ’’first author” IF = 4,348

J.Mehlhase, J.Gieche, O.Ullrich, N.Sitte, T.Grune. LPS-induced protein
oxidation and proteolysis in BV-2 microglial cells. IUBMB Life 50(4-5), 331-
335 (2000) IF = 0,418

P.Lasch, T.Petras, O.Ullrich, J.Backmann, D.Naumann, T.Grune. Hydrogen
peroxide- induced structural alterations of RNase A J. Biol. Chem. 276, 9492-
9502 (2001) IF = 7,199

O.Ciftci*, O.Ullrich*, C.A.Schmidt, A.Diestel, R.Hass. Regulation of the
nuclear proteasome activity in human leukemia cells after adriamycin-
treatment. Blood 97(9), 2830-2838 (2001) *both authors contributed equally
as "first author” IF = 8,372

O.Ullrich, A.Diestel, .Bechmann, M.Homberg, T.Grune, R.Hass, R.Nitsch.
Turnover of oxidatively-damaged proteins in BV-2 microglia cells is linked to
their activation state by poly(ADP-ribose) polymerase. FASEB J. 15, 1460-
1462 (2001) online: 10.1096/fj.00-0540.fje (April 27, 2001) IF = 13,861

O.Ullrich, T.Grune. Proteasomal degradation of oxidatively-damaged
endogenous histones in K562 human leukemic cells. Free Radic. Biol. Med.

31, 887-893 (2001) IF = 4,348
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19. O.Ullrich*, A.Diestel*, 1.Y.Eyiipoglu, R.Nitsch. Regulation of microglial
expression of integrins by poly(ADP-ribose)polymerase-1. Nature Cell Biol.
3, 1035-1042 (2001) *both authors contributed equally as "first author” IF =
11,939

20. S.Keck, R.Nitsch, T.Grune, O.Ullrich. Proteasome inhibition by paired helical
filament-tau (PHF-tau) in the brain of patients with Alzheimers disease.

(submitted)

Summe der Impact-Faktoren aller bereits publiziertenoder ,,in press* befindlichen

Publikationen = 95,844

Summe der Impact-Faktoren aller Erstautorpublikationen = 74,747

7.2.2 Ubersichtsartikel

1. O.Ullrich, T.Grune. Freie Radikale: Angriff auf Neurone (Review und
Titelthema). Pharmazeutische Zeitschrift 46 (2001)

2. O.Ullrich, T.Grune. Oxidative Schiden bei neurodegenerativen Erkrankungen

(Review und Titelthema). Pharmazeutische Zeitschrift 47 (2001)

7.2.3 Eingeladene Hauptvortrige auf internationalen Konferenzen

O.Ullrich. A new mechanism to protect neurons from secondary damage by microglial
PARP-1 inhibition. /3" International Conference on ADP-Ribosylation reactions, New
York, USA (2001), invited plenary lecture

7.2.4 Vortrage

1. O.Ullrich. Poly-ADP-Ribosylierung: Relevanz von 4-Hydroxynonenal bei
Genexpression und DNA-Reparatur. 11.Meeting des Sauerstoffclubs Berlin
und Brandenburg, Deutsches Institut fiir Erndhrungsforschung, Bergholz-
Rehbriicke, 13.07.1995

2. O.Ullrich. Biologische Effekte des Lipidperoxidationsproduktes 4-
Hydroxynonenal: Wirkung auf die mitochondriale Atmungskette und die
nukledre Poly-ADP-Ribose-Synthese. Universititsklinikum der Otto-von-
Guericke-Universitit Magdeburg, Magdeburg, 20.02.1997

3. O.Ullrich. Aktivierung des nukledren 20S-Proteasoms durch Poly-ADP-

Ribosylierung nach oxidativen Stress - Bedeutung fiir den selektiven Abbau
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10.

oxidativ geschédigter Histone ? Meeting des Sauerstoffclubs Berlin und

Brandenburg, Universititsklinikum Charité, Berlin, Januar 1998

O.Ullrich.  Poly(ADP-Ribose)-Polymerase-gesteuerte ~ Aktivierung  des
nukledren Proteasoms nach oxidativen Stress in hochmalignen humanen

Leukémiezellen. 16. Arbeitstagung der Anatomischen Gesellschaft in

Wiirzburg, Germany (1999)

P.Mayer-Kuckuk, O.Ullrich. Poly(ADP-ribosyl)transferase and nuclear
proteolysis. Institut fiir Veterindrpharmakologie, Universitét Ziirich (1999)

O.Ullrich. Functional involvement of poly-ADP-ribose-polymerase in
activation, migration and survival of microglial cells. 7.Tagung

”Mechanismen der Zell- und Gewebeschidigung”, Weinheim, Germany

(2000)

W.Siems, O.Ullrich, T.Grune. Apoptose, Proteinoxidation und
Proteinturnover in PC12-Zellen. 7.Tagung “Mechanismen der Zell- und

Gewebeschiadigung”, Weinheim, Germany (2000)

S.Keck, T.Grune, O.Ullrich. Protein turnover and oxidative stress —
applications to the tau protein. 1% Meeting ”Cellular Mechanisms of

Alzheimers disease.”, Eibsee, Germany (2000)

O.Ullrich. Prevention of secondary neuronal damage by targeting microglial
PARP-dependent signaling. 96.Versammlung der Anatomischen Gesellschaft,
Miinster, Germany (2001)

O.Ciftci, O.Ullrich, C.A.Schmidt, A.Diestel, R.Hass PARP-associated
proteasome activation represents a possible target within chemotherapeutic

defense mechanisms developed by leukemia cells. 13™ International

Conference on ADP-Ribosylation reactions, New York, USA (2001),
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7.2.5 Beitrage auf internationalen und nationalen Konferenzen (Abstracts)

1. O.Ullrich, T.Grune, W.Henke, K.Jung, W.G.Siems. The effect of the lipid
peroxidation product 4-hydroxynonenal on respiratory parameters of isolated
rat kidney cortex mitochondria. Critical Aspects of Free radicals in

Chemistry, Biochemistry and Medicine, Vienna, Austria, 1993

2. O.Ullrich, K.Lehmann, T.Grune, W.G.Siems, H.Huser, H.Kroger, W.Ehrlich.
Inhibition of the poly(ADP-ribosyl)ation by physiological concentrations of
the lipid peroxidation product 4-hydroxynonenal in rabbit synovial fibroblasts.

Cellular Oxidants Conference, Queenstown, New Zealand, 1994

3. O.Ullrich, T.Grune, W.G.Siems. Metabolism of 4-hydroxynonenal in
mitochondria. 7th Biennal Scientific Meeting of the International Society for
Free Radical Research, Sydney, Australia, 1994

4. O.Ullrich, W.G.Siems, K.Lehmann, H.Huser, W.Ehrlich, T.Grune.
Interactions of 4-hydroxynonenal and poly-ADP-ribose in a cell model of
rheumatoid arthritis. 8th Biennal Scientific Meeting of the International

Society for Free Radical Research, Barcelona, Spain (1996)

5. O.Ullrich, T.Grune. Activation of the 20S proteasome by poly-ADP-
ribosylation and free ADP-ribose in isolated nuclei of K562 human
hematopoietic cells. International Symposium on Free Radicals in Medicine

and Biology, Udaipur, India (1997)

6. O.Ullrich, N.Sitte, T.Grune. Detachment of histones from DNA and increased
proteolytic susceptibility by the 20S proteasome after oxidative stress.

International Symposium on Free Radicals in Medicine and Biology, Udaipur,

India (1997)

7. O.Ullrich, T.Grune. Detection of 8-hydroxydeoxyguanosine in K562 human
hematopoietic cells by high performance capillary electrophoresis.
International Symposium on Free Radicals in Medicine and Biology, Udaipur,

India (1997)

8. T. Grune, N.Sitte, O.Ullrich. Stability of histones after oxidative stress.
Gorden Research Conference “Oxygen Radicals in Biology”, Ventura,

California, USA (1998)

9. T.Grune, N.Sitte, O.Ullrich. Poly-ADP-ribose mediated regulation of the 20S
proteasome. Annual Meeting of the Oxygen Club of California - 98 World
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

Congress “Oxidants and Antioxidants in Biology”, Santa Barbara, California,

USA (1998)

O.Ullrich, T.Grune. Poly(ADP-ribosyl)ation-regulated degradation of
histones by the 20S proteasome after oxidative stress. Autumn Meeting of the

Society for Biochemistry and Molecular Biology (GBM), Jena, Germany
(1998)

O.Ullrich, T.Grune. Proteasomal histone degradation in K562 cells after
oxidative stress. Sth Annual Meeting of the Oxygen Society, Washington D.C.,
US4 (1998)

O.Ullrich, N.Sitte, T.Grune. Inhibition of the 20S proteasome by DNA-
histone-crosslinks. 5th Annual Meeting of the Oxygen Society, Washington
D.C., USA (1998)

P.Meyer-Kuckuk,  O.Ullrich, T.Grune, @ M.Schweiger. = Poly(ADP-
ribosyl)transferase interacts with the 20S proteasome complex in vitro. 5 th

Annual Meeting of the Oxygen Society, Washington D.C., USA (1998)

K.Kriamer, P.P.Hoppe, U.Oberfrank, T.Grune, O.Ullrich, N.Sitte, W.G.Siems.
Balance between (n-3) PUFA and vitamine E in eggs. Annual Meeting of the
Oxygen Club of California - '98 World Congress, Santa Barbara, California,
US4 (1999)

O.Ullrich, I.Bechmann, B.Steiner, M.Homberg, R.Hass, R.Nitsch. Enhanced
degradation of oxidatively modified proteins by activated microglia in a
proteasome- and PARP-dependent pathway. Berlin Neuroscience Forum,

Bogensee, Germany (1999)

16. M.Schrimpf, O.Ullrich, H.Ott. Effect of a 40 hour-sleep deprivation on the

EEG and performance during a vigilance task. Berlin Neuroscience Forum,

Bogensee, Germany (1999)

17. R.Hass, O.Ullrich, D. Bichner. Astrocytes induce differentiation and GFAP

expression in human promonocytic cells. Berlin Neuroscience Forum,

Bogensee, Germany (1999)

18. O.Ullrich, M.Homberg, [.Bechmann, B.Steiner, R.Nitsch. Antioxidativer

Schutz aktivierter BV-2 Mikrogliazellen aufgrund des proteasomalen Abbaus
oxidierter Proteine. [16. Arbeitstagung der Deutschen Anatomischen

Gesellschaft in Wiirzburg, Germany (1999)
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19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

O.Ciftci, O.Ullrich, R.Hass. High malignancy in human leukemic cells is
associated with increased proteasome activity after oxidative stress and
requires PARP. Gemeinsame  Jahrestagung der  Deutschen  und
Osterreichischen Gesellschaften fiir Hdimatologie und Onkologie, Jena,

Germany (1999)

O.Ullrich, I.Bechmann, B.Steiner, M.Homberg, R.Hass, R.Nitsch. Turnover
of oxidatively-damaged proteins in BV-2 microglia cells is proteasome-
dependent and linked to its activation state by poly(ADP-ribose)polymerase.
29th Annual Meeting of the Society for Neuroscience, Miami, USA (1999)

A.Selle, O.Ullrich, R.Hass. Functional active poly(ADP-ribosyl)transferase
upregulates nuclear protein turnover during retrodifferentiation of human
U937 myelomonocytic leukemia cells. 3th Joint Meeting of the German
Signal Transduction Society, Berlin, Germany (1999)

O.Ciftci, O.Ullrich, R.Hass. Regulation of protein degradation after oxidative
stress in different states of malignancy of human U937 myelomonocytic
leukemia cells. 3th Joint Meeting of the German Signal Transduction Society,
Berlin, Germany (1999)

O.Ullrich, P.Mayer-Kuckuk, T.Grune, R.Hass. Regulation of the nuclear 20S
proteasome after oxidative stress. 3 Joint Meeting of the German Signal

Transduction Society, Berlin, Germany (1999)

O.Ullrich, A.Diestel, I.Eylipoglu, R.Nitsch. Microglia activation and
migration towards sites of excitotoxic neuronal injury requires functional
active poly-ADP-ribose polymerase. Anatomy 2000 Tripartite Meeting,
Cambridge, UK (2000)

O.Ullrich, A.Diestel, I.LEyiipoglu, R.Nitsch. Functional involvement of poly-
ADP-ribose-polymerase in microglia activation, antioxidative defence and
migration towards sites of exicitotoxic neuronal injury. /7. Arbeitstagung der

Anatomischen Gesellschaft, Wiirzburg, Berlin, Germany (2000)

26. O.Ullrich, A.Diestel, R.Nitsch and F.Zipp. Microglia activation by cholesterol

oxides in the cerebrospinal fluid of patients with multiple sclerosis. 30th

Annual Meeting of the Society for Neuroscience, New Orleans, USA (2000)

27. A.Diestel, L.Eyiipoglu, R.Nitsch, O.Ullrich. Functional involvement and

signalling of poly-ADP-ribose-polymerase in microglia activation and
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28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

migration towards sites of exicitotoxic neuronal injury. 30th Annual Meeting

of the Society for Neuroscience, New Orleans, USA (2000)

O.Ciftci, O.Ullrich, R.Hass. PARP-dependent proteasome activation in
human leukemic cells after adriamycin treatment. 4" Joint Meeting of the

German Signal Transduction Society, Berlin, Germany (2000)

E.Kwidzinski, S.Peter, O.Ullrich, U.Gimsa, F.Zipp, R.Nitsch, [.Bechmann.
Expression und Regulation der IDO (Indolamin-2,3-Dioxygenase) im ZNS.
96.Versammlung der Anatomischen Gesellschaft, Miinster, Germany (2001)

O.Ciftci, O.Ullrich, R.Hass. Proteasome activation by poly-ADP-ribose-
polymerase is involved in potential protection mechanisms in oxidatively-

stressed human myelomonocytic cells. 13" International Conference on ADP-

Ribosylation reactions, New York, USA (2001)

S.Keck, R.Nitsch, T.Grune, O.Ullrich. Proteasome inhibition by paired helical
filaments (PHFs) in brains of patients with Alzheimer's disease. 18" Biennal

Meeting of the International Society for Neurochemistry, Buenos Aires,

Argentina (2001)

A.Diestel, R.Nitsch, O.Ullrich. Prevention of secondary neuronal damage by
microglial PARP-1 inhibition. 3/th Annual Meeting of the Society for
Neuroscience, San Diego, USA (2001)

S.Keck, R.Nitsch, T.Grune, O.Ullrich. Paired helical filaments (PHFs)
interact with the proteasome in brains of patients with Alzheimer’s disease.

31th Annual Meeting of the Society for Neuroscience, San Diego, USA (2001)

O.Ullrich, A.Diestel, R.Nitsch. Cholesteroloxid-vermittelte Aktivierung und
Migration von Mikrogliazellen durch exzitotoxisch geschadigte Neurone. /8.

Arbeitstagung der Anatomischen Gesellschaft, Wiirzburg, Germany (2001)

O.Ciftci, A.Diestel, C.A.Schmidt, R.Hass, O.Ullrich. PARP-vermittelte
Proteasomaktivierung bei Chemotherapie-assoziierten Resistenzmechanismen
in Leukdmiezellen. [8. Arbeitstagung der Anatomischen Gesellschaft,
Wiirzburg, Germany (2001)

A.Diestel, I.Hike, O.Aktas, R.Nitsch, F.Zipp, O.Ullrich. Mikroglia-
Aktivierung durch oxidierte Cholesterole im Liquor cerebrospinalis von

Patienten mit Multipler Sklerose. 8. Arbeitstagung der Anatomischen
Gesellschaft, Wiirzburg, Germany (2001)
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37. S.Keck, R.Nitsch, T.Grune, O.Ullrich. Proteasom-Hemmung durch PHFs im
Hirn von Patienten mit Alzheimer-Erkrankung. [8. Arbeitstagung der

Anatomischen Gesellschaft, Wiirzburg, Germany (2001)

38. A.Sclle, O.Ullrich, R.Hass. Retrodifferentiation of human leukemic cells is
mediated by poly-ADP-ribose-polymerase. 5" Joint Meeting of the German
Signal Transduction Society, Weimar, Germany (2001)

39. O.Ullrich, A.Diestel, I.Eyilipoglu, R.Nitsch. Neuroprotection by
downregulation of microglial PARP-1 and CDIlla expression. 5™ Joint

Meeting of the German Signal Transduction Society, Weimar, Germany

(2001)

40. O.Ullrich, A.Diestel, I.Eyiipoglu, R.Nitsch. A new mechanism to protect
neurons from secondary damage by microglial PARP-1 inhibition. Ernst-

Schering-Research-Foundation-Workshop, Berlin, Germany (2001)
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7.3 Stipendien und Preise

Fellowship of the Ernst-Schering-Research Foundation
Ernst-Schering-Research-Foundation, 1996

First Prize (Young Investigator Award)

International Symposium on Free Radicals in Medicine and Biology, India, 1997
Karl-Asmund-Rudolphi-Preis

Humboldt-Universitdt Berlin, 2000

Karl-Asmund-Rudolphi-Preis

Humboldt-Universitdt Berlin, 2001

Wolfgang-Bargmann-Preis

Anatomische Gesellschaft, 2002
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7.4 Lehre

7.4.1 Lehrerfahrung

WS 1998/1999

SS 1999

WS 1999/2000

SS 2000

WS 2000/2001

SS 2001

WS 2001/2002

Kursus der makroskopischen Anatomie (Préparierkurs)

Kursus der Neuroanatomie (Hirnkurs)

Kursus der mikroskopischen Anatomie

Seminar ,,Anatomie mit klinischen Beziigen*

Kursus der makroskopischen Anatomie (Préparierkurs)
Kursus der Neuroanatomie (Hirnkurs)
Teile der Hauptvorlesung Anatomie [

Neuroanatomie fiir Neurologen, Neurochirurgen und Psychiater

Kursus der mikroskopischen Anatomie

Seminar ,,Anatomie mit klinischen Beziigen*

Kursus der makroskopischen Anatomie (Praparierkurs)
Kursus der Neuroanatomie (Hirnkurs)

Neuroanatomie fiir Neurologen, Neurochirurgen und Psychiater

Kursus der mikroskopischen Anatomie

Seminar ,,Anatomie mit klinischen Beziigen*

Kursus der makroskopischen Anatomie (Préparierkurs)
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7.4.2 Personliche Ergebnisse innerhalb der Lehrevaluation der Charité

Wintersemester 2000/2001

Kursus der Makroskopischen Anatomie

Kursus Neuroanatomie

Ranking innerhalb des Instituts fiir Anatomie

Ranking innerhalb aller Dozierender der Vorklinik

Karl-Asmund-Rudolphi-Preis fiir die beste

vorklinische Lehre

Sommersemester 2000

Kursus der Mikroskopischen Anatomie

3

Seminar ,,Anatomie mit klinischen Beziigen®

Ranking innerhalb des Instituts fiir Anatomie

Wintersemester 1999/2000

Kursus der Makroskopischen Anatomie

Kursus Neuroanatomie

Ranking innerhalb des Instituts fiir Anatomie

Ranking innerhalb aller Dozierender der Vorklinik

Karl-Asmund-Rudolphi-Preis fiir die beste

vorklinische Lehre

Durchschnittsnote: 1,08

535 Einzelbewertungen

Durchschnittsnote: 1,15

240 Einzelbewertungen
Platz 1

Platz 1

Durchschnittsnote: 1,55

526 Einzelbewertungen

Durchschnittsnote:1,52

124 Einzelbewertungen

Platz 1

(von 24 Dozierenden)

Durchschnittsnote: 1,07

546 Einzelbewertungen

Durchschnittsnote: 1,36

319 Einzelbewertungen

Platz 1

(von 24 Dozierenden)

Platz 1
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Sommersemester 1999

Kursus der Mikroskopischen Anatomie Durchschnittsnote: 1,77

Seminar ,,Anatomie mit klinischen Beziigen*

35 Einzelbewertungen

3

keine Evaluierung
Keine Evaluierung, da zu

wenig Einzelbewertungen

Ranking innerhalb des Instituts fiir Anatomie Platz 2

(von 26 Dozierenden)

Wintersemester 1998/1999

Kursus der Makroskopischen Anatomie Durchschnittsnote: 1,60

485 Einzelbewertungen

Kursus Neuroanatomie Durchschnittsnote: 1,22

102 Einzelbewertungen

Ranking innerhalb des Instituts fiir Anatomie Platz 2

(von 25 Dozierenden)

7.5 Drittmittel

1996 — 1998 Fellowship of the Ernst-Schering-Research Foundation

2000 -2002  DFG-Schwerpunkt  “Zellulire = Mechanismen  der  Alzheimer-
Erkrankung” mit dem Projekt “Turnover and posttranslational
modification of tau in hippocampal neurons during oxidative stress”
(UL 177/2-1)

Seit 2002 SFB 507 (Die Bedeutung nicht-neuronaler Zellen bei neurologischen

Erkrankungen), Teilprojekt C6 ,Mikrogliaaktivierung  durch

geschidigte Neurone: Signalwege oxidativ modifizierter Lipide*

103



7.6 Wissenschaftlicher Werdegang

1989 — 1996
1990 — 1994
1991 — 1993
1994

1994 — 1996

Studium der Humanmedizin an der Freien Universitiat Berlin
Studium der Biochemie an der Freien Universitit Berlin

Wissenschaftliche Ausbildung in den Arbeitsgruppen:

Priv.-Doz. Dr.med. W. Siems, Institut fiir Biochemie der Charité
Dr. W. Henke, Abt. fiir experimentelle Organstransplantation der
Charité, Krankenhaus Friedrichshain

Prof. Dr. E. Riedel, Institut fiir Biochemie der FU Berlin

Diplomarbeit im Fach Biochemie mit dem Titel ,,Wechselwirkungen des

zytotoxischen Lipidperoxidationsproduktes 4-Hydroxy-2,3-trans-
nonenal mit Mitochondrien: Mitochondrialer Metabolismus und
Beeinflussung mitochondrialer Funktionskriterien*

Betreuer:

Prof. Dr. E. Riedel, Institut fiir Biochemie

Priv.-Doz. Dr.med. W. Siems, Institut fiir Biochemie der Charité
Note: sehr gut

Anfertigung der Dissertation zum Dr.med. in den Arbeitsgruppen:
Prof. Dr. Dr. H. Kroger, Robert-Koch-Institut Berlin

Dr. W. Ehrlich, Robert-Koch-Institut Berlin

Prof. Dr. E. Conradi, Klinik fiir Physikalische Medizin der Charité
Thema: ,,Metabolische Wirkung des Lipidperoxidationsproduktes 4-
Hydroxynonenal auf die Poly-ADP-Ribosylierung in primiren
Synovialfibroblasten.*

Jahr der Promotion: 1998

Pradikat: summa cum laude
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1996 — 1998

Seit 1998

1998 — 1999

Seit 2000

Fellow der Ernst-Schering-Research-Foundation

Anfertigung der Dissertation zum Dr.rer.nat. in den Arbeitsgruppen:
Prof. Dr. E. Riedel, Institut fiir Biochemie der FU Berlin

Prof. Dr. Dr. M. Schweiger, Institut fiir Biochemie der FU Berlin
Priv.-Doz. Dr. T. Grune, Klinik fiir Physikalische Medizin der Charité
Internationale Kooperation: Prof. K. Davies, USC, Los Angeles, USA
Thema: ,,Funktion und Regulation des nukledren 20S Proteasoms beim
Abbau oxidativ geschédigter Histone in humanen K562 Zellen*

Jahr der Promotion: 1998

Pradikat: magna cum laude

Wissenschaftlicher Mitarbeiter in der AG Zell- und Neurobiologie des
Instituts fiir Anatomie der Charité (Prof. Dr. R. Nitsch)

Postdoc in der Arbeitsgruppe von Priv.-Doz. Dr. rer. nat. R.Hass

Arbeitsgruppenleiter in der Abteilung von Prof. Dr. R. Nitsch
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7.7 Eidesstattliche Erklirung

EIDESSTATTLICHE VERSICHERUNG

gemil Habilitationsordnung der Charité

Hiermit erklére ich, daf

keine staatsanwaltschaftlichen Ermittlungsverfahren anhéngig sind,

weder frither noch gleichzeitig ein Habilitationsverfahren durchgefiihrt
oder angemeldet wurde bzw. welchen Ausgang ein durchgefiihrtes

Habilitationsverfahren hatte;

die vorgelegte Habilitationsschrift ohne fremde Hilfe verfaflit, die
beschriebenen Ergebnisse selbst gewonnen wurden, sowie die
verwendeten  Hilfsmittel, die Zusammenarbeit mit anderen
Wissenschaftlerinnen oder Wissenschaftlern und technischen

Hilfskrédften und die Literatur vollstindig angegeben sind,

der Bewerberin oder dem Bewerber die geltende Habilitationsordnung

bekannt ist,

Dr.med. Dr.rer.nat. Oliver Ullrich
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