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|| Einleitung

1. Der Tumorsuppressor p53

Der Tumorsuppressor p53 besitzt eine zentrale Schlisselfunktion in der zellularen Antwort
auf genotoxischen Stress. Seine Aufgabe besteht darin, die genomische Stabilitdt zu
gewahrleisten und die Proliferation geschéadigter Zellen zu unterbinden. Dieses Ziel kann auf
unterschiedlichen Wegen erreicht werden. So vermittelt p53 bei leichten DNA-Sch&den einen
Zellzyklus-Arrest sowie die Aktivierung notwendiger DNA-Reparaturprozesse. Ist die
DNA-Schadigung jedoch irreparabel, so kann p53 einen irreversiblen Zellzyklus-Arrest
(zellulare Seneszenz) bewirken oder sogar den kontrollierten apoptotischen Zelltod
einleiten.” Aufgrund seiner zentralen Position in der zelluldren Reaktion auf DNA-Schaden ist
die Bedeutung von p53 flir die Tumorsuppression enorm. Daher verwundert es nicht, dass
sich 50% aller humanen Krebserkrankungen durch Mutationen im p53-kodierenden TP53-
Gen auszeichnen, welche zu einem nicht-funktionellen p53-Protein fuhren.?® In vielen der
Ubrigen Tumore wird die p53-Funktion durch Fehlregulierung der beteiligten Signalwege
dauerhaft eingeschrankt.?

In gesunden Zellen ist nur eine geringe Menge an p53-Protein vorhanden, da dieses einem
kontinuierlichen proteasomalen Abbau unterliegt. Die kurze Halbwertzeit des p53-Proteins
wird durch seine standige Ubiquitinierung gewahrleistet, welche hauptsachlich durch die E3
Ubiquitin-Ligase MDM2 (mouse double minute 2) in der Maus bzw. HDM2 (human double
minute 2) im Menschen vermittelt wird." Diese Ubiquitinierung wird bei zelluldrem Stress
unterbunden. Das stabilisierte und im Nukleus akkumulierte p53 agiert hauptsachlich als
homotetramerer Transkriptionsfaktor, welcher seine Zielgene als Aktivator oder Repressor
reguliert.”® Es wurden mehr als 150 Gene gefunden, die eine spezifische
p53-Bindungssequenz aufweisen. Sie sind unter anderem an der Induktion von Zellzyklus-

Arrest, DNA-Reparatur, Apoptose und zelluldrer Seneszenz beteiligt."*

1.1. Struktureller Aufbau

Das humane p53-Protein besteht aus 393 Aminosduren und weist mehrere funktionelle
Doménen auf (Abb.1). Der von sauren Aminosdure-Resten gepragte Aminoterminus
(N-Terminus) beinhaltet zwei Transaktivierungsdoméanen (TAD). Diese werden fir die
transkriptionelle Aktivierung der Zielgene von p53 benétigt. Die zweite TAD Uberlappt zudem
mit einer Prolin-reichen Doméne (PRD), welche sich durch eine Vielzahl an Interaktionen mit
anderen  Proteinen  auszeichnet. Neben  Transkriptionsfaktoren  binden  auch
Acetyltransferasen an den N-Terminus von p53."* Darlber hinaus findet hier auch die

transkriptionell inhibierende Bindung der E3 Ubiquitin-Ligase MDM2 statt.” Die zentrale
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Abb. 1: Doméanen des humanen p53-Proteins (verdndert iibernommen aus Olsson et al., 2007).4
TAD: Transaktivierungsdoméne; PRD: Prolin-reiche Doméne; DBD: DNA-Bindungsdomaéne; 4D:
Tetramerisierungsdoméne; CTD: C-terminale regulatorische Doméne; NES: Nukledres Exportsignal;
NLS: Nukleares Lokalisationssignal (insgesamt drei); AS: Aminosdure

DNA-Bindungsdoméane (DBD) des p53-Proteins ist fir seine sequenzspezifische Bindung an
entsprechende Promotor-Bereiche der Zielgene verantwortlich. Mehr als 90 Prozent der
p53-Mutationen betreffen diese Region. Der Carboxyterminus (C-Terminus) enthalt die
Tetramerisierungsdoméne (4D), welche fir die Homooligomerisierung von p53 benétigt wird
und dartiber hinaus ein nukledres Exportsignal (NES) aufweist.® AuRerdem verfugt p53 tiber
eine von basischen Aminosdure-Resten gepragte C-terminale regulatorische Doméane
(CTD), die drei nukledre Lokalisationssignale (NLS) beinhaltet."*

1.2. Zellzyklus-Kontrolle

Der p53-vermittelte Zellzyklus-Arrest nach DNA-Schadigung beruht im Wesentlichen auf der
Induktion von drei kritischen Zielgenen. Dabei handelt es sich um p21"VA""“""! (wild-type p53-
activated fragment 1 | CDK-interacting protein 1), 14-3-3c und GADDA45 (growth arrest and
DNA damage-inducible protein 45).>"" Abbildung 2 vermittelt zur Veranschaulichung einen
allgemeinen Uberblick Uber den Zellzyklus und seine Regulation durch verschiedene CDK
(cyclin-dependent kinase) | Cyclin-Komplexe.

Die Induktion des p21-kodierenden Gens cdknia (cyclin-dependent kinase inhibitor 1A)
durch p53 fuhrt vorwiegend zu einem G1-Arrest der Zelle, indem p21 die CDK/Cyclin-
Komplexe der G1-Phase inhibiert und dadurch ein Eintreten der Zelle in die S-Phase des
Zellzyklus verhindert."”> Durch die Einwirkung von p21 wird unter anderem die CDK-
vermittelte Phosphorylierung des Retinoblastoma-Proteins (pRb) gehemmt und dadurch
dessen Bindung an den Transkriptionsfaktor E2F aufrechterhalten, so dass die E2F-
abhangigen S-Phase-Gene nicht transkriptionell induziert werden kénnen.'?> Aber auch am
G2-Arrest, wie er in manchen Zellen bei DNA-Schaden anstelle eines G1-Arrestes auftritt, ist
p21 maRgeblich beteiligt."' In p21-defizienten Zellen ist bei genotoxischem Stress weder
ein G1- noch ein G2-Zellzyklus-Arrest moglich; stattdessen wird der kontrollierte Zelltod
eingeleitet."*"® Ausfihrliche Informationen zu p21 finden sich in Abschnitt 2. Die von p53
transkriptionell induzierten Proteine 14-3-3c und GADD45 verursachen bei anhaltender
DNA-Schadigung einen G2-Zellzyklus-Arrest.'®' 14-3-3¢ ist ein zytoplasmatisches

Geristprotein. Nach seiner Induktion durch p53 sequestriert es CyclinB1 und CDK1 im
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Abb. 2: Vereinfachte schematische Darstellung des Zellzyklus (verdndert enthommen aus
Schafer, 1998; erganzt nach Mittnacht, 1998) " Der Zellzyklus wird durch verschiedene
CDKI/Cyclin-Komplexe gesteuert. Es werden vier Zellzyklus-Phasen unterschieden. In der S-Phase
wird der DNA-Gehalt verdoppelt, in der M-Phase findet die Verteilung der Chromosomen mit
anschlielender Zellteilung statt, aus der zwei genetisch identische Tochterzellen hervorgehen. In den
Zwischenphasen G1 und G2 werden an mehreren Kontrollpunkten die Voraussetzungen fiir eine
fehlerfreie Zellteilung Uberpriift; gegebenenfalls wird ein Zellzyklus-Arrest zur Behebung aufgetretener
Fehler veranlasst. Ein alterungsbedingter oder durch irreparable DNA-Schaden herbeigefiihrter
irreversibler Zellzyklus-Arrest wird als zelluldre Seneszenz bezeichnet.

Bei terminal differenzierten Zellen kann der Zellzyklus nicht mehr durchlaufen werden und es findet
keine Zellteilung mehr statt. Dem gegeniiber kénnen ruhende Zellen, welche sich in der sogenannten
GO0-Phase befinden, bei entsprechenden Wachstumssignalen wieder in den Zellzyklus eintreten und
sich teilen. Werden die Wachstumsfaktoren entfernt, bevor die Zelle den Restriktionspunkt in der
spaten G1-Phase erreicht hat, so tritt sie wieder in die G0-Phase ein. Nach Uberschreiten des
Restriktionspunktes, an dem die CDK4,6/CyclinD- sowie CDK2/CyclinE-vermittelte Phosphorylierung
von pRb seine Bindung an den Transkriptionsfaktor E2F aufhebt, ist das Durchlaufen des Zellzyklus
unabhangig von der Anwesenheit von Wachstumsfaktoren.

Zytoplasma und verhindert dadurch deren Import in den Zellkern.?° Das Protein GADDA45 ist
fur die Destabilisierung der CDK1/CyclinB Komplexe verantwortlich.?"#

Der von p53 bewirkte temporédre Zellzyklus-Arrest als Reaktion auf DNA-schadigende Stimuli
ermdglicht der Zelle, die DNA-Schaden zu beseitigen. Hierzu leitet p53 die notwendigen
DNA-Reparaturprozesse transkriptionell ein.?*? Ist jedoch keine ausreichende Reparatur der
DNA mdglich, so kommt p53 auch in der Veranlassung eines irreversiblen Zellzyklus-
Arrestes, der zelluldren Seneszenz, eine Schlisselfunktion zu. Neben der Induktion von
PAI-1 (plasminogen activator inhibitor 1) ist die p53-vermittelte Expression des CDK-

Inhibitors p21 entscheidend, um die Zelle in die Seneszenz zu fuhren.?”*
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1.3. Apoptose

Beim Auftreten irreparabler DNA-Schédden kann p53 die Zelle wie oben beschrieben in die
Seneszenz fihren. Alternativ ist aber auch die Auslésung der Apoptose mdglich. Hierbei
handelt es sich um einen aktiven und in seinen Ablaufen genetisch festgelegten Zelltod. Eine
apoptotische Zelle zeichnet sich zunachst durch die Kondensation des Nukleus und des
Zytoplasmas mit intakt bleibenden Organellen sowie durch den Verlust der Zelladh&sion aus.
Im weiteren Verlauf findet eine Fragmentierung des Zellkerns statt und es kommt zur Bildung
membranumhdlliter Vesikel, den sogenannten apoptotischen Kérperchen. Da kein Zellinhalt
freigesetzt wird, kénnen apoptotische Zellen im Organismus durch Phagozytose beseitigt

werden, ohne dass eine Entziindungsreaktion erfolgt.*

Um die Funktionsweise von p53 und
die seiner transkriptionell regulierten Zielgene innerhalb des programmierten Zelltodes
einordnen zu kénnen, werden im folgenden die Schliisselprozesse der Apoptose
zusammenfassend erldutert.

Der apoptotische Zelltod kann grundsatzlich durch extrazellulare Liganden Uber den
Todesrezeptor-vermittelten extrinsischen Signalweg oder durch intrazelluldre Signale Uber
den Mitochondrien-vermittelten intrinsischen Signalweg induziert werden (s. Abb. 3).3"% Ein
wesentlicher Bestandteil im Ablauf des Apoptose-Programms ist die Aktivierung von
Proteinasen, die zur Familie der Caspasen (Cysteinyl Aspartat-spezifische Proteasen)
zahlen. Sie liegen in vitalen Zellen als inaktive Zymogene vor, den sogenannten
Procaspasen, und werden in apoptotischen Zellen innerhalb einer Kaskade durch
proteolytische Spaltung aktiviert. Die Initiator-Caspasen wie Caspase-8, -9 und -10 stehen
am Anfang dieser Kaskade und aktivieren die Effektor-Caspasen wie Caspase-3 und -7.
Diese inaktivieren unter anderem anti-apoptotische Proteine und bewirken sowohl direkt als
auch indirekt die Reorganisation zellularer Strukturen.®*>°

Beim extrinsischen Apoptose-Signalweg binden Liganden aus der Tumor-Nekrose-Faktor-
(TNF-) Familie spezifisch an membranstéandige Todesrezeptoren aus der Familie der TNF-
Rezeptoren und bewirken deren Trimerisierung. Uber die Bildung eines hochmolekularen
Aktivierungskomplexes aus verschiedenen Proteinen werden Caspase-8 und -10 aktiviert
und damit die Caspasen-Kaskade ausgeldst.’’ Der intrinsische Signalweg ist durch die
Permeabilisierung der aufleren Mitochondrienmembran und der damit verbundenen
Freisetzung von Cytochromc¢ und anderer Apoptose-fordernder Proteine aus dem
mitochondrialen Intermembranraum ins Zytoplasma gekennzeichnet.*® Das freigesetzte
Cytochrom ¢ bindet an das zytosolische Apaf-1 (apoptotic peptidase-activating factor 1),
welches daraufhin zu einem heptameren Rad-férmigen Komplex assembliert und Caspase-9
rekrutiert. In dem auf diese Weise entstandenen mehr als 1 Megadalton gro3en Apoptosom
wird Caspase-9 durch Autoproteolyse aktiviert und damit die Caspasen-Kaskade

ausgelost.>"3®
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Abb. 3: Schematische Darstellung der Apoptose-Signalwege (verdndert entnommen aus
Schafer und Kornbluth, 2006).39 Erldauternde Informationen zu den Signalwegen: s. Text.
Fas: Todesrezeptor aus der TNF-Rezeptor-Familie; FasL: Fas-Ligand; FADD (fas-associating protein
with death domain): Adapter-Protein zur Fas-vermittelten Caspasen-Aktivierung.

Die Kontrolle des intrinsischen Apoptose-Signalwegs obliegt den Mitgliedern der Bcl-2-
Proteinfamilie (Bcl: b-cell lymphoma), welchen der Besitz mindestens einer von insgesamt
vier Bcl-2-Homologiedoméanen (BH-Domanen) gemeinsam ist. Die Bcl-2-Familie wird in drei
Gruppen unterteilt: Die anti-apoptotischen Bcl-2-ahnlichen Proteine (u.a. Bcl-2, Bcl-x,
Mcl-1) stehen den pro-apoptotischen Multidomanen-Proteinen (u. a. Bak, Bax) und BH3-only
Proteinen (u. a. Bad, Bim, Puma, Noxa, Bid) gegenuber.40 Die Multidomé&nen-Proteine Bak
(Bcl-2 homolog antagonist / killer) und Bax (Bcl-2 antagonist X) sind in vitalen Zellen inaktiv,
durchlaufen jedoch in apoptotischen Zellen eine Konformationsanderung, oligomerisieren an
der auReren Mitochondrienmembran und bewirken hierdurch deren Permeabilisierung.*’ Die
Aktivierung von Bak und Bax ist vom Einfluss der BH3-only Proteine abhéangig; die anti-
apoptotischen Bcl-2-dhnlichen Proteine wirken der Aktivierung der Multidomanen-Proteine
entgegen.“o’42 Anhand ihrer Funktionsweise werden die BH3-only Proteine in Aktivatoren und
De-Repressoren unterteilt. Die Aktivatoren, zu denen u. a. Bim und Bid gezahlt werden,
aktivieren die Multidomé&nenproteine direkt, indem sie deren Konformationsédnderung
induzieren. Demgegeniber findet durch die De-Repressoren wie z.B. Puma
(p53-upregulated modulator of apoptosis) und Bad eine indirekte Aktivierung der

Multidom&nen-Proteine statt. Sie heben die inhibitorische Wirkung der anti-apoptotischen
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Bcl-2-ahnlichen Proteine auf, indem sie an diese binden und dadurch das zuvor gebundene
und inaktiv gehaltene Bak bzw. Bax verdrangen.*** Die BH3-only Proteine fungieren als
zelluldre Stress-Sensoren und stehen oberhalb der Caspasen-Kaskade. Sie unterliegen
einer Vielzahl an Aktivierungsmaéglichkeiten, die sich von Protein zu Protein unterscheiden.*
Bid stellt als einziges durch Caspasen-vermittelte Proteolyse aktiviertes BH3-only Protein
einen Sonderfall dar. Das aktive Spaltprodukt tBid (truncated Bid) ist essentiell fur die
Verknipfung des Todesrezeptor-vermittelten Signalwegs mit dem Mitochondrien-vermittelten
Signalweg und tragt zur Verstarkung des Apoptose-Signals bei.*®*’

Die genauen Mechanismen zur Aktivierung der Multidomanen-Proteine und die Vielzahl an
Interaktionen zwischen den verschiedenen Bcl-2-Familienproteinen sind noch nicht

vollstandig aufgeklart und Gegenstand aktueller Forschung.

1.3.1. Transkriptions-abhédngige p53-vermittelte Apoptose

Zu den von p53 transkriptionell induzierbaren Zielgenen zahlen unter anderem die
Todesrezeptoren CD95/Fas, DR4 und DR5 sowie Apaf-1 als Schlisselkomponente des
Apoptosoms.***° |nwiefern deren Regulierung durch p53 jedoch fiir die Auslésung der
Apoptose tatsdchlich von Bedeutung ist, konnte bisher noch nicht geklart werden. Essentiell
fir die p53-vermittelte Apoptose ist allerdings die Induktion bestimmter BH3-only Proteine,
welche hierdurch als zellulare Sensoren fiir DNA-Schaden agieren. So werden
beispielsweise Puma und Noxa nach DNA-Schéadigung in strenger Abh&ngigkeit vom

" und Zellen aus Puma- oder Noxa-defizienten Mausen

Transkriptionsfaktor p53 induzie
weisen eine erhohte Resistenz gegeniiber p53-abhingigen Apoptose-Stimuli auf.>**°
Dartber hinaus erhdht p53 die Expression des Multidoménen-Proteins Bax sowie des
BH3-only Proteins Bid und tragt damit zur Verstarkung des Apoptose-Signals bei.**"*

Es existiert eine Vielzahl an Studien mit der Fragestellung, welche p53-Zielgene tatsachlich
fur die Auslésung des apoptotischen Zelltodes benétigt werden. Die zum Teil
gegensatzlichen Ergebnisse lassen vermuten, dass der Bedeutungsgrad, der den einzelnen
an der p53-vermittelten Apoptose-Induktion beteiligten Zielgenen zukommt, sowohl vom

Zelltyp als auch von dem jeweiligen Stress-Stimulus abhangig ist.*®

1.3.2. Transkriptions-unabhéngige p53-vermittelte Apoptose

Seit einigen Jahren ist bekannt, dass p53 bei der Auslésung des apoptotischen Zelltodes
auch Transkriptions-unabh&ngig Apoptose induziert. Der am besten untersuchte
Transkriptions-unabhdngige Apoptose-induzierende Mechanismus betrifft die Interaktion von
p53 mit Proteinen der Bcl-2-Familie. Neben der Akkumulation von p53 im Zellkern findet

auch eine Translokation zu den Mitochondrien statt. Dort agiert p53 analog zu BH3-only



| Einleitung 7

Proteinen, indem es an pro- und anti-apoptotische Bcl-2-Familienproteine bindet und ihre
Funktion moduliert.*° Seine Interaktion mit Bak bewirkt dessen Freisetzung vom anti-
apoptotischen Mcl-1 (myeloid cell leukemia 1) mit anschlieBender Oligomerisierung, was zur
Permeabilisierung der &uBeren Mitochondrienmembran fiihrt.®' AuRerdem bindet und
inhibiert p53 Bcl-2 und Bcl-x. und verdrédngt dadurch Bax und auch Bid von diesen anti-
apoptotischen Proteinen, worauf ebenfalls die Oligomerisierung des Multidom&nenproteins
und die Freisetzung von Cytochrom ¢ aus dem mitochondrialen Intermembranraum folgt. %%
Sowohl die Interaktion von p53 mit Bak als auch jene mit Bcl-2 und Bcl-x. wird Uber
(groBtenteils konservierte) Sequenzen der DNA-Bindungsdomane vermittelt.®*¢%

Dieser Transkriptions-unabhdngigen Funktion von p53 an den Mitochondrien wird als
Erganzung zur Transaktivierung pro-apoptotischer Zielgene eine hohe Bedeutung fiir die
p53-vermittelte Apoptose-Induktion zugeschrieben.*®*®” Demgegentber stehen allerdings
Ergebnisse, die zeigen, dass die mitochondriale Translokation von p53 nicht nur in
p53-abhangigen Apoptose-Prozessen zu beobachten ist, sondern auch wéahrend des
p53-induzierten Zellzyklus-Arrestes. Darlber hinaus zeigte es sich, dass eine Mitochondrien-
spezifische p53-Expression im Gegensatz zur Kern-spezifischen Expression keine Apoptose
induzierte.®® Sehr wahrscheinlich spielen hierbei noch andere Faktoren eine Rolle, deren

Identitat aber noch unklar ist.

1.4. Regulierung von p53

Vor wenigen Jahren konnte erstmals gezeigt werden, dass transkriptionelle und
translationale Mechanismen zur Steuerung des p53-Proteins nach DNA-Schadigung
existieren.®*’® Hauptsachlich erfolgt die Modulierung der p53-Aktivitdt aber Uber die
verfliigbare Proteinmenge sowie Uber post-translationale Modifikationen des p53-Proteins.
Hierzu zahlen neben der Phosphorylierung und Acetylierung, welche in einer Vielzahl an
Studien und Mutationsanalysen untersucht wurden und bis heute Gegenstand der Forschung
sind, auch die Mono- und Poly-Ubiquitinierung, Sumoylierung, Neddylierung und
Methylierung (s. Abb. 4)."?*"" Es ist hierbei vermutlich von einer Art ,Strichcode-System*
auszugehen, d.h. die Gesamtheit der vorliegenden Modifikationen am p53-Protein ist
entscheidend fir die Stabilisierung und die zielgerichtete transkriptionelle Aktivitat von p53
und dem damit verbundenen Zellschicksal.”

MDM2 stellt die wichtigste p53-modifizierende E3 Ubiquitin-Ligase dar. Sie wird durch p53
transkriptionell induziert und ist somit Bestandteil einer negativen Feedback-Schleife zur
Selbstregulierung des p53-Proteins.* MDM2 vermittelt sowohl die Mono-Ubiquitinierung von
p53, welche seinen nukledren Export bewirkt, als auch die Poly-Ubiquitinierung, welche das
p53-Protein fur den proteasomalen Abbau kennzeichnet.”® Die Mono-Ubiquitinierung findet

vermutlich in ungestressten Zellen bei niedriger MDM2-Menge statt, um p53 unter Kontrolle
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Abb. 4: Zusammenfassung wichtiger post-translationaler p53-Modifikationen und der

beteiligten modifizierenden Proteine (enthommen aus Toledo und Wabhl, 2006).2 Die p53-
modifizierenden Proteine sind entsprechend der Art der Modifikation farblich gekennzeichnet.
Modifikationen: Phosphorylierung (P, orange), Acetylierung (A, griin), Ubiquitinierung (Ub, violett),
Methylierung (M, blau), Sumoylierung (SU, braun); Neddylierung (N, rosa). Sterne: 5 PXXP-Motive in
der PRD (P: Prolin; X: beliebige Aminosaure); L: Nukledres Lokalisationssignal; E: Nukleédres
Exportsignal; weitere Abklirzungen: s. Abb.1

zu halten. Demgegeniiber ist die Poly-Ubiquitinierung von p53 bei einem hohen MDM2-
Niveau wahrscheinlich ein wichtiges Mittel, um der Zelle in der spaten Phase der zellularen
Antwort auf genotoxischen Stress nach erfolgreicher Reparatur der DNA-Schéden einen
Wiedereintritt in den Zellzyklus zu erméglichen.” Hinsichtlich der Neddylierung von p53 kann
eine inhibierende Wirkung auf seine Funktion festgestellt werden,’* wahrend die
Sumoylierung eine Erhéhung der transkriptionellen Aktivitat in vitro erkennen lasst.”>"®
Dartber hinaus sind die Auswirkungen dieser Modifikationen aber noch gréftenteils

unverstanden.

1.4.1. Acetylierung

Die Mehrzahl der acetylierbaren Lysinreste von p53 liegt im C-terminalen Proteinbereich.
Ihre Acetylierung vermittelt Zelltyp-abhangig die Zielgenexpression und kénnte der
Ubiquitinierung von p53 entgegenwirken, da diese an den gleichen Stellen erfolgt."*"”” Die
Acetylierung von p53 scheint jedoch nicht limitierend fir seine Stabilisierung und

Transaktivitdt zu sein, sondern vielmehr seiner Feinregulierung zu dienen.”
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Die Modulierung der Aktivitdt von p53 unterliegt unter anderem den Histonacetyltransferasen
(HATs) p300, CBP (CREB-binding protein) und PCAF (p300/CBP-associated factor). Uber
die Histon-Acetylierung des Chromatins nehmen HATs einen bedeutenden Einfluss auf die
allgemeine Regulierung der Genaktivitdt, da die Transkriptionsrate in acetylierten
Chromatinbereichen erhéht ist. Im p53-Protein werden die Lysinreste 370, 372, 373, 381 und
382, welche in der CTD liegen, vom p300/CBP-Heterodimer acetyliert,” wahrend PCAF und
p300 bei DNA-Schaden durch UV- oder y-Strahlung die Lysine 305 und 320 im NLS
acetylieren.®>® AuRerdem agieren p300/CBP und PCAF als Co-Aktivatoren fiir die
p53-vermittelte Transkription;®® ob hier jedoch die Acetylierung von p53 eine Rolle spielt, ist
unklar.®* Die Acetylierung von Lys373 bewirkt eine bevorzugte Bindung von p53 an
Promotoren mit einer niedrigen p53-Bindungsaffinitdt. Zu diesen gehéren hauptsachlich
Zelltod-induzierende Gene wie z.B. Bax sowie p53AIP1 (p53-regulated apoptosis-inducing
protein 1), einem pro-apoptotischen Faktor, welcher die Freisetzung von Cytochrom ¢ aus
dem mitochondrialen Intermembranraum fordert.®® Darliber hinaus begiinstigt acetyliertes
Lys373 die Phosphorylierung N-terminal gelegener Aminosaure-Reste des p53-Proteins.?
Dem gegenliber bindet p53 mit acetyliertem Lys320 praferentiell an Promotoren mit einer
hohen p53-Bindungsaffinitdt und transaktiviert auf diese Weise Gene wie z.B. p21, welche
das Uberleben der Zelle gewahrleisten und fir einen Zellzyklus-Arrest benétigt werden.®>#°
Neben den C-terminalen Lysinresten befindet sich mit Lys120 auch in der zentralen DBD
eine Acetylierungsstelle. Deren Acetylierung wird durch MYST Acetyltransferasen vermittelt
und bewirkt eine bevorzugte Transkription pro-apoptotischer Zielgene.®®® Eine aktive
Deacetylierung von p53 erfolgt durch HDAC1- (histone deacetylase 1-) Komplexe sowie
durch Sir2a (silent information regulator 2c¢). Die Deacetylierung des p53-Proteins
vermindert die transkriptionelle Aktivierung seiner Zielgene und damit die Induktion von

Zelltod und Zellzyklus-Arrest.?’

1.4.2. Phosphorylierung

Fir das humane p53-Protein sind 23 Phosphorylierungs- und Dephosphorylierungsstellen
bekannt.? Dabei handelt es sich um Serin- und Threoninreste, welche sich hauptsachlich
innerhalb der N-terminalen TAD sowie der CTD befinden. Thr55 und Ser376 zahlen zu den
wenigen Aminosduren des p53-Proteins, welche in ungestressten Zellen konstitutiv
phosphoryliert vorliegen und bei DNA-Schaden nach ionisierender Strahlung
dephosphoryliert werden.®*® Die meisten Phosphorylierungsstellen werden nach Stress-
Signalen von Kinasen wie ATM (ataxia-telangiectasia mutated), ATR ataxia-telangiectasia
and Rad3 related), Chk1/2 (checkpoint kinase 1/2), CK1 (casein kinase 1), HIPK2
(homeodomain interacting protein kinase 2) und den Mitogen-aktivierten Proteinkinasen
(MAPKs) JNK (Jun N-terminal kinase), ERK1/2 (extracellular signal-regulated kinase 1/2)
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und p38 phosphoryliert. Dies hat im Allgemeinen eine Erhéhung der Protein-Stabilitdt sowie
der transkriptionellen Aktivitdt von p53 zur Folge und beeinflusst seine Promotor-
Bindungsspezifitéit.1 Allerdings wird die Relevanz der einzelnen Phosphorylierungen fiir die
Stabilisierung und Aktivierung von p53 bis heute kontrovers diskutiert. So zeigen
Uberexprimierte Phosphorylierungs-defiziente p53-Mutanten, welche bis zu 12 Mutationen
tragen (Serin/Threonin zu Alanin), in einigen Studien keine Veradnderungen hinsichtlich ihrer
Stabilisierung und ihrer transkriptionellen Aktivitat.”** Die zellulare Stressantwort
unterscheidet sich hier nicht von jener in Zellen mit Wildtyp-p53. Méglicherweise ist jedoch
die extreme Uberexpression der p53-Mutanten in solchen Studien problematisch, da diese
zumeist weit oberhalb physiologischer Bedingungen liegt. AuRerdem verdeutlichen zum Teil
gegensatzliche Ergebnisse unterschiedlicher Studien, dass die Auswirkung solcher
Mutationen auf die zelluldre Stressantwort sowohl vom Zelltyp als auch von der Art des
Stress-induzierenden Stimulus abhangt.* Die Bestimmung der funktionellen Bedeutung und
Relevanz der verschiedenen p53-Phosphorylierungen wird aulerdem durch das Vorliegen
einer zweifachen Redundanz erschwert. So kann eine einzelne Phosphorylierungsstelle von
mehreren Kinasen phosphoryliert werden und eine bestimmte Kinase wiederum kann

mehrere Serin/Threonin-Reste innerhalb des p53-Proteins phosphorylieren (s. Abb. 4).2

Die in der TAD liegenden Phosphorylierungsstellen Ser15, Thr18 und Ser20 befinden sich
innerhalb oder zumindest nahe der Bindungsregion von MDM2."% Ser15 wird u. a. von ATM
in der frilhen Zellantwort auf Gamma-Strahlung phosphoryliert.”" Die p53-vermittelte
Transkriptions-abh&ngige Induktion von Zellzyklus-Arrest und Apoptose ist mit der
Phosphorylierung von Ser15 in Verbindung gebracht worden; ob sie jedoch auch die

%8100 Zgllen, welche

Interaktion zwischen MDM2 und p53 beeinflusst, ist unklar.
ausschlie3lich die entsprechende Phosphorylierungs-defiziente p53-Mutante (S15A)
exprimieren, zeigen eine reduzierte Apoptose-Sensitivitdt gegeniber DNA-schadigenden
Stimuli, die vermutlich auf die verminderte transkriptionelle Induktion von Puma
zuriickzuftihren ist.’""%? Auch treten bei der S15A-Mutante Defekte in der Induktion von
Noxa, p21 und 14-3-3c auf, wohingegen die Transaktivierung beispielsweise von Bax und
Apaf-1 in den gleichen Studien unbeeinflusst bleibt.’°"'% Die Ser15-Mutation hat also einen
Promotor-spezifischen Effekt auf die transkriptionelle Aktivitdt von p53. Die
Phosphorylierungen von Thr18 und Ser20 finden in einer spateren Phase der zelluldren
Antwort auf genotoxischen Stress statt und sind auf die vorhergehende Phosphorylierung
von Ser15 angewiesen. Sie wirken der MDM2-Bindung an p53 und damit dessen
Ubiquitinierung ~ entgegen.*  Tatsachlich scheint die  Chk1/2-vermittelte ~ Ser20-
Phosphorylierung kritisch fir die Stabilisierung von p53 bei genotoxischem Stress zu sein, da

p53 in y-bestrahlten Chk2-defizienten Zellen nicht stabilisiert wird.'® Jedoch reicht die
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Mutation von Ser20 zu Alanin nicht aus, um in UV- oder y-bestrahlten Zellen die
p53-Stabilisierung zu beeintrachtigen.’ Die Mutation nimmt hier keinen Einfluss auf die
zelluldre Stressantwort und veradndert weder die Menge des an p53 gebundenen MDM2
noch die transkriptionelle Induktion von MDM2 und p21."™ Folglich kann die

Phosphorylierung von Ser20 allein nicht die Bindung von MDM2 an p53 verhindern.

Ser46 wird u. a. von HIPK2 sowie nach UV-Strahlung von p38 MAPK phosphoryliert.'%%
Dadurch wird die Promotor-Bindungsspezifitdt von p53 beeinflusst und es werden solche
Zielgene transkriptionell induziert, die an der Auslésung der Apoptose beteiligt sind.
Insbesondere die transkriptionelle  Induktion von p53AIP1  h&ngt von der
Ser46-Phosphorylierung des p53-Proteins ab.'® Hinsichtlich der p53-Phosphorylierung an
Ser315 werden gegensatzliche Auswirkungen beschrieben. Zum einen wird bei
strahlungsinduzierten DNA-Schaden eine Erh6hung des p53-Transaktivierungspotentials
nach Ser315-Phosphorylierung beobachtet,’® zum anderen fordert die AuroraA-vermittelte
Phosphorylierung von Ser315 die MDM2-abhdngige Ubiquitinierung und damit den
proteasomalen Abbau von p53."° Auch die Phosphorylierung von Ser315 durch GSK-3p
(glycogen synthase kinase-38) als Reaktion auf ER- (endoplasmic reticulum) Stress fihrt
neben der zytoplasmatischen Lokalisation des p53-Proteins zu dessen Destabilisierung.'"’
Die aktivierende Phosphorylierung von Ser392 innerhalb der CTD wird insbesondere nach
UV-Strahlung durch CK2 (casein kinase 2) und p38 MAPK vermittelt.*

Trotz der Vielzahl an Veréffentlichungen zu den post-translationalen Modifikationen von p53
bleiben viele Fragen offen, da oft (scheinbar) gegensatzliche Beobachtungen beschrieben
werden und sich in vitro Ergebnisse zu dieser Thematik nur schwer oder gar nicht in vivo
verifizieren lassen. Auch kénnen in komplexen Organismen wie z.B. der Maus nicht alle auf
Einzel-Zell-Modellen beruhenden Beobachtungen bestéatigt werden. Die vorliegende Arbeit
beschaftigt sich zundchst mit dem Vergleich der Acetylierungs- und Phosphorylierungs-
muster von p53 in p21-exprimierenden seneszenten und p21-defizienten apoptotischen
Zellen. Insbesondere untersucht sie aber, ob sich die wesentliche Eigenschaft von p21,
Kinasen in ihrer Aktivitdt zu modulieren (s. Abschnitt 2.2 der Einleitung), auch hinsichtlich

p53-phosphorylierender Kinasen finden lasst.
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2. Der Cyclin-abhingige Kinase Inhibitor p21"/A""/c!

Das von dem Gen cdkn1a kodierte p21-Protein wurde von mehreren Forschungsgruppen
parallel auf verschiedenen Wegen entdeckt und daher zunachst unterschiedlich benannt. So
wurde es als p53-Zielgen WAF1, als CDK-Inhibitor CIP1 sowie als Sdi1 (senescent
cell-derived inhibitor 1), einem Inhibitor der DNA-Synthese in seneszenten Fibroblasten,
identifiziert.>'#'"? Die CDK-Inhibitor-Familie der CIP/KIP-Proteine, zu der p21 zahlt, umfasst
des Weiteren p27"'*' (CDK inhibitory protein 1; kodiert von cdkn1b)''*"** und p57"'F? (kodiert
von cdkn1c)''®"?
CDK-Inhibition vermittelt, haben die Mitglieder der CIP/KIP-Familie keine strukturellen

Gemeinsamkeiten. Dies weist auf unterschiedliche Regulationsmechanismen und

. Abgesehen von der homologen N-terminalen Region, welche die

Funktionen hin.""® Im Gegensatz zu den Genprodukten der INK4- (inhibitor of kinase 4)
Familie (p16™K*2, p15™NK4® p1gNKe ynd p19™NK*) der zweiten CDK-Inhibitor-Familie in
Metazoa, binden die CIP/KIP-Proteine nicht nur an CDKs, sondern an beide Untereinheiten
der CDK/Cyclin-Holoenzyme. Sie inhibieren Komplexe, an denen die Cycline A, B, D und E

beteiligt sind.""®

2.1. Struktureller Aufbau

Die Proteine der CIP/KIP-Familie haben keine festgelegte Konformation, sondern liegen in
ungebundener Form unstrukturiert vor und bilden erst bei ihrer Bindung an andere Proteine
eine spezifische Tertiarstruktur aus.'?*"'?® Diese strukturelle Flexibilitat ermdglicht zum einen
eine Regulierung der CIP/KIP-Proteine durch Struktur-beeinflussende Phosphorylierungen
und Protein-Protein-Interaktionen, zum anderen bietet sie aber auch die Mdglichkeit zur
Interaktion mit einer Vielzahl an Zielproteinen und damit zur Beeinflussung verschiedener
zellularer Prozesse.'" Das p21-Protein besteht aus 164 Aminosaduren. Es besitzt zwei
Cyclin-Bindungsmotive (Cy1 und Cy2), die jeweils das Motiv RXL (Arg-X-Leu) als zentralen
Bestandteil aufweisen, welches typisch fliir CDK/Cyclin-interagierende Proteine ist. Wéhrend
Cy1 N-terminal liegt, befindet sich Cy2 innerhalb des C-terminalen Bereiches (s. Abb. 5).'
Das N-terminale CDK-Bindungsmotiv (K) ist zusammen mit der zentral gelegenen 34¢-Helix
fur die CDK-Bindung verantwortlich. Der C-Terminus von p21 beinhaltet neben Cy2 ein NLS

sowie die PCNA-Bindungsdomane (Informationen zu PCNA: s. Abschnitt 2.2)."2>1%
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Abb. 5: Struktureller Aufbau des p21-Proteins und wichtige Phosphorylierungsstellen
(verindert entnommen aus Child und Mann, 2006)."** Cy1, Cy2: Cyclin-Bindungsmotive; K: CDK-
Bindungsmotiv; NLS: Nukledres Lokalisationssignal. Die angegebenen Kinasen dienen nur als
Beispiele.

2.2. Funktionen und Interaktionen

Die hauptsédchliche Funktion von p21 in der p53-vermittelten Zellantwort auf genotoxischen
Stress besteht in der Arretierung der Zelle in der G1- oder G2-Phase des Zellzyklus sowie in
der Induktion zellularer Seneszenz bei irreparablen DNA-Schaden. Dies geschieht zum
grof3en Teil Uber die Inhibition entsprechender CDK/Cyclin-Komplexe, an denen CDK1 (auch
bekannt als CDC2, cell division cycle 2), CDK2, CDK4 oder CDKG6 beteiligt sind. Die
Inhibition der katalytischen Aktivitat dieser CDKs ist auf die Blockierung der
ATP-Bindungsstelle durch Tyr77 der 3i-Helix von p21 zuriickzufuhren.'?*'® AuRerdem
verdréngt p21 mit der Bindung an die Cyclin-Untereinheit Uber seine Cy-Domé&nen solche
Substrate vom CDK/Cyclin-Holoenzym, welche Uber vergleichbare Cy-Domé&nen an dieses
binden."® Des Weiteren bindet p21 an PCNA (proliferating cell nuclear antigen), ein
wichtiges Hilfsprotein unter anderem fiir die DNA-Polymerasen & und ¢, und hindert dieses
an seiner Funktion bei der DNA-Synthese.’ So verdrangt p21 verschiedene fiir die DNA-
Replikation essentielle Proteine und ist aullerdem ein negativer Regulator PCNA-abhangiger
DNA-Reparaturprozesse.'®

Neben der Zellzyklus-arretierenden Funktion besitzt p21 jedoch auch ein grofRes
anti-apoptotisches Potential und kann auf diese Weise das Uberleben der Zelle sichern. So
erfolgt an den Mitochondrien die Bindung von p21 mittels seiner N-terminalen Doméane an
Procaspase-3, wodurch die Aktivierung dieser Effektor-Caspase verhindert wird.™"
AuRerdem inhibiert p21 durch direkte Interaktion die pro-apoptotische Kinase ASK1

131

(apoptosis signal regulating kinase 1),°" welche bei oxidativem Stress, ER-Stress sowie
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TNF-vermittelten Apoptose-Signalen die MAPKs JNK und p38 aktiviert.”*> Diese beiden
MAPKs kénnen durch p21 aber auch direkt inhibiert werden.'® Des Weiteren ist die
Inhibition Cyclin-abhéngiger Kinasen, welche innerhalb des Apoptose-Signalweges unterhalb
der Mitochondrien und oberhalb der Caspase-9 Aktivierung stehen, ein wichtiger Bestandteil
der anti-apoptotischen Wirkungsweise von p21."""3* Ein weiterer unerwarteter Aspekt der
p21-Funktion ist seine Mdéglichkeit, unter entsprechenden Umstanden Proliferations-férdernd
zu wirken. Wahrend grofle Mengen an nukledrem p21 durch CDK-Inhibition einen
transienten oder irreversiblen Zellzyklus-Arrest induzieren oder die Zelldifferenzierung
vorantreiben, zeichnet sich zytosolisches p21 durch die Férderung der Assemblierung von
CyclinD mit CDK4 oder CDK6 aus und vermittelt dariber hinaus die Translokation dieser
CDK/Cyclin-Komplexe in den Zellkern.'?*'313¢ Des Weiteren verhindert nukledres p21, wenn
es nur in geringen Mengen vorliegt, den Export von CyclinD1 aus dem Zellkern."’

Die vielfaltige Funktionsweise von p21 zeigt sich auch anhand seiner positiven und
negativen Regulationsmdglichkeiten der Genexpression. Die durch p21 regulierbaren Gene
sind an der Zellzyklus-Kontrolle, der DNA-Reparatur oder der Seneszenz-Induktion beteiligt
oder besitzen anti-apoptotische Funktionen.'® Es konnte zwar eine direkte Bindung von p21
an bestimmte Promotorsequenzen nachgewiesen werden,'® hauptsachlich findet jedoch
eine Interaktion mit Transkriptionsfaktoren und transkriptionellen Co-Aktivatoren statt. Auf
diese Weise kann p21 beispielsweise ausgewahlte E2F-Zielgene aktivieren oder

reprimieren. 38140141

Dies geschient nicht nur indirekt durch die Inhibition des
CDK/pRb-Signalweges (s. Abschnitt 1.2), sondern ist auch auf die direkte Bindung von p21
an den Transkriptionsfaktor E2F zuriickzufiihren.'**'*! Die Expression des Onkogens c-Myc,
welches an Zellzyklus-Kontrolle, Differenzierung und Apoptose-Induktion beteiligt ist und
u. a. die Expression von CDK2/CyclinE positiv reguliert, kann durch p21 gehemmt werden.'*
Auch zahlt c-Myc ebenso wie p300/CBP zu den Transkriptionsfaktoren, mit denen p21
interagiert."*'** Die Bindung von p21 an c-Myc inhibiert dessen transkriptionelle Aktivitat
und vermittelt wahrscheinlich einen Schutz vor c-Myc-induzierter Apoptose.’' Umgekehrt
besitzt c-Myc die Fahigkeit, als transkriptioneller Repressor die Expression von p21 zu

deprimieren.

Die zum Teil gegensétzlichen Funktionen von p21, welche vom zelluldren Kontext und den
jeweiligen Umstadnden abhangen, in der sich die Zelle befindet, verdeutlichen das sowohl
tumorsuppressive als auch onkogene Potential dieses Proteins.'”® Ein Teilaspekt der
vorliegenden Arbeit stellen Untersuchungen zur potentiellen Fahigkeit von p21 dar, als

Kinase-Inhibitor die Phosphorylierung des Tumorsuppressors p53 direkt zu beeinflussen.
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2.3. Regulierung von p21

Der CDK-Inhibitor p21 wird bei genotoxischem Stress von dem Tumorsuppressor p53
transkriptionell aktiviert (s. Abschnitt 1.2). In zellularen Differenzierungsprozessen hingegen
erfolgt seine Transaktivierung p53-unabhangig Gber eine Vielzahl an Transkriptionsfaktoren,
von denen Sp1 und Sp3 (z. T. in Kooperation mit p300 oder p300/CBP), BRCA1, E2F1 und
E2F3 nur einige Beispiele darstellen.'®'*® Aufgrund seines permanenten proteasomalen
Abbaus hat das p21-Protein eine kurze Halbwertzeit von 20 bis 60 Minuten.'® Die Erhéhung
der p21-Menge nach DNA-Schadigung geht zwar auf seine transkriptionelle Aktivierung
zurlick, doch ist fur die p21-Akkumulation auch der Schutz vor proteasomaler Degradation
notwendig. Mit der Bindung von WISp39 (WAF1/CIP1 stabilizing protein 39) an p21 wird das
Chaperon Hsp90 rekrutiert und dadurch das p21-Protein stabilisiert."® Auch die post-

147-149

transkriptionelle Regulation von p21 (ber RNA-bindende Proteine sowie durch den

Einfluss von mikroRNAs'*"*!

stellt einen wichtigen Aspekt der p21-vermittelten Signalwege
dar. Die Regulation des p21-Proteins auf post-translationaler Ebene erfolgt hauptsachlich
Uber die Phosphorylierung von Serin/Threonin-Resten sowie (ber Protein-Protein-
Interaktionen, welche Uber Stabilitét, subzelluldre Verteilung und Bindungsspezifitat von p21
entscheiden. Der proteasomale Abbau von p21 wird auf unterschiedlichen Wegen reguliert.
Liegt p21 in gebundener Form an CDK2/CyclinE bzw. A, CDK1/CyclinA bzw. B oder PCNA
vor, so dient die Ubiquitinierung des p21-Proteins als Markierung fir die proteasomale
Degradation.’ Es wurden bisher drei verschiedene E3 Ubiquitin-Ligasen identifiziert, die an
verschiedenen Punkten des normalen Zellzyklus fiir diese Ubiquitinierung zustandig sind.'
Fir p21, welches nicht an diese CDK/Cyclin-Komplexe oder an PCNA gebunden ist, wird
sein Abbau Ubiquitin-unabhangig durch eine direkte Interaktion der C-terminalen Domane

von p21 mit der C8a-Untereinheit des Proteasoms vermittelt.'?*"%2

Das p21-Protein besitzt mehrere fir seine Regulierung relevante Phosphorylierungsstellen
(s. Abb. 5). Thr57 liegt innerhalb der CDK-Bindungsdoméane von p21 und ist aulerdem
Bestandteil der Sequenzen, welche die Bindung an E2F-1'*, JNK'™® ASK1'™ und
TSG101™* vermitteln. Die Phosphorylierung von Thr57 spielt keine groRe Rolle hinsichtlich
des Einflusses von p21 auf die Aktivitat der CDK/Cyclin-Komplexe der G1-Phase,'®* doch ist
sie eng mit dem Ubergang der Zelle von der G2- in die M-Phase verkniipft. An dieser Stelle
des Zellzyklus kann neben einer erhdhten p21-Menge auch eine gesteigerte
Phosphorylierung von p21 an Thr57 nachgewiesen werden, fir die sich CDK2 verantwortlich
zeigt.">"%*"% Hierdurch wird die Bindungsfahigkeit von p21 an CyclinB1 erhéht und damit die
Aktivierung von CDK1/CyclinB1 gefordert.”® In diesem Kontext wirkt sich die Bindung von
p21 an den CDK/Cyclin-Komplex also vorantreibend auf den Zellzyklus aus. Diese nicht-

inhibierende Wirkung von p21 auf den CDK1/CyclinB1-Komplex schlieBt folglich eine
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Beteiligung der blockierenden 3ip-Helix an der Bindung aus. Auch GSK-3f vermittelt die
Phosphorylierung von Thr57, welche in diesem Zusammenhang allerdings mit einer
verringerten p21-Stabilitat korreliert.”>” Fir GSK-3p ist auBerdem nach der Aktivierung von
ATR mittels UV-Strahlung die Phosphorylierung von p21 an Ser114 beschrieben, welche
ebenfalls die Degradation von p21 induziert.”® Fur die MAPKs JNK1 und p38a ist in vivo die
Phosphorylierung von p21 an Ser130 gezeigt worden, welche mit einer Stabilisierung des
p21-Proteins einhergeht."® Ser130 wird dariiber hinaus aber auch von CDK2/CyclinE im
normalen Zellzyklus am Ubergang von der G1- zur S-Phase phosphoryliert, wodurch in
diesem Kontext seine Ubiquitinierung und die anschlieRende Proteolyse eingeleitet
werden."?*'® Erst kiirzlich wurde beschrieben, dass auch ERK2 die Phosphorylierung von
p21 an Ser130 sowie an Thr57 vermittelt, was nach einer Translokation des p21-Proteins
vom Nukleus ins Zytoplasma ebenfalls seinen Ubiquitin-abhdngigen proteasomalen Abbau

zur Folge hat.'®’

Auch die Phosphorylierung sowohl von Thr145 als auch von Ser153 férdert die
zytoplasmatische Lokalisation von p21.'* Thr145 liegt in unmittelbarer Ndhe zum NLS
(AS140-142) und wird durch AKT1/PKB (protein kinase B) phosphoryliert."®>'®® Hierdurch
wird die Interaktion von p21 mit Importin und damit seine nukledre Translokation
verhindert."™ In entsprechenden Mutationsstudien sind Phosphorylierungs-imitierende
p21-Mutanten (T145D, T145E) unabhangig von einer AKT-Aktivierung im Zytoplasma
lokalisiert, wohingegen die Phosphorylierungs-defiziente Mutante (T145A) trotz aktiver AKT1
verstarkt im Nukleus zu finden ist.'®® Diese Beobachtungen sind jedoch Zelltyp-spezifisch

163,165 Dies

und konnten nicht in allen untersuchten Zellsystemen bestatigt werden.
unterstreicht die wichtige kollaborierende Rolle der Phosphorylierung von Ser153 durch PKC
(protein kinase C) bei der Vermittlung der zytoplasmatischen Lokalisation von p21."®® Das an
den C-Terminus von p21 (AS145-164) bindende Calmodulin vermittelt zum einen den
nukledren Import von p21 und verhindert zum anderen seinen nukledren Export, indem es
Ser153 unzuganglich fir PKC macht.'®®'®” Die Phosphorylierung von Ser153 wiederum hat
eine starke Verminderung der Bindungsfahigkeit von Calmodulin an p21 zur Folge und
unterdriickt damit die p21-Translokation in den Nukleus.'®® Insgesamt férdert die AKT- und
PKC-vermittelte zytoplasmatische Lokalisation von p21 die Proliferation, indem CDKs und

PCNA nicht durch p21 inhibiert werden kénnen.
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Thr145 liegt ebenso wie Ser146 im minimalen PCNA-Konsensus-Bindungsmotiv
(QT+145S146MTDFY)'®®. Die Phosphorylierung von Thr145 durch AKT1 destabilisiert den
PCNA-p21-Komplex. Phosphorylierungs-imitierende p21-Mutanten kdnnen nicht mehr an
PCNA binden, wéhrend sich die Phosphorylierungs-defiziente Mutante durch eine
anhaltende starke PCNA-Bindung auszeichnet.'®® Entsprechende in vitro Untersuchungen
lassen fir AKT1 neben der bevorzugten Phosphorylierungsstelle Thr145 auch die
Phosphorylierung von Ser146 erkennen.'®®"'®® Diese beruht in vivo jedoch hauptsachlich auf
PKC, welche ihrerseits von AKT aktiviert wird.'®® Je nach zellularem Kontext kann nach der
Ser146-Phosphorylierung eine Stabilisierung (Phosphorylierung durch PKC8)'® oder eine

' von p21 beobachtet werden. Ob die

Destabilisierung (Phosphorylierung durch PKCZ)
Phosphorylierung selbst die Interaktion von p21 mit dem Proteasom beeinflusst, ist unklar.
Wie schon die Phosphorylierung von Thr145 beeintrachtigt auch die Phosphorylierung von
Ser146 sowie die ebenfalls von PKC vermittelte Phosphorylierung von Ser160 die Bindung
von p21 an PCNA.""" Auch die Bindung des Transkriptionsfaktors c-Myc an die
C-terminale Region von p21 veranlasst die Freisetzung von PCNA.""? Durch die
Einschrédnkung der p21-PCNA-Interaktion wird die DNA-Replikation und damit auch die

Zellproliferation geférdert.

Inwieweit die Phosphorylierung von Thr145 auch die inhibierende Bindung von p21 an CDK2
beeintrachtigt, ist mittels Uberexpression entsprechender Mutanten untersucht worden, was

162163 Ein allgemeines Problem bei

jedoch zu gegenséatzlichen Ergebnissen flhrte.
Uberexprimiertem p21 besteht allerdings in der Stérung des molaren Verhaltnisses von p21
zu seinen Interaktionspartnern, so dass die Gefahr artifizieller Ergebnisse gegeben ist."** Es
ist jedoch davon auszugehen, dass an Thr145 phosphoryliertes p21 unter physiologischen
Bedingungen aufgrund seiner zytoplasmatischen Lokalisation an der Interaktion mit CDK2-
Komplexen gehindert wird. Die Unfahigkeit der Phosphorylierungs-imitierenden p21-Mutante,
einen Zellzyklus-Arrest zu induzieren, stimmt mit dieser Annahme tberein."®® Darliber hinaus
férdert nach AKT-Aktivierung zytoplasmatisch lokalisiertes p21 erwartungsgemalR die

Assoziierung und damit die Aktivitat von CDK4/CyclinD1."%?

Insgesamt hangt die Auswirkung einer bestimmten p21-Phosphorylierung also vom Zelltyp,
dem zellularen Kontext und dem Expressionsgrad von p21 ab, was bei unterschiedlichen
Studien zu gegensatzlichen Ergebnissen filhren kann. In der vorliegenden Arbeit wird eine
neue p21-phosphorylierende Kinase vorgestellt und ihr Einfluss auf die Stabilitdt des

p21-Proteins untersucht.
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3. Die p90 ribosomalen S6-Kinasen (RSKs)

Namensgebend fir die p90 ribosomalen S6-Kinasen (RSKs) ist ihre urspriingliche
Entdeckung als Serin/Threonin-Kinasen, welche das S6-Protein der 40S ribosomalen

Untereinheit (rpS6) phosphorylieren.'”

Es wurden vier humane RSK-Gene (rsk1-4)
identifiziert, deren Proteinsequenzen zu 75-80% identisch sind."® Die Aktivierung der RSKs
erfolgt fast ausschlieBlich in Abhangigkeit der MAPKs ERK1 und ERK2."" Die mit den RSKs
strukturell verwandten Kinasen MSK1/2 (mitogen- and stress-activated kinase 1/2) kénnen
dartber hinaus auch von p38 MAPK direkt aktiviert werden.'”>"'"®

RSKs kénnen regulierend auf Transkriptions- und Translationsprozesse einwirken, sie sind
an Zellwachstum und Zellmotilitdt beteiligt und Uben wichtige Funktionen hinsichtlich
Proliferation und Uberleben der Zelle aus."” Dariiber hinaus ist aber noch relativ unbekannt,
welche spezifischen Funktionen den einzelnen RSK-Isoformen zukommen und welche
zelluldren Aufgaben ihnen gemeinsam sind. RSK1-3 weisen ein ubiquitares
Expressionsmuster auf, was eine gewisse funktionelle Redundanz vermuten l3sst.'”®
Allerdings unterscheiden sich die einzelnen Isoformen hinsichtlich ihres Expressionsgrades
in den unterschiedlichen Geweben, so dass auch spezifische Funktionen anzunehmen
sind."”® Dem gegenuiber kann die Expression von RSK4, welche allgemein deutlich geringer

ist als jene von RSK1-3, nur in spezifischen Gewebetypen nachgewiesen werden."”®

In der Entwicklung der Maus ist eine lokal und zeitlich unterschiedliche Expression von RSK1
und RSK3 festgestellt worden. So dominiert in der frihen Phase der Entwicklung des
Nervensystems, welche durch eine starke Zellproliferation gekennzeichnet ist, die Isoform
RSK1, wohingegen die zellulare Differenzierung in der spateren Entwicklungsphase von der
RSK3-Expression bestimmt wird."” RSK1 wird in der spateren Phase der
Gesamtentwicklung in solchen Geweben stark exprimiert, welche eine hohe
Proliferationsrate aufweisen, wie z.B. in der Leber, der Lunge und dem Darmepithel.177 Im
Gehirn einer adulten Maus ist die héchste RSK2-Expression in Strukturen mit hoher
synaptischer Aktivitdt zu finden, welche fir das Lernen und fir kognitive Fahigkeiten von
groRer Bedeutung sind.'” Analog zu dieser Beobachtung fiihrt der Verlust der RSK2-
Funktion beim Menschen zum Coffin-Lowry-Syndrom, einem X-chromosomal vererbten
Dysmorphiesyndrom  mit  mentaler  Retardierung.”®® Neben den  geistigen
Entwicklungsstdrungen treten bei dieser Krankheit Fehlbildungen des Skeletts, des Gesichts

und der Hande auf."®
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In ruhenden Zellen sind inaktive RSK1-3 hauptsachlich im Zytoplasma zu finden, doch
aufgrund ihrer Bindung an ERK1/2 ist auch eine gewisse nukledre Lokalisation zu

beobachten.'*

Nach entsprechender Stimulation der Zellen, beispielsweise durch
Wachstumsfaktoren, welche zur Aktivierung von ERK1/2 fihrt, werden die RSKs von diesen
aktivierend phosphoryliert. Fir RSK1-3 wurde eine anschlieBende Akkumulierung im
Nukleus beobachtet." Die Mechanismen der nukledren Translokation sind unbekannt, da
ausschlieRlich RSK3 tiber ein NLS verfigt, dessen Funktionalitat jedoch nicht bestétigt ist."®’
Die Anwesenheit aktiver RSK2 sowohl im Nukleus als auch im Zytoplasma weist auf eine
unterschiedliche subzelluldre Verteilung ihrer Substrate hin."* RSK4 unterscheidet sich
deutlich von den drei anderen Isoformen, da sie hauptsachlich zytosolisch vorliegt und
Wachstumsfaktor-unabhangig konstitutiv aktiv ist."”® Fur zytoplasmatische RSK1 ist gezeigt
worden, dass vor ihrer Akkumulierung im Nukleus eine Translokation zur Plasmamembran
stattfindet, die wahrscheinlich auf den Einfluss von ERK zuriickzufiihren ist."® An der
Plasmamembran erfolgt eine weitere Aktivierung von RSK1, wahrscheinlich vermittelt durch
eine bisher noch nicht identifizierte membransténdige Kinase. Eine N-terminal myristoylierte
und damit an die Plasmamembran rekrutierte RSK1-Mutante ist trotz fehlender funktioneller

ERK-Bindungsdomane dauerhaft aktiv.'®?

3.1. Struktureller Aufbau und Aktivierungsmechanismus

Die RSKs verfligen Uber zwei unterschiedliche funktionelle Kinasedomanen, welche durch
eine konservierte, etwa 100 Aminosduren lange regulatorische Linker-Region miteinander
verbunden sind (s. Abb. 6)."”® Die aminoterminale Kinasedomane (NTKD) gehért ebenso wie
beispielsweise PKA, AKT/PKB, PKC und die S6Ks zur AGC-Kinasefamilie. Sie katalysiert die
Phosphorylierung der RSK-Substrate und kann auf’erdem durch Autophosphorylierung die
Interaktion zwischen ERK und RSK regulieren, welche Uber eine spezifische C-terminale
ERK-Bindungssequenz, die D-Domane, erfolgt.'® Die carboxyterminale Kinasedomane
(CTKD) zahlt zur Familie der CaMK (Ca®"/calmodulin-dependent kinases), welche u. a. auch
AMPK (AMP-activated protein kinase) sowie die MAPK-aktivierten Proteinkinasen MK2 und
MK3 umfasst. Die einzige bekannte Aufgabe der CTKD ist die Aktivierung der NTKD durch

Autophosphorylierung."
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Abb. 6: Struktureller Aufbau und wichtige Phosphorylierungsstellen der humanen RSKs
(verdndert enthommen aus Cargnello und Roux, 2()11).183 NTKD: N-terminale Kinasedomane;
CTKD: C-terminale Kinasedoméne; D: D-Domé&ne (ERK-Bindungssequenz); NLS: Nukleares
Lokalisationssignal; AS: Aminosduren

Es sind vier Phosphorylierungsstellen beschrieben, welche fir die Aktivierung der RSKs
essentiell sind: Ser221, Ser363, Ser380 und Thr573 (die Nummerierung bezieht sich auf
humane RSK1)."2'8 Ser221 in der Aktivierungsschleife der NTKD sowie Ser363 im
Windungsmotiv und Ser380 im hydrophoben Motiv der Linker-Region liegen innerhalb von
Sequenzen, welche zwischen den verschiedenen AGC-Kinasen hochkonserviert sind.'® Die
Aktivierung der RSKs erfolgt in mehreren Phosphorylierungsschritten (s. Abb. 7). In
ruhenden Zellen liegen ERK1/2 und RSK als inaktiver Komplex aneinander gebunden vor.
Nach einem entsprechenden Stimulus phosphoryliert die aktivierte ERK Thr573 in der
Aktivierungsschleife der CTKD, welche daraufhin die Autophosphorylierung von Ser380 im
hydrophoben Motiv der Linker-Region katalysiert. Die Phosphorylierung von Ser380 kann
allerdings auch unabhangig von der CTKD erfolgen.”*'”” ERK phosphoryliert auRerdem
Ser363 im Windungsmotiv der Linker-Region. Durch die Phosphorylierung des hydrophoben
Motivs wird eine Bindungsdoméane fir die Kinase PDK1 (phosphoinositide-dependent protein
kinase 1) geschaffen. Die rekrutierte und aktivierte PDK1 phosphoryliert Ser221 in der

d.173’177 Das

Aktivierungsschleife der NTKD, wodurch diese vollstdndig aktiviert wir
Konsensusmotiv fur die Phosphorylierung der N-terminalen Aktivierungsschleife ist unter den
AGC-Kinasen hochkonserviert und PDK1 ist fiir die Aktivierung einer Vielzahl von AGC-
Kinasen essentiell,'”>'®® jedoch nicht fir die konstitutiv aktive RSK4."”° Am Beispiel der
RSK1 ist gezeigt worden, dass die NTKD die Autophosphorylierung von S732 nahe der
D-Domane vermitteln kann und damit die Freisetzung von ERK bewirkt, was eine reduzierte
RSK-Aktivitat zur Folge hat." Diese Deaktivierung durch die Freisetzung von ERK erfolgt

bei aktivierter RSK3 spater als bei aktivierter RSK1/2.""
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Abb. 7: Schematische Darstellung der RSK-Aktivierung (verédndert enthommen aus Anjum und
Blenis, 2008).173 Die Nummerierung der Phosphorylierungsstellen bezieht sich auf humane RSK1.
Abklrzungen: s. Abb. 6. Erlauternde Informationen: s. Text
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Als bisher einzige mit RSKs interagierende Phosphatase wurde PP2C?d (protein phosphatase
2C0) beschrieben, welche an alle vier humanen RSK-Isoformen bindet. Fir RSK2 konnte in
vivo eine Dephosphorylierung durch PP2C§ in Verbindung mit einer verminderten Kinase-
Aktivitat gezeigt werden.’®® ERK1/2 wiederum phosphorylieren PP2Cé und wirken damit
deren Bindung an RSKs entgegen.'”® AuRerdem findet innerhalb der aktivierten RSKs eine
Bindung der Linker-Region an die NTKD statt, welche die Kinase-Aktivitdt erhéht und
vermutlich Schutz vor einer Dephosphorylierung bietet.' Hierfur erfolgt eine Interaktion des
phosphorylierten hydrophoben Motivs sowie des phosphorylierten Windungsmotivs der

Linker-Region mit Phosphat-Bindungsstellen innerhalb der NTKD.'#%'%
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3.2. Funktionen und Substrate

Fir die RSKs wurden bereits zahlreiche Substrate beschrieben, deren Anzahl fortwahrend
steigt. Im Folgenden soll ein Uberblick Uber die zelluldre Bedeutung der RSKs gegeben und
eine Auswahl an RSK-Substraten prasentiert werden.

Fir RSK1 wurde eine deutliche Bevorzugung der Serin-Phosphorylierung gegeniber der
Threonin-Phosphorylierung nachgewies,en.191 Die insbesondere von der Aktivierung durch
ERK abhangigen RSKs scheinen Bestandteil einer negativen Feedback-Schleife zu sein und
kénnen sich in vivo blockierend auf ERK-vermittelte Differenzierungsprozesse auswirken. %
Die RSKs haben einen positiven Effekt auf die Translations-Initiation und die
Proteinsynthese. Zum einen vermitteln sie, wie ihr Name bereits verrdt, spezifische
Phosphorylierungen des S6-Proteins der ribosomalen 40S-Untereinheit, dessen
Phosphorylierung in somatischen Zellen jedoch hauptséachlich durch die p70 S6Ks reguliert
wird."® Zum anderen nehmen sie durch Phosphorylierungsprozesse auf unterschiedlichen
Ebenen direkt und indirekt Einfluss auf weitere Komponenten der Translations-
maschinerie."”®"” Hierzu zahlt auch die inhibierende Phosphorylierung von GSK-3p,
wodurch deren hemmende Wirkung auf den Translations-Initiationsfaktor elF2B aufgehoben

Wird.193,194

Die RSKs férdern das Uberleben der Zelle, indem sie sowohl pro-apoptotische Proteine
durch Phosphorylierung inaktivieren als auch die Expression anti-apoptotischer Proteine
indirekt Gber die Modifikation entsprechender Transkriptionsfaktoren erhéhen.'® So werden
das mitochondriale BH3-only Protein Bad und die pro-apoptotische Kinase DAPK
(death-associated protein kinase) durch RSKs inaktiviert. '>'%° Des Weiteren fordert die
RSK-vermittelte Phosphorylierung des BH3-only Proteins Bimg bzw. der Caspase-8, einer
Initiator-Caspase, welche erst kirzlich als RSK2-Substrat beschriebenen wurde, den
proteasomalen Abbau dieser pro-apoptotischen Proteine. '**'®” Dem gegentiber aktivieren
RSKs die Transkriptionsfaktoren NF-xB (nuclear factor kB) und CREB (cAMP response
element-binding protein) und veranlassen auf diese Weise die Transaktivierung

uberlebensfordernder Proteine.'””198:199

Nukledre RSK1/2 phosphorylieren und regulieren u. a. die Transkriptionsfaktoren SRF
(serum response factor)®*®®, CREB'®%"' und ERa (estrogen receptor )***. Auch fir ATF4,
einem CREB-Familien-Transkriptionsfaktor, der eine hohe Bedeutung fiir die Osteoblasten-
Differenzierung hat, ist die Phosphorylierung durch RSK2 nachgewiesen worden.?®
Genprodukte der .,immediate early® (IE)-Gene, also solcher Gene, deren Transkription
unmittelbar nach Stimulation der Zelle erfolgt, werden von den RSKs auf transkriptioneller

und translationaler Ebene reguliert. Hierzu zahlt c-Fos, dessen Transkriptions-Induktion tGber
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PDGF (platelet-derived growth factor) und IGF1 (insulin-like growth factor 1) im Menschen
und Uber EGF (epidermal growth factor) in der Maus nachweislich von RSK2 abhangt,
wahrscheinlich durch die Aktivierung des EIk1/SRF-Komplexes bzw. durch die
Phosphorylierung von CREB.?*?* AuRerdem wird c-Fos von RSK1/2 stabilisierend
phosphoryliert, wodurch sein Wachstums-férdernder Effekt erhoht wird."”*"” Auch das
IE-Genprodukt Nur77 wird durch RSK1-vermittelte Phosphorylierung reguliert. Die
Phosphorylierung der IE-Genprodukte durch RSKs erfolgt jedoch nur bei fortwahrender ERK-
und RSK-Aktivierung und bildet somit einen molekularen Sensor fur die nukledre Lokalisation
von ERK und RSK sowie fiir die Dauer und die Starke des Signals.'"’ Die aktivierende
Bindung von RSK1 an die transkriptionellen Co-Aktivatoren CBP und p300 kdénnte ein
Mechanismus zur Regulation von Transkriptionsfaktoren wie CREB, c-Fos und NF-xB

Sein.206,207

Die Beeintrachtigung der RSK-Funktion durch pharmakologische Inhibition oder siRNA
(small interfering RNA) fihrt bei verschiedenen humanen Krebszelllinien zu einer
Einschrénkung ihrer Proliferation. Zusammen mit der nachgewiesenen erhdhten Expression
von RSK1/2 in diesen Krebszelllinien deutet dies auf eine Proliferations-férdernde Funktion
der RSKs hin.?%? |n Ubereinstimmung mit dieser Erkenntnis wird die Proliferationsrate
durch die ektopische Expression von RSK2 erhéht. Zudem férdern RSK1/2 die
Zelltransformation und die Tumorgenese."””?"° Durch die transkriptionelle und translationale
Regulation des Transkriptionsfaktors c-Fos, welcher beim Ubergang von der G1- zur
S-Phase die Expression von CyclinD1 férdert, haben die RSKs einen stimulierenden Einfluss
auf den Zellzyklus und foérdern damit auch das onkogene Potential von c-Fos.'*?"
Zusatzlich phosphorylieren RSK1/2 den CDK-Inhibitor p27XF' und verhindern damit seine
Translokation in den Nukleus, da diese Phosphorylierung seine Bindung an das
zytoplasmatische 14-3-3 Protein bewirkt.?'? Die Ergebnisse, welche zur Funktion von RSK3
verdffentlicht wurden, sind gegensétzlich. Einerseits kann fir diese Isoform ein ebenfalls

' andererseits verhalt sich RSK3

positiver Effekt auf die Proliferation beobachtet werden,®
jedoch auch wie ein potentieller Tumorsuppressor, dessen Uberexpression die
Proliferationsrate in Ovarialkarzinomzellen durch die Induktion eines G1-Arrestes herabsetzt
und dartiber hinaus Apoptose fordert.?'® Es ist unklar, ob in diesem Fall eine negative
Feedback-Schleife auf den Ras/MAPK-Signalweg ausschlaggebend ist. Auch RSK4 besitzt
eine Tumorsuppressor-Funktion. Fir diese Isoform ist ein negativer Einfluss auf die
Proliferation wahrend der Embryogenese sowie eine Funktion im p53-vermittelten Zellzyklus-
Arrest beschrieben.?'?'> Des Weiteren zeigte eine Studie, dass die RSK4-Expression in
vielen Nieren- und Kolon-Karzinomzelllinien im Vergleich zu dem jeweiligen gesunden

Gewebe herunterreguliert ist.?'® In seneszenten Zellen wurde dagegen eine erhéhte Menge
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an endogener RSK4 nachgewiesen und die ektopische Uberexpression von RSK4 induzierte
pRb-abhangig zellulare Seneszenz, wahrend die gezielte RSK4-Inhibition zur
Immortalisierung humaner Fibroblasten fiihrte.?'® Erst kirzlich wurde von der gleichen
Arbeitsgruppe beschrieben, dass die tumorsuppressive RSK4-induzierte Seneszenz
p21-vermittelt ist.2'"” Doch ebenso wie fir RSK3 kann auch fiir RSK4 ein onkogenes Potential
nicht ausgeschlossen werden, da in Brustkrebszellen eine erhéhte RSK4-Expression

nachgewiesen wurde.?®

Bei den RSKs handelt es sich um eine Gruppe von Kinasen, deren zelluldare Bedeutung
ebenso Gegenstand aktueller Forschung ist wie die Suche nach neuen Substraten. Dabei
werden ganz unterschiedliche Bereiche wie Proliferation, Zellmotilitdt oder auch zellulare
Stressantworten berlicksichtigt. In der vorliegenden Arbeit wird ein neues RSK-Substrat mit
vielfaltigen zellularen Funktionen vorgestellt und die Bedeutung dieser neu beschriebenen

Interaktion auf zellularer Ebene untersucht.

4. Zielsetzung

Als Schlusselregulator bei der Vermittlung der zellularen Antwort auf genotoxischen Stress
ist der Tumorsuppressor p53 Gegenstand zehntausender Publikationen. Doch bis heute
konnten nicht alle Aspekte seiner post-translationalen Regulation gekléart werden, zumal
haufig Diskrepanzen zwischen in vitro Beobachtungen und in vivo Untersuchungen auftreten.
Im Rahmen der vorliegenden Dissertation sollten zunachst Acetylierungs- und Phospho-
rylierungsmuster von p53 bei der zellularen Entscheidung zwischen Apoptose und
Seneszenz nach ionisierender Bestrahlung untersucht werden. Hierbei fiel in dem
verwendeten Zellsystem ein Zusammenhang zwischen dem Phosphorylierungszustand des
p53-Proteins und der An- bzw. Abwesenheit des CDK-Inhibitors p21"A*""®""" quf. Daher sollte
im Folgenden die Mdéglichkeit einer direkten Modulierbarkeit p53-phosphorylierender Kinasen
durch das p21-Protein in einer in vitro Studie Uberprift werden. Des Weiteren wurde im
Rahmen der vorliegenden Arbeit bei Untersuchungen zum Einfluss der MAPKs auf zelluléare
Stressantworten ein Zusammenhang zwischen den ERK1/2-aktivierten RSKs und der
zelluldren p21-Proteinmenge aufgezeigt. Hieraus ergab sich die Fragestellung, ob es sich bei
p21 um ein bisher nicht beschriebenes RSK-Substrat handelt. Bei Bestatigung der RSKs als
p21-phosphorylierende  Kinasen sollte(n) im Anschluss die entsprechende(n)
Phosphorylierungsposition(en) identifiziet sowie die Auswirkung RSK-vermittelter

Phosphorylierung auf die p21-Stabilitét in vivo analysiert werden.
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IT Material und Methoden

1. Material

Chemikalien:

Chemikalien wurden, wenn nicht anders angegeben, von den Firmen Merck (Darmstadt),

Roth (Karlsruhe) und Sigma-Aldrich (Minchen) bezogen.

Tabelle 1: Kinase-Inhibitoren

Bezeichnung inhibierte Kinase Bezugsquelle

u0126 MEK1/2 Calbiochem / Merck

SB203580 p38 Calbiochem / Merck

JNK-Inhibitor | JNK Calbiochem / Merck

BI-D1870 RSK Division of Signal Transduction Therapy,

The University of Dundee (Schottland, UK)

Tabelle 2: Verbrauchsmaterialien

Material

Bezugsquelle

Einmal-Kivetten

Sarstedt, Nimbrecht

FACS-R6hrchen

BD Biosciences, Heidelberg

Gel Blotting Papier

Whatman® Schleicher & Schuell, Dassel

Gewebekulturschalen, -platten und —flaschen

Greiner Bio-One, Frickenhausen

Hyperfilm ECL

Amersham / GE Healthcare, Miinchen

Hyperfilm MP

Amersham / GE Healthcare

Kryoréhrchen

NUNC / Thermo Fisher Scientific, Wiesbaden

Nitrozellulose Transfer-Membran

Whatman® Schleicher & Schuell

Petrischalen

Sarstedt

Pipettenspitzen

Starlab, Ahrensburg;

Biozym Scientific, Hessisch Oldendorf;
Molecular BioProducts / Thermo Fisher
Scientific, San Diego (CA, USA)

Poly-Prep Chromatographie-S&ulen

Bio-Rad Laboratories, Miinchen

Prazisions Dispenser-Tips

Brand, Wertheim

Reaktionsgefalle

Eppendorf, Hamburg

Rundbodenréhrchen mit Verschluss

Falcon / BD Biosciences, Heidelberg;
Greiner Bio-One

Skalpell

Feather, Osaka (Japan)

Sterile Einmal-Pipetten

Costar / Corning Inc., Corning (NY, USA)

Sterilfilter

Whatman® Schleicher & Schuell

Zell-Schaber

Sarstedt

Zentrifugationsgefédfle mit Schraubverschluss

Falcon / BD Biosciences; Greiner Bio-One
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Tabelle 3: Gerate

Gerat

Bezeichnung

Hersteller

Agarosegel-Ektrophoresekammer

Modell 40-1214

PeglLab Biotechnologie, Erlangen

Bestrahlungsgeréat (y-IR)

Gulmay Medical RS225

IsodoseControl, Bochum

Blotapparatur

MiniProtean Il|

Bio-Rad Laboratories

CCD-Kamera-System / Software

LAS 3000 / AIDA

ImageQuant LAS 4000 /
Multi Gauge

Fujifilm Europe, Dusseldorf

GE Healthcare, Miinchen

Durchflusszytometer / Software

FACSCalibur / CellQuest
Pro

BD Biosciences

Entwicklungsmaschine

CURIX 60

Agfa-Gevaert, Bonn

Fluoreszenz-Mikroskop mit
Digital-Kamera / Software

Axio Observer.A1 mit
AxioCam MRc / AxioVision

Carl Zeiss Microlmaging, Jena

Geltrockner

Model 583 Gel Dryer

Bio-Rad Laboratories

Heizblock

Rotilabo-Block-Heater H250

Roth

Inkubationsschuttelschrank

Certomat BS-1

Sartorius Stedim Biotech,
Géttingen

Kolbenhubpipetten Research Plus Eppendorf
Licht-Mikroskop Axiovert 25 Carl Zeiss Microlmaging
Mikroplatten-Fluorometer Infinite M200 Tecan, Langenfeld

NanoDrop Spektralphotometer

NanoDrop 1000

PeqLab Biotechnologie

pH-Meter

Orion 555A

Thermo Scientific Orion,
Cambridgeshire (UK)

Real-Time PCR-Geréat

7300 Real Time PCR
System

Applied Biosystems, Darmstadt

Réntgenfilm-Belichtungskassette

Hypercassette

Amersham / GE Healthcare

SDS-PAGE Elektrophoresekammer

MiniProtean Il

Bio-Rad Laboratories

Spectrophotometer

Ultrospec 1000

Pharmacia Biotech /
GE Healthcare, Miinchen

Sterilarbeitsbank

HeraSafe

Heraeus / Thermo Fisher
Scientific, Langenselbold

Thermocycler

GeneAmp PCR System
9700

Applied Biosystems

Thermocycler mit
Temperaturgradient

TProfessional Standard
Gradient Thermocycler

Biometra, Géttingen

Thermomixer Comfort Eppendorf

Waagen CPA423S / CP124S Sartorius Stedim Biotech
Multifuge 3SR+ und Heraeus / Thermo Fisher
Tischzentrifuge Fresco 17 Scientific

Zentrifugen Tischzentrifuge 5417R Eppendorf

RC5B Plus (Superspeed)

Sorvall / Thermo Fisher
Scientific, , Langenselbold
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2. Methoden

2.1. Transfektion eukaryotischer Zellen
Zur Transfektion eukaryotischer Zellen mit Plasmid-DNA wurde das FuGENE® 6

Transfektionsreagenz der Firma Roche Applied Science (Mannheim) bzw. das

Lipofectamine™ 2000 Transfektionsreagenz der Firma Invitrogen (Karlsruhe) verwendet. Die
vorherige Kultivierung der Zellen sowie die Durchfiihrung der Transfektion erfolgte jeweils
den Herstellerangaben entsprechend.

Zur Transfektion eukaryotischer Zellen mit siRNA (ON-TARGETplus SMARTpool) wurde das
DharmaFECT1 siRNA Transfektionsreagenz verwendet. Dieses wurde ebenso wie die

siRNA von der Firma Dharmacon / Thermo Fisher Scientific (Epsom, UK) bezogen.

Tabelle 4: Eukaryotische Zellen

Bezeichnung Charakteristika Medium/Supplemente Bezugsquelle
McCoy’s 5a (PromoCell, Heidelberg)
humane mit 10% (v/v) FCS (Biowest; Miami, ;
. s - B. Vogelstein
HCT116/wt Kolonkarzinom- FL, USA), 100 Units/ml Penicillin + (Baltimore, MD, USA)
Zellen 100 ug/ml Streptomycin (PAA ' '

Laboratories; Pasching, Osterreich)

p21-defizientes

HCT116/p21-/- Derivat der wie HCT116/wt B. Vogelstein
HCT116/wt
p53-defizientes
HCT116/p53-/- Derivat der wie HCT116/wt B. Vogelstein
HCT116/wt
humane RPMI 1640 mit L-Glutamin (PAA
Mammakarzinom- Laboratories), 10% (v/v) FCS R. U. Jénicke
MCF-7/Casp-3 Zellen mit stabiler (Biowest), 100 Units/ml Penicillin + o
(Dusseldorf)

Re-Expression 100 pg/ml Streptomycin + 400 ug/ml
von Caspase-3 G418 (PAA Laboratories)

2.2. Herstellung von Zellextrakten

Die adharenten Zellen wurden mit Hilfe eines Zellschabers geerntet, durch Zentrifugation
(900 x g, 5 min, 4°C) pelletiert und mit kaltem PBS gewaschen. Die Zellpellets wurden
entweder sofort verarbeitet oder in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei - 80°C
zwischengelagert. Der Aufschluss der Zellen (30 min auf Eis) erfolgte in NP-40-Lysepuffer.
Zelldebris wurde nach Zentrifugation (20.800 x g, 30 min, 4°C) vom Zellextrakt abgetrennt
und verworfen. Die Protein-Konzentrationsbestimmung wurde nach der Methode von

Bradford mit dem Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad Laboratories) durchgefiihrt.

PBS: 0,2 g/l KCI
(PAA Laboratories) 0,2 g/l KH,PO,
8,0 g/l NaCl

1,15 g/l Na,HPO, wasserfrei
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NP-40-Lysepuffer: 50 mM Tris/Cl pH7,4
150 mM NaCl
1 % (v/iv) NP-40
1 mM Natrium-Pyrophosphat
1 mM Sodiumorthovanadat
10 pg/ml Pepstatin
10 ug/ml Aprotinin
10 yg/ml Leupeptin
1 mM PMSF
1mM DTT

2.3. Immunprazipitation

Zunachst wurden Zellextrakte unter Verwendung des NP-40-Lysepuffers (ohne DTT)
hergestellt (s. Abschnitt 2.2). Fir die Immunprazipitation von endogenem p53-Protein wurde
eine suboptimale Menge des Anti-p53-Antikdrpers DO-1 (12 ng Antikérper / mg Zellextrakt)
eingesetzt. Die Zellextrakte wurden Uber Nacht bei 4°C mit dem Antikérper in einem
Uberkopf-Rotor inkubiert und darauf folgend zur Entfernung méglicher ausgefallener
Proteine zentrifugiert (20.800 x g, 10 min, 4°C). Die Prézipitation des im Uberstand an den
Antikdrper gebundenen Proteins erfolgte mit Hilfe von Protein G-Sepharose® Fast Flow
(Sigma-Aldrich) in einer zweistiindigen Inkubation im Uberkopf-Rotor (4°C) mit
anschlieBender Zentrifugation (20.800 x g, 5 min, 4°C). Das Préazipitat wurde dreimal mit
NP-40-Lysepuffer (ohne DTT) gewaschen und das prazipitierte Protein schliel3lich mit

5 x-Laemmli-Puffer und Erhitzen (5 min, 95°C) von der Protein G-Sepharose eluiert.

Laemmli-Puffer (5 x): 250 mM Tris-Cl (pH 6,8)
10 % (w/v) SDS
0,5 % (w/v) Bromphenolblau
50 % (w/v) Glycerin
500 mM B-Mercaptoethanol

2.4. PAGE, Coomassie-Fiarbung, Western-Blot

Die zu analysierenden Proteine wurden durch Zugabe von 5 x Laemmli-Puffer und Erhitzen
(5 min, 95°C) zunachst denaturiert, bevor ihre analytische Auftrennung mittels
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) mit diskontinuierlichem Puffersystem im
PAGE-Laufpuffer bei 180 V erfolgte.

Zur Visualisierung mittels SDS-PAGE aufgetrennter Proteine wurde eine Coomassie-
Farbung unter Verwendung der PageBlue™ Protein Staining Solution der Firma Fermentas /
Thermo Fisher Scientific (St. Leon-Rot) den Herstellerangaben entsprechend durchgefiihrt.
Die Dokumentation und Auswertung erfolgte unter Durchlicht am ImageQuant LAS 4000 mit

der Multi Gauge Software.
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Far immunchemische Analysen wurden 21 pg Zellextrakt mittels SDS-PAGE aufgetrennt und
anschlie®end im ,Tank-Blot‘-Verfahren im Tank-Blot Transferpuffer auf eine Nitrozellulose-
Membran transferiert. Nach dem Transfer wurde die Membran zunachst in der
Blockierlésung (1 Std., Raumtemperatur) und anschliefend in Antikérper-haltiger BSA-
Lésung (mit 0,1 % NaN;) Gber Nacht bei 4°C inkubiert. Nach drei Waschschritten in
Blockierlésung (je 20 min, Raumtemperatur) erfolgte die Inkubation in BSA-L&sung mit
Meerrettich-Peroxidase-gekoppeltem sekunddrem Antikérper (2 Std., Raumtemperatur).
Anschliellend wurde die Membran einmal mit Blockierlésung und zweimal mit Waschpuffer
(je 20 min, Raumtemperatur) gewaschen. Die Detektion des sekund&ren Antikdrpers erfolgte
mittels Chemilumineszenz unter Verwendung des ECL-Reagenz der Firma Amersham / GE

Healthcare. Das Signal wurde durch Rdntgenfiim-Exposition dokumentiert und optional am

LAS 3000 gemessen und mit der AIDA Software densitometrisch ausgewertet.

Sammelgel (5 %):

Trenngel (8-16 %):

Laufpuffer (SDS-PAGE):

Tank-Blot Transferpuffer:

Blockierlésung:

BSA-Lésung:

Waschpuffer (PBST):

5 % (w/v)
63 mM

0,1 % (w/v)
0,1 % (w/v)
0,1 % (w/v)

8-16 % (w/v)
375 mM

0,1 % (w/v)
0,1 % (w/v)
0,04 % (w/v)
0,08 % (w/v)

25 mM
192 mM
0,1 % (w/v)

48 mM
39 mM

0,04 % (W/v)
20 % (v/v)

0,1 % (V/v)
3 % (Wiv)

0,1 % (V/v)
4 % (wiv)

0,1 % (V/v)

Acrylamid / Bisacrylamid (29:1)
Tris/HCI (pH 6,8)

SDS

APS

TEMED

Acrylamid / Bisacrylamid (29:1)
Tris/HCI (pH 8,5)

SDS

APS

TEMED bzw.

TEMED bei 8 % Acrylamid

Tris-Base
Glycin
SDS
Tris-Base
Glycin
SDS
Methanol

PBS (PAA Laboratories)
Tween-20
Magermilch (AppliChem, Darmstadt)

PBS (PAA Laboratories)
Tween-20
BSA (AppliChem)

PBS (PAA Laboratories)
Tween-20
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Tabelle 5: Antikérper

Antigen Klon Spezies, IgG Bezugsquelle
Acetyl-p53 (Lys373) EP356(2)AY  Kaninchen Epitomics, Burlingame (CA, USA)

i . Cell Signaling Technology (New
Acetyl-p53 (Lys382) Kaninchen, polyklonal England Biolabs), Frankfurt am Main
AuroraB Kaninchen, polyklonal Cell Signaling Technology
Flag M2 Maus 1gG Sigma-Aldrich
GST Ziege, polyklonal GE Healthcare
p21 SX118 Maus 1gG; BD Pharmingen, Heidelberg
p53 PAb421 Maus IgG2, Calbiochem / Merck
p53 PAb1801 Maus IgG; Calbiochem / Merck
p53 DO-1 Maus IgG,, Calbiochem / Merck
053 DO-12 Maus IgG; Novocastra Laboratories, Newcastle

(UK)

Phospho-p53
(Ser6, Ser9, Ser15,
Thr18, Ser20, Ser33, Kaninchen, polyklonal Cell Signaling Technology
Ser37, Ser46, Ser315,
Ser392)

. Pierce / Thermo Fisher Scientific,
Phospho-p53 (Ser389) Kaninchen, polyklonal Rockford (IL, USA)
Phospho-RSK1/2/3 Kaninchen, polyklonal R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt
(Ser380)
PLK1 Kaninchen, polyklonal Cell Signaling Technology
RSK1/2/3 Kaninchen, polyklonal Cell Signaling Technology
RSK2 Kaninchen, polyklonal Cell Signaling Technology
B-Aktin AC-74 Maus 1gG,, Sigma-Aldrich

Tabelle 6: Sekundére Antikorper, Meerrettichperoxidase-Konjugate

Antigen Spezies Bezugsquelle

Kaninchen IgG Ziege Promega, Mannheim

Maus IgG Ziege Promega

Maus IgG; Ziege Egﬁit:gernBiotech, Uber Biozol,
Maus 1gG2, Ziege SouthernBiotech

Ziege 1gG Kaninchen Calbiochem / Merck
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2.5. Fluorometrischer Substrattest zur Messung der Caspase-Aktivitat

Fir den fluorometrischen Substrattest zur Bestimmung der relativen DEVDase-Aktivitat
(Caspase-3 und -7) wurden zunachst Zellextrakte unter Verwendung des NP-40-Lysepuffers
hergestellt (s. Abschnitt 2.2). In einer 96-Well-Platte mit flachem Boden wurde Caspase-
Substrat-Puffer, welcher das fluorogene DEVDase-Substrat Ac-DEVD-AMC enthalt, zu 35 pg
Zellextrakt gegeben. Uber einen Zeitraum von 5 Stunden erfolgte die fluorometrische
Messung der Freisetzung von 7-Amino-4-methylcoumarin in zeitlichen Abstanden von

10 Minuten bei einer Exzitationswellenldnge von 346 nm und einer Emissionswellenlange

von 442 nm.
Caspase-Substrat-Puffer: 50 mM HEPES pH 7,3
(Endkonzentrationen) 100 mM NaCl

10 % (w/v) Saccharose
0,1 % (w/v) CHAPS
10 mM DTT
50 uM Ac-DEVD-AMC (Enzo Life Sciences, Lérrach)

2.6. Real-Time PCR-Analyse
Fir die RNA-Praparation aus pelletierten Zellen wurde das RNeasy Kit (Qiagen, Hilden) in

Kombination mit dem QIAshredder (Qiagen) den Herstellerangaben entsprechend
verwendet. RNA-Konzentrationen wurden mit einem NanoDrop Spektralphotometer
bestimmt. Die Reverse Transkription der RNA zu cDNA wurde mit dem High Capacity cDNA
Kit (Applied Biosystems) den Herstellerangaben entsprechend durchgefiihrt. Fir die
Real-Time PCR wurde das Tagman® Gene Expression Assay System mit dazugehdérigen
sequenzspezifischen Sonden der Firma Applied Biosystems verwendet. Die Durchflihrung

der Real-Time PCR erfolgte den Herstellerangaben entsprechend.

2.7. Kolorimetrischer SA-f-Gal-Nachweis

Der Nachweis der Seneszenz-assoziierten (-Galaktosidase- (SA-p-Gal-) Aktivitat erfolgte
durch eine kolorimetrische enzymatische Reaktion. Der Zellkultur-Uberstand der in 6-Well-
Platten kultivierten Zellen wurde verworfen, die Zellen wurden zweimal mit PBS gewaschen
und anschlie3end fixiert (5 min, Raumtemperatur). Nach zwei weiteren Waschschritten mit
PBS wurden die Zellen in X-Gal-haltiger Féarbeldsung lichtgeschitzt und Iluftdicht
verschlossen inkubiert (12 bis 16 Std., 37 °C). Das chromogene Substrat X-Gal wird von
p-Galaktosidase zu Galaktose und 5-Brom-4-chlor-3-hydroxyindol hydrolysiert. Letzteres
oxidiert zu einem blauen, wasserunléslichen Farbstoff (5,5-Dibrom-4,4’-dichlor-indigo). Da
es sich bei p-Gal um ein wichtiges Enzym des zelluldren Stoffwechsels handelt, das Laktose
in Galaktose und Glukose aufspaltet, ist eine gewisse p-Gal-Aktivitat in jeder Zelle

vorhanden. Aufgrund des suboptimalen pH-Wertes der Farbeldsung erfolgt die enzymatische
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Farbreaktion jedoch nur bei einer gesteigerten p-Gal-Aktivitat, wie sie beim Vorliegen aktiver
SA-pB-Gal auftritt. Die Farbreaktion wurde durch zweimaliges Waschen in PBS beendet. Die
Dokumentation der in PBS lichtgeschitzt und luftdicht verschlossen gelagerten Zellen

erfolgte bei Durchlicht am Fluoreszenzmikroskop.

Fixierldsung: PBS (PAA Laboratories)
0,2 % Glutaraldehyd
2 % Formaldehyd

Farbeldsung: 2mM MgCl,
150 mM NacCl
40 mM Zitronensaure/Sodiumphosphat-Puffer pH 6,0
(Natriumcitrat/Natriumhydrogenphosphat)
5 mM Potassiumferrocyanid
(Potassiumhexacyanoferrat (ll))
5 mM Potassiumferricyanid
(Potassiumhexacyanoferrat (l1))
1 mg/ml X-Gal
(5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl p-D-Galactopyranosid)

2.8. Zellzyklusbestimmung nach Nicoletti

219 \wwurden die Zellen 24 Stunden nach Stimulation

Zur Zellzyklusbestimmung nach Nicoletti
trypsiniert und zusammen mit dem Zellkultur-Uberstand zentrifugiert (500 x g, 5 min, 4°C).
Nach zwei Waschschritten in eiskaltem PBS wurden die pelletierten Zellen in hypotonem,
Propidiumiodid-haltigem Nicoletti-Puffer resuspendiert und fiir 30 Minuten lichtgeschitzt auf
Eis inkubiert. Die auf diese Weise praparierten Zellkerne mit in die DNA interkaliertem
Propidiumiodid wurden mit einer Exzitationswellenlange von 488 nm und einer
Emissionswellenlange ab 670 nm  durchflusszytometrisch ~ analysiert (1x10* Kerne /
Messung). Entsprechend ihres DNA-Gehaltes wurden sie der G1- (2N), der G2- (4N) oder
der S-Phase (zwischen 2N und 4N) des Zellzyklus zugeordnet. Nuklei mit einem DNA-Gehalt

von weniger als 2N wurden als apoptotisch bewertet (Sub-G1).

Nicoletti-Puffer: 0,1 % (w/v) Sodiumcitrat
0,1 % (v/v) Triton X-100
50 pug/ml Propidiumiodid
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2.9.

Die aktiven rekombinanten Kinasen wurden gegebenenfalls zundchst mit rekombinantem

Kinase-Reaktionen

GST-p21 oder GST fur 10 Minuten bei 30°C im jeweiligen Kinasepuffer, allerdings in
Abwesenheit von ATP, DTT, Phosphatase-Inhibitoren und des Substrats, vorinkubiert.

Die Kinase-Reaktionen erfolgten nach Substrat-Zugabe im jeweils vollstdndigen Kinasepuffer
fur 60 Minuten (JNKs) bzw. 30 Minuten (CDK2/CyclinE, GSK-3p, p38a, ERKs, CK1e, RSKs)
bei 30°C. Durch die Zugabe von 5 x Laemmli-Puffer und Erhitzen (5 min, 95°C) wurden die
Reaktionen gestoppt. Es folgte eine Auftrennung der Proteine mittels SDS-PAGE
(s. Abschnitt 2.4). Das Polyacrylamid-Gel wurde anschliefend fixiert und im Vakuum bei

80°C fur 90 Minuten getrocknet. Die radioaktiven Signale wurden mittels Autoradiographie

auf einem Roéntgenfilm detektiert.

JNK1/2-Kinasepuffer:

CDK2/CyclinE-Kinasepuffer:

GSK-33-, p38a-, ERK1/2-,

RSK1/2/3-, AKT1-Kinasepuffer:

CK1e-Kinasepuffer:

Gel-Fixierlésung:

20 mM

10 mM

1 mM

20 mM
0,02 % (v/v)
0,2 mM

0,2 mM

1 mM

50 uM

5 uCi

25 mM
10 mM
150 mM
1 mM
40 uM
5 uCi

5mM
5mM
1 mM
0,4 mM
2,5 mM
50 uM
50 uM
5 uCi

12,5 mM

10 mM

1T mM

0,01 % (v/v)
5mM

0,5 mM

2 mM

0,2 mM

5 uCi

50 %
10 %

HEPES pH 7,4
MgClZ

EGTA

NaCl

Tween-20

N83VO4
Natriumpyrophosphat
DTT

ATP

[y->P]ATP
(Hartmann Analytic, Braunschweig)

Tris/HCI pH 7,5

MgCl,

NaCl

DTT

ATP

[y-**P]ATP (Hartmann Analytic)

MOPS pH 7,2

MgCl,

EGTA

EDTA

B-Glycerophosphat

DTT

ATP

[y-**PJATP (Hartmann Analytic)

Tris/HCI pH 7,5

MgCl,

EGTA

Triton X-100
B-Glycerophosphat

N83VO4

DTT

ATP

[y-**P]ATP (Hartmann Analytic)

Methanol
Essigsaure
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Tabelle 7: Kommerziell erhéaltliche rekombinante Proteine

Protein Besonderheit Marker Bezugsquelle

Casein aus Kuhmilch frei Sigma-Aldrich
CDK2/CyclinE  humane aktive Kinase gISSI:(C—:CD:fczh)n/E) Millipore, Schwalbach
c-Fos humanes vollstdndiges Protein GST SignalChem, iber Biozol
CK1e humane aktive Kinase His Invitrogen

ERK1 humane aktive Kinase frei SignalChem, tber Biozol
ERK2 humane aktive Kinase GST SignalChem, liber Biozol
GSK-3p humane aktive Kinase GST Signaling Technology
JNK1a1 humane aktive Kinase His Millipore

JNK1B2 humane aktive Kinase His Enzo Life Sciences
JNK2a1 humane aktive Kinase frei Active Motif, Rixensart (Belgien)
JNK20.2 humane aktive Kinase His Millipore

MBP aus humanem Gewebe des frei Enzo Life Sciences
Zentralen Nervensystems

p21 humanes vollstdndiges Protein GST Calbiochem / Merck

p38 humane aktive Kinase His Cell Sciences, Canton (MA, USA)
RSK1 humane aktive Kinase His Millipore

RSK2 humane aktive Kinase GST SignalChem, Gber Biozol

RSK3 humane aktive Kinase GST SignalChem, Gber Biozol
B-Catenin rF‘,‘r‘c’)Tt‘:irr‘]eS vollstandiges GST Millipore

A-ATF-2 human, AS 1-254 GST SignalChem, tber Biozol

A-Axin human, AS 275-510 GST Millipore

2.10. Massenspektrometrische Analyse der Phosphorylierungsstellen

(Text verandert lbernommen von:

Anja Stefanski, AG Kai Stihler, Medizinisches Proteom-Center der Ruhr-Universitat Bochum)

Fir die massenspektrometrische Analyse von phosphoryliertem p21 wurde zunéachst eine in
vitro Kinase-Reaktion mit GST-RSK2 (SignalChem) und GST-p21 (Calbiochem / Merck) mit
unmarkiertem ATP durchgefiuihrt (vgl. Abschnitt 2.9). Die im Kinasepuffer vorliegenden
Proteine wurden anschlieRend in flissigem Stickstoff schockgefroren, bei -80°C
zwischengelagert und auf Trockeneis transportiert. Nach ihrer Denaturierung erfolgte die
Auftrennung der Proteine mittels SDS-PAGE in einem vorgefertigten 4 % — 20 % Tris-Glycin
Gel (anamed Elektrophorese, Grof3-Bieberau). Fir die Massenspektrometrie-basierte
Identifizierung wurden die Gelbanden ausgeschnitten, dreimal mit 10 mM Ammonium
Bicarbonat Puffer (pH 7,8) gewaschen und anschlieBend im Gel mit Trypsin (Promega) bei
37°C uber Nacht verdaut. Fur die nanoHPLC/ESI-MS/MS Analysen wurden die tryptischen
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Peptide zweimal mit 50 % ACN in 0,1 % Trifluoressigsaure aus dem Gelstiick extrahiert. Die
MS/MS Analysen wurden auf einem high-capacity ion trap System (HCTultra, Bruker
Daltonics) mit einem online gekoppelten Reversed Phase nano-HPLC System (Dionex
U3000, Dionex LC Packings, ldstein) durchgefiihrt. Das Massenspektrometer wurde im
Sensitiv-Modus mit den folgenden Parametern betrieben: capillary voltage: 1400 V;
Endplatten Offset: 500 V; Trockengasfluf3: 8,0 I/min; Temperatur des Trockengases: 160°C;
aimed ion charge control: 150000; Maximale Fallenfullzeit: 500 ms. Die nano-ESI Quelle
(Bruker Daltonics) wurde mit distal beschichteten Silica Nadeln ausgestattet. MS Spektren
wurden als Summe von zehn individuellen Scans Uber einen Scanbereich von m/z 310 bis
m/z 1500 und einer Scangeschwindigkeit von 8.100 (m/z)/s aufgenommen. Fiir die Tandem
MS Analysen wurden die vier intensivsten, mehrfach geladenen Signale innerhalb eines MS
Spektrums selektiert und anschlieBend mittels niederenergetischer Collision induced
dissociation (CID) durch das Anlegen einer Fragmentierungsamplitude von 0,6 V
fragmentiert. Fir MS/MS Spektren wurden stets vier Scans (ber einen Bereich von m/z 100
bis m/z 3.000, gescannt bei einer Geschwindigkeit von 26.000 (m/z)/s, aufsummiert. Bereits
fir die Fragmentierung ausgewahlte Mutterionen wurden automatisch fiir 1,2 min fir weitere
MS/MS Analysen ausgeschlossen. Fir detaillierte Phosphopeptid-Analysen wurden
zusatzlich MS® Experimente, unter Beriicksichtigung verschiedener Ladungszustiande (+1,
+2 und +3) detektierter Neutralverluste von m/z 98, 49, 32,7 (H;PO,4) sowie m/z 40 und 26,7
(HPO3), durchgefiihrt. Die lonenfalle wurde anhand kommerziell erhéltlicher Standard-
Komponenten extern kalibriert. Fir die Protein-ldentifizierung wurden die MS/MS Rohdaten
gegen die NCBI Datenbank (version 11.09.2010, 11759094 entries) unter Verwendung des
Mascot-Algorithmus (Matrix Science, v.2.2.0) gesucht. Folgende Suchparameter wurden
hierflr verwendet: Variable Modifikationen: Phosphorylierung an Serin oder Threonin, sowie
Methionin-Oxidierung und Propionamidierung an Cysteinen. Zusatzlich Berlcksichtigung
einer Uberlesenen Schnittstelle  infolge unvollstdandiger  Trypsin-Hydrolyse. Als
Massentoleranzen wurden + 1,4 Da fUr Mutterionen und = 0,6 Da fir Fragmentionen
angegeben. Ein Peptid Score >25 wurde vorausgesetzt, um Spektren phosphorylierter
Peptide fir die weitere Interpretation zu berlcksichtigen. Fir die Lokalisierung der
Phosphorylierungsstelle ~ wurden die Spektren hinsichtlich Signalintensitaten,
Massengenauigkeit und S/N Verhaltnis strukturell relevanter Fragmentionen manuell

interpretiert.



[l Material und Methoden 36

2.11. Herstellung chemisch kompetenter Bakterien

Bakterien des gewilnschten Stammes wurden zunachst auf unerwiinschte Antibiotika-
resistenzen Uberpruft. Bei negativem Testergebnis wurde eine Einzelkolonie in LB-Medium
inokuliert und Uber Nacht bei 37°C unter Schiitteln inkubiert. Diese Bakterien-Suspension
wurde anschlieRend im Verhaltnis 1:200 in frisches LB-Medium Uberfiihrt und bei 37°C unter
Schitteln inkubiert. Wahrend der exponentiellen Wachstumsphase wurden die Bakterien bei
einer ODggo zwischen 0,4 und 0,6 zunachst in Suspension 10 Minuten auf Eis inkubiert und
anschlie®end durch Zentrifugation (1500 x g, 10 min, 4°C) pelletiert. Nach Resuspension der
Bakterien in eiskaltem, Ca*- und Mn2+-haltigem TB-Puffer wurden sie 10 Minuten auf Eis
inkubiert und anschlieRend erneut pelletiert. Es folgte die Resuspension in TB-Puffer mit
7 % DMSO und eine weitere Inkubation auf Eis (10 min), bevor die Bakterien schlieBlich in
flissigem Stickstoff schockgefroren und bei - 80°C dauerhaft gelagert wurden. Durch die
Behandlung der Bakterien mit zweiwertigen lonen wahrend der exponentiellen
Wachstumsphase werden sie chemisch kompetent, d.h. sie kénnen mittels Hitzeschock-
Transformation DNA aufnehmen (s. Abschnitt 2.12).

TB-Puffer: 10 mM PIPES
15 mM CacCl,

250 mM KCI
55 mM MnCl,

Tabelle 8: Bakterienstamme

Bezeichnung Verwendung Bezugsquelle

E. coli OneShot® TOP10 Amplifikation von Plasmid-DNA Invitrogen

E. coli OneShot® INV110 ﬁggﬂ:gf‘gmunmethy“erter Invitrogen
. ) Amplifikation von Plasmid-DNA Stratagene / Agilent

E. coli XL1-Blue (nach Einzelmutagenese) Technologies, Waldbronn
. _ Amplifikation von Plasmid-DNA Stratagene / Agilent

E. coli XL10-Gold (nach Mehrfachmutagenese) Technologies

E. coli OneShot® BL21 Star™  Expression rekombinanter Proteine Invitrogen

2.12. Hitzeschock-Transformation

Um Plasmid-DNA in chemisch kompetente Bakterien (s. Abschnitt 2.11) zu transformieren,
wurde zu einer Suspension an kompetenten Bakterien des gewiinschten Stammes 0,2 bis
0,5 pg des Plasmids bzw. der gesamte Ligationsansatz (bei Klonierungen) gegeben. Nach
einer Inkubation (30 min) auf Eis erfolgte ein kurzer Hitzeschock der Bakterien (45 s, 42°C)
und anschlieBend eine erneute Inkubation auf Eis (2 min). Darauf folgend wurde
vorgewarmtes (37°C) SOC-Medium zu den Bakterien gegeben und diese bei 37°C unter
Schitteln inkubiert (60 min). Die Bakterien wurden anschlieBend zur Selektion auf

vorgewarmten (37°C) Antibiotika-haltigen Agar-Platten ausgestrichen und Uber Nacht bei
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37°C inkubiert. Einzelkolonien wurden mittels analytischer Plasmid-Praparation auf die
Amplifikation des gewilinschten Plasmids Uberprift, bevor dieses Uber eine praparative

Plasmid-Isolierung aufgereinigt wurde (s. Abschnitt 2.14).

SOC-Medium: 20 g/l Trypton
pH7,0 5 g/l Hefeextrakt
0,5 g/l NaCl
2,5mM KCI
10 mM MgCl,

20 mM Glucose

2.13. Expression und Aufreinigung rekombinanter Proteine

Die GST-markierten Fusionsproteine wurden bakteriell exprimiert. Hierfir wurde der
gewilnschte Plasmid-tragende E. coli Stamm in 2 x YTA-Medium kultiviert und wéhrend der
exponentiellen Wachstumsphase bei einer ODggo von 0,6 mit 0,1 mM IPTG (lsopropyl-b-D-
thiogalactopyranosid) stimuliert. Zwei Stunden nach Stimulation wurden die Bakterien
pelletiert (6000 x g, 20 min, 4°C). |Ihr Aufschluss erfolgte durch Inkubation in Lysozym-
haltigem PBS (1 mg/ml) in einem Uberkopf-Rotor (60 min, Raumtemperatur), anschlieRender
Ultraschall-Behandlung (auf Eis) nach PMSF-Zugabe und darauf folgender Inkubation in
1 % Triton X-100 (in PBS) in einem Uberkopf-Rotor (30 min, 4°C). Zelldebris wurde durch
Zentrifugation (12.000 x g, 10 min, 4°C) entfernt und das GST-Fusionsprotein aus dem
Uberstand unter Verwendung von Glutathion-Sepharose 4B (GE Healthcare) den Hersteller-
angaben entsprechend im ,Saulen-Aufreinigungsverfahren gewonnen. Die Elution des
Fusionsproteins von der Sepharose erfolgte hierbei mittels Glutathion-haltigem Elutions-
puffer. Zur Entfernung des Glutathions wurde das Eluat im Anschluss unter Verwendung
eines D-Tube Dialyzers (Midi 6-8 kDa) der Firma Novagen / Merck bei 4°C liber Nacht gegen
PBS dialysiert. In Anwesenheit von 10 % Glycerol wurde das aufgereinigte Fusionsprotein
bei - 80 °C gelagert. Zur Uberpriifung der Aufreinigung wurden 20 ug Gesamtprotein mittels
SDS-PAGE aufgetrennt und durch Coomassie-Farbung sichtbar gemacht (s. Abschnitt 2.4).
Die Mengen der gewlnschten vollstdndigen Fusionsproteine unterschiedlicher

Aufreinigungen wurden einander durch densitometrische Analyse angepasst.

2x YTA-Medium: 16 g/l Trypton
pH7,0 10 g/I Hefeextrakt
5 g/l NaCl

100 pg/ml Ampicillin
Elutionspuffer: 50 mM Tris/HCI
pH 8,0 10 mM L-Glutathion reduziert
GST-Ac-Jun (AS 1-135): aufgereinigt erhalten von S. Ludwig (Minster)
GST: aufgereinigt erhalten von G. Totzke (Diisseldorf)
GST-p53: bakteriell exprimiert und aufgereinigt

GST-p21: bakteriell exprimiert und aufgereinigt
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2.14. Plasmid-Priaparation

Zur Amplifikation eines Plasmids wurde dieses, sofern notwendig, zunachst in den
gewunschten E. coli Stamm transformiert und anschlieBend eine Plasmid-tragende
Einzelkolonie Uber Nacht bei 37°C unter Schitteln in Antibiotika-haltigem LB-Medium
kultiviert. Alternativ wurden die entsprechenden Plasmid-tragenden Bakterien aus einer
Glycerin-Stammkultur (30 % Glycerin in LB-Medium) in Antibiotika-haltiges LB-Medium
inokuliert.

Zur analytischen Plasmid-Praparation wurden die Bakterien zunachst pelletiert (5 min,
20.800 x g, 4°C). Unter Verwendung der Puffer P1, P2 und P3 erfolgte die alkalische Lyse
der Bakterien. Nach Abtrennung des Zelldebris durch Zentrifugation (15 min, 20.800 x g,
4°C) wurden Phenol-Chloroform-Extraktion
(Zentrifugation ftr 10 min bei 20.800 x g, 4°C) und die DNA in 100 % Ethanol gefallt (30 min,
- 20°C). Die anschlieBend durch Zentrifugation (10 min, 20.800 x g, 4°C) pelletierte DNA

unerwinschte Proteine mittels entfernt

wurde mit 80 % Ethanol (eiskalt) gewaschen und in H,O resuspendiert.
Die praparative Plasmid-Isolierung erfolgte mit dem GenElute™ HP Plasmid Maxiprep Kit
der Firma Sigma-Aldrich den Herstellerangaben entsprechend.

DNA-Konzentrationen wurden mit einem NanoDrop Spektralphotometer bestimmt.

P1 (Qiagen): 50 mM Tris/HCI (pH 8,0)
10 mM EDTA
100 pyg/mL  RNase A
P2 (Qiagen): 200 mM NaOH
1% (w/iv) SDS
P3 (Qiagen): 3,0 M Kalium-Acetat (pH 5,5)
LB-Medium: 1 % (w/v) Trypton
pH7,0 0,5 % (w/v) Hefeextrakt
10 g/l NaCl
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2.15. Plasmide, Mutagenese, Klonierung lentiviraler Expressionsvektoren

Fir analytische und praparative Agarosegele wurde 1 x TAE-Puffer verwendet. Die DNA-
Praparation aus Agarosegelen wurde mit dem QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) den

Herstellerangaben entsprechend durchgefiihrt.

1x TAE: 40 mM Tris-Acetat
1 mM EDTA (pH 8,0)

Die Expressionsvektoren pcDNA4/Flag-p53wt, pcDNA4/Flag-p53S6A und pcDNA4/Flag-
p53S6E wurden von K. Schulze-Osthoff (Tibingen) zur Verfiigung gestellt. Das Plasmid
pMT5/Flag-p21wt wurde von Addgene (Cambridge, MA, USA) bezogen (Addgene-Plasmid
#16240). Der GST-p53-kodierende Expressionsvektor pGEX/p53 war von T. Hofmann
(Heidelberg). Die GST-p21-kodierenden Plasmide pGEX-4T-3/p21wt und pGEX-4T-3/
p21T145A wurden von Mien-Chie Hung (Houston, TX, USA) zur Verfiigung gestellt. Die
Mutagenese von Expressionsplasmiden wurde mit dem QuikChange® Site-Directed
(Einzelmutation) bzw. Multi Site-Directed (Mehrfachmutagenese) Mutagenesis Kit der Firma
Stratagene / Agilent Technologies (Waldbronn) inklusive Transformationsprotokoll den
Herstellerangaben entsprechend durchgefiihrt. Die mutierten DNA-Abschnitte wurden durch

Sequenzierung (Eurofins MWG, Ebersberg) tGberpruft.

Oligonukleotide (5’-3°):

p53 S9A forward: GCAGTCAGATCCTGCCGTCGAGCCCCCTC

p53 S9A reverse: GAGGGGGCTCGACGGCAGGATCTGACTGC

p53 S9E forward: CCGCAGTCAGATCCTGAGGTCGAGCCCCCTCTG

p53 S9E reverse: CAGAGGGGGCTCGACCTCAGGATCTGACTGCGG

p53 S15A forward: CGAGCCCCCTCTGGCTCAGGAAACATTTTCAGACC

p53 S15A reverse: GGTCTGAAAATGTTTCCTGAGCCAGAGGGGGCTCG

p53 S15E forward: CGTCGAGCCCCCTCTGGAGCAGGAAACATTTTCAGACC
p53 S15E reverse: GGTCTGAAAATGTTTCCTGCTCCAGAGGGGGCTCGACG
p21 S116A forward: GGACCTGTCACTGGCTTGTACCCTTGTGCC

p21 S116A reverse: GGCACAAGGGTACAAGCCAGTGACAGGTCC

p21 T145A/S146A forward: CGGCGGCAGGCCGCCATGACAGATTTCTACC

p21 T145A/S146A reverse: GGTAGAAATCTGTCATGGCGGCCTGCCGCCG

p21 S146A forward: CGGCGGCAGACCGCCATGACAGATTTCTACC

p21 S146A reverse: GGTAGAAATCTGTCATGGCGGTCTGCCGCCG

Ausgangsvektor fur die Klonierung lentiviraler Expressionsvektoren zur induzierbaren Flag-
p21-Expression war der Vektor pLKO.3G (Addgene-Plasmid #14748). Alle bendtigten
Oligonukleotide wurden ebenso wie die Pfx-DNA-Polymerase (AccuPrime™ Pfx DNA-

Polymerase) mit zugehdérigem Puffer von der Firma Invitrogen bezogen. Samtliche fir die
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Klonierung verwendete FastDigest Restriktionsenzyme sowie der Restriktionspuffer
(FastDigest Green Buffer) waren ebenso wie das Klenow-Fragment von der Firma
Fermentas / Thermo Fisher Scientific. Die T4-DNA-Ligase mit zugehdrigem Puffer war von
Promega. Alle enzymatischen Reaktionen wurden nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Die
einzelnen Klonierungsschritte wurden mittels Sequenzierung der verdnderten DNA-
Abschnitte (Eurofins MWG) Uberpriift. In Abbildung 23A ist eine schematische Ubersicht der
Klonierungsstrategie dargestellt.

Der hU6-Promotor wurde durch Restriktion des Vektors pLKO.3G mit Psyl und Ndel
gréftenteils entfernt. Die nicht-kompatiblen Gberhdngenden Vektorenden wurden mit dem
Klenow-Fragment aufgefillt und anschlielend mit der T4-DNA-Ligase ligiert (Blunt-End
Ligation). In den auf diese Weise erhaltenen Vektor pLKO.3GminusU6 wurde eine hier als
Linker bezeichnete selbst-entworfene Multiple-Cloning-Site (s. Abb. 23A) eingeflgt,
nachdem in Kontrollrestriktionen bestatigt worden war, dass pLKO.3GminusU6 Uber keine
Erkennungssequenzen fir die im Linker schneidenden Enzyme SnaBl, Bcll, Mssl, Nhel,
Xbal, Pstl und Nsil verfigt. Da es sich bei Bcll um ein methylierungssensitives
Restriktionsenzym handelt, wurde der Vektor vor Durchfiihrung der Kontrollrestriktionen in
einem Methyltransferase-defizienten E. coli-Stamm amplifiziert. Zur Herstellung des
doppelstrangigen Linkers wurde ein in vitro Annealing durchgefiihrt. Hierbei wurden je 2 ug
beider Oligonukleotide ((+)-Strang und (-)-Strang) in 1 x Annealing-Puffer fir 3 Minuten auf
90°C erhitzt und anschlieRend 60 Minuten bei 37°C inkubiert. Der resultierende
doppelstréangige Linker wies kompatible Uberhdngende Enden zum EcoRI/Pacl-
geschnittenen Plasmid pLKO.3GminusU6 auf und wurde mit diesem zum Vektor pLKO.3GL
ligiert.

1 x Annealing-Puffer: 100 mM Kalium-Acetat

30 mM HEPES/KOH (pH 7,4)
2 mM Magnesium-Acetat

Oligonukleotide (5’-3’):
(+)-Strang: AATTCTACGTATGATCAGTTTAAACGCTAGCTCTAGACTGCAGATGCATTTAAT
(-)-Strang: TAAATGCATCTGCAGTCTAGAGCTAGCGTTTAAACTGATCATACGTAG

Mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR, polymerase chain reaction) wurde die BGH-Poly-
Adenylierungssequenz (BGH-PolyA) des Plasmids pcDNA4/myc-His®A mit Schnitt-
sequenzen fur die Enzyme Nhel und Pstl versehen und nach entsprechender Restriktion
anschlie®end durch Ligation in den mit den gleichen Enzymen gedffneten Vektor pLKO.3GL
innerhalb der Linker-Sequenz eingefigt. Das Ligationsprodukt wurde als pLKO.3GLA
bezeichnet und fiir den nachfolgenden Klonierungsschritt in unmethylierter Form amplifiziert

und prapariert.
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Oligonukleotide (5°-3’):
BGH-PolyA forward (inkl. Nhel): CCCTACGCTAGCCCTCGACTGTGCCTTCTAGTTG
BGH-PolyA reverse (inkl. Pstl): CCCTCTGCAGCCATAGAGCCCACCGCATCC

Zur Generierung des Vektors pLKO.3G/p21-Promotor wurde der p21-Promotor-Abschnitt des
Plasmids pBluescript/WAF1 (zur Verfugung gestellt von T. Hofmann, DKFZ, Heidelberg)
mittels PCR mit Schnittsequenzen fir die Enzyme EcoRI und Bcll versehen und nach
entsprechender Restriktion anschliefend durch Ligation in den mit den gleichen Enzymen
geodffneten Vektor pLKO.3GLA vor die BGH-PolyA-Sequenz eingefligt.

Oligonukleotide (5°-3’):
p21-Promotor forward (inkl. EcoRl): CCGTGAATTCGCAGCAGGCTGTGGCTCTGATTG
p21-Promotor reverse (inkl. Bcll): CCGTTGATCACTGACTTCGGCAGCTGCTCACAC

Zur Generierung des Vektors pLKO.3G/MinRGC wurde der Promotor MinRGC des Plasmids
prMinRGC-Luc (zur Verfigung gestellt von Florian Kihnel, Medizinische Hochschule
Hannover, Hannover) mittels PCR mit Schnittsequenzen fir die Enzyme SnaBl und Bcll
versehen und nach entsprechender Restriktion anschlieRend durch Ligation in den mit den

gleichen Enzymen gedffneten Vektor pLKO.3GLA vor die BGH-PolyA-Sequenz eingefiigt.

Oligonukleotide (5’-3°):
MinRGC forward (inkl. SnaBl): CCGTTACGTAAGAGCTTGATGCCAGGCAAG
MinRGC reverse (inkl. Bcll): CCGTTGATCACGTCTCCAGGCGATCTGAC

Die Konstrukte pLKO.3G/p21-Promotor und pLKO.3G/MinRGC wurden in einem
Methyltransferase-defizienten E.coli-Stamm amplifiziert und aufgereinigt. Mittels PCR
erfolgte das Anfligen von Schnittsequenzen fir die Enzyme Bcll und Nhel an die p21-
Sequenz des Vektors pGEX-4T-3/p21 (zur Verfigung gestellt von Mien-Chie Hung,
University of Texas M. D. Anderson Cancer Center, Houston, TX, USA). Zuséatzlich wurde
das PCR-Produkt Uber den forward-Primer um eine 5’-Kozaksequenz sowie eine 5’-Flag-
kodierende Sequenz erweitert. Uber die Restriktionsenzyme Bcll und Nhel und nach-
folgender Ligation wurde das PCR-Produkt in die oben genannten methylierungsfreien
Vektoren zwischen der jeweiligen Promotorregion und dem PolyA-Signal eingefligt. Bei den
Ligationsprodukten handelt es sich um die gewlinschten lentiviralen Expressionsplasmide
pLKO.3G/p21-Promotor/Flag-p21 und pLKO.3G/MinRGC/Flag-p21.

Oligonukleotide (5°-3’):

p21 forward (inkl. Kozak, Flag, Bcll): GGCATGATCACCACCATGGACTACAAAGACGATGACG
ATAAATCAGAACCGGCTGGGGATGTCC

p21 reverse (inkl. Nhel): CCGTTGATCACGTCTCCAGGCGATCTGAC
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III Ergebnisse

1. p21ist ein Modulator p53-phosphorylierender Kinasen.

1.1. Unterschiede im bestrahlungsinduzierten Acetylierungs- und Phospho-
rylierungsmuster von p53 in p21-defizienten (apoptotischen) und
p21-profizienten (seneszenten) Zellen.

Es ist bekannt, dass bei irreparablen DNA-Schaden der Tumorsuppressor p53 sowohl in der
Senzeszenz- als auch in der Apoptose-Induktion eine zentrale Position einnimmt. Die
hauptsachliche Funktionsweise von p53 besteht darin, als Transkriptionsfaktor
unterschiedliche Zielgene zu induzieren, welche fir die zellularen Prozesse der jeweiligen
Stressantwort bendétigt werden. Die Stabilisierung des relativ kurzlebigen p53-Proteins sowie
seine transkriptionelle Aktivitit werden durch post-translationale Modifikationen reguliert.??
Die genauen Mechanismen, die den Entscheidungsprozess zwischen Apoptose und
Seneszenz steuern, sind jedoch noch ungeklart. Deshalb wurde in der vorliegenden Arbeit
zunéchst untersucht, welche Unterschiede sich beim Vergleich apoptotischer und
seneszenter Zellen in den post-translationalen Modifikationen von p53 am Beispiel seiner
Acetylierungen und Phosphorylierungen finden lassen.

Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe haben gezeigt, dass ionisierende Gamma-Strahlung
(v-IR, ionizing radiation) in der humanen Kolonkarzinom-Zelllinie HCT116 eine Stabilisierung
des Tumorsuppressor-Proteins p53 hervorruft und damit einhergehend zu einer deutlichen
Steigerung der Expression des CDK-Inhibitors p21 fuhrt (Abb. 8A). Wie die
durchflusszytometrische Analyse des DNA-Gehaltes nach der Methode von Nicoletti®'®
verdeutlicht, treten diese Zellen in einen G2-Zellzyklusarrest ein (Abb. 8B) und werden
schlieBlich seneszent. Dieser permanente irreversible Zellzyklusarrest lasst sich sowohl
mikroskopisch anhand einer deutlichen Zellvolumen-Zunahme und einer Abflachung der
Zellen wie auch aufgrund der kolorimetrisch nachgewiesenen gesteigerten Aktivitat der
Seneszenz-assoziierten p-Galaktosidase (SA-p-Gal) erkennen (Abb. 8C). Diese Seneszenz-
Induktion ist von der Expression des CDK-Inhibitors p21 abhangig, da in seiner Abwesenheit
(Abb. 8A) keine strahlungsinduzierte Seneszenz beobachtet werden kann (Abb. 8C). Die
Messung der Caspase-Aktivitdt (DEVDase-Aktivitat) mittels eines fluorometrischen
Substrattests verdeutlicht, dass y-IR in p21-defizienten Zellen stattdessen den apoptotischen
Zelltod auslést (Abb. 8D). lonisierende Strahlung verursacht also in p21-exprimierenden

Wildtyp-Zellen Seneszenz, wohingegen sie p21-defiziente Zellen in die Apoptose treibt.
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Abb. 8: Zellulare Antwort p21-profizienter (wt) und p21-defizienter (p21-/-) HCT116-Zellen nach
ionisierender Bestrahlung (20 Gy bei 200 kV). (A) Western-Blot Analyse der p53- und p21-
Proteinmenge in Zellextrakten unstimulierter und bestrahlter Zellen (wt und p21-/-) 24 Std. nach y-IR.
Als Ladekontrolle dient -Aktin. (B) Zellzyklusverteilung unstimulierter und bestrahlter Wildtyp-Zellen
24 Std. nach y-IR. Die durchflusszytometrische Bestimmung des DNA-Gehaltes erfolgte nach der
Methode von Nicoletti.?”® Die gezeigten Daten stellen Mittelwerte aus drei unabhangigen
Experimenten dar. (C) Kolorimetrischer Nachweis der SA-p-Gal-Aktivitdt in unstimulierten und
bestrahlten Zellen (wt und p21-/-) 4 Tage nach y-IR. Die gezeigten Bilder sind repréasentativ fir jeweils
drei durchgefiihrte Experimente. (D) Vergleich der DEVDase-Aktivitdt in Zellextrakten unstimulierter
und bestrahlter Zellen (wt und p21-/-) 3 Tage nach y-IR. Die DEVDase-Aktivitdt wurde im
fluorometrischen Substrattest gemessen. Die gezeigten Daten stellen Mittelwerte inklusive
Standardabweichungen aus drei bis finf unabhangigen Experimenten dar.

Mit Hilfe dieses zellularen Systems aus seneszenten Wildtyp-Zellen und apoptotischen
p21-defizienten Zellen wurden im Folgenden die Acetylierungs- und Phosphorylierungs-
muster von p53 in zwei unterschiedlichen zelluldaren Prozessen miteinander verglichen.
Hierfir wurde aus Extrakten unbestrahlter und y-bestrahlter Wildtyp-Zellen sowie ihrer p21-
defizienten Derivate unter Verwendung suboptimaler Antikérperkonzentrationen zunachst
p53 immunprazipitiert. Dieser Schritt diente einer anndhernden Normalisierung der p53-
Menge, welche in Totalextrakten p21-defizienter Zellen, wie bereits mehrfach beschrieben,
wesentlich groRer war als in Extrakten p21-profizienter Zellen (Abb. 8A)."**?%'?22 Dje Analyse
der Prazipitate erfolgte mittels Western-Blot unter Verwendung Acetylierungs- (Abb. 9A, linke
Spalte) bzw. Phosphorylierungs-spezifischer p53-Antikérper (Abb. 9C, linke Spalte). Die
anschliefende densitometrische Auswertung unter Normalisierung der Acetylierungssignale
auf die Gesamtmenge an prazipitiertem p53 (Abb. 9A, rechte Spalte) liel? erkennen, dass als
Reaktion auf ionisierende Strahlung in apoptotischen (p21-/-) Zellen p53 an Lys382 etwa
doppelt so stark acetyliert wird und an Lys373 sogar eine dreifach stadrkere Acetylierung
stattfindet, als dies in seneszenten (Wildtyp-) Zellen der Fall ist (Abb. 9B). Aufgrund
fehlender Antikérper von ausreichender Qualitdt konnte diese Untersuchung jedoch nicht auf

weitere Acetylierungspositionen ausgedehnt werden.
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Abb. 9: Acetylierungs- und Phosphorylierungsmuster von p53 in p21-profizienten und
-defizienten HCT116-Zellen nach y-IR (20 Gy bei 200 kV) sowie Uberpriifung der ektopischen
Expression von p53-Phosphorylierungsmutanten. (A/C) Linke Spalte: Western-Blot Analyse des
Acetylierungs- (A) bzw. Phosphorylierungs- (C) Status von immunprazipitiertem p53 aus Zellextrakten
unstimulierter und bestrahlter Wildtyp-Zellen und ihrer p21-defizienten Derivate (24 Std. nach y-IR).
Um vergleichbare p53-Mengen zu préazipitieren, wurde der Antikérper DO-1 in suboptimaler
Konzentration (12 ng / mg Zellextrakt) eingesetzt. Die préazipitierte p53-Menge wurde im Western-Blot
mit dem Antikérper PAb1801 bestimmt und acetyliertes (A) bzw. phosphoryliertes (C) p53 wurde mit
den angegebenen Antikérpern nachgewiesen. Die Immunprézipitation (IP) in p53-defizienten (p53-/-)
Zellen ergab kein detektierbares p53-Signal (Daten nicht gezeigt) und belegt somit die Spezifitat der
IP. Rechte Spalte (Balkendiagramme): Die Starke der Acetylierungs- (A) bzw. Phosphorylierungs- (C)
Signale wurde densitometrisch bestimmt und auf die Gesamtmenge des im jeweiligen Experiment
prazipitierten p53-Proteins normalisiert. Die gezeigten Western-Blots zu p53 (total) wurden hierbei nur
zur Normalisierung von Acetyl-p53 Lys382 (A) bzw. von Phospho-p53 Ser15, Ser20, Ser33 und
Ser315 (C) verwendet, wahrend die tbrigen Acetyl-p53- bzw. Phospho-p53-Signale auf nicht gezeigte
p53 (total)-Blotte normalisiert wurden. (B/D) Densitometrische Auswertung der normalisierten
Ergebnisse aus (A/C). Dargestellt ist die spezifische y-IR-induzierte Acetylierung (B) bzw. Phospho-
rylierung (D) von p53. Die gezeigten Daten stellen Mittelwerte inklusive Standardabweichungen aus
drei bis fiinf unabh&angigen Experimenten dar. (E) Western-Blot Analyse der ektopischen Expression
Flag-markierter p53-Proteine (Wildtyp und Phosphorylierungsmutanten) in p53-defizienten Zellen. Die
Zellen wurden 1 Tag nach Transfektion bestrahlt und zu den angegebenen Zeitpunkten nach
Transfektion geerntet und lysiert.
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Demgegeniber ermdglichte ein groRes Set qualitativ hochwertiger Phosphorylierungs-
spezifischer p53-Antikdrper eine weitaus umfassendere Analyse der p53-Phosphorylierung
nach Bestrahlung. Hierbei zeigte die densitometrische Auswertung nach Normalisierung
(Abb. 9C, rechte Spalte), dass sowohl Ser15 als auch Ser46 in apoptotischen (p21-/-) Zellen
eine doppelt so starke strahlungsinduzierte Phosphorylierung aufweisen wie seneszente
(Wildtyp-) Zellen (Abb. 9D). Demgegeniiber nahm der Anteil an p53 mit einem Phosphatrest
an Ser9 in apoptotischen Zellen nach ionisierender Bestrahlung etwa um die Halfte ab,
wahrend er in seneszenten Zellen unverédndert blieb. Ein leichter Anstieg der
Phosphorylierung von Ser20 wurde nur in seneszenten, jedoch nicht in apoptotischen Zellen
beobachtet. Hinsichtlich der strahlungsinduzierten Phosphorylierung von Ser6, Thr18 sowie
Ser33, Ser37, Ser315, Ser389 und Ser392 wurden keine Unterschiede zwischen
seneszenten Zellen und apoptotischen Zellen festgestellt (Abb. 9D).

Basierend auf diesen Ergebnissen sollten verschiedene Acetylierungs- bzw.
Phosphorylierungs-defiziente Flag-markierte p53-Mutanten in p53-defizienten Zellen
ektopisch exprimiert werden, um sie hinsichtlich ihrer Funktionalitdt in stressvermittelten
Signalwegen zu untersuchen. Stabile Klone p53-iiberexprimierender Zellen bergen die grolRe
Gefahr von Verdnderungen der p53-Signalwege, welche zu fehlerhaften Ergebnissen bei
deren Untersuchung fihren. Daher sollten nur transient-transfizierte Zellen fiir die Analysen
verwendet  werden. Mittels  gerichteter = Mutagenese  wurden  entsprechende
Expressionsplasmide flir verschiedene Phosphorylierungs-defiziente  Flag-markierte
p53-Einzelmutanten erzeugt und durch Sequenzierungen (Eurofins MWG) deren
p53-kodierende Bereiche Uberprift. Nach transienter Transfektion dieser Flag-p53-Mutanten
bzw. dem Wildtyp-Flag-p53 wurde eine vergleichbare p53-Proteinmenge unabhangig von
den verschiedenen Mutationen beobachtet, welche folglich keinen Einfluss auf die Stabilitat
des p53-Proteins zu nehmen scheinen (Abb. 9E). Jedoch konnte trotz eines hohen
Expressionsgrades einen Tag nach Transfektion kein zufriedenstellendes Expressionsniveau
Uber einen Zeitraum von 4 Tagen erzielt werden, wenngleich auch eine gewisse
Stabilisierung der verschiedenen Flag-p53-Proteine nach y-IR zu beobachten war (Abb. 9E).
Apoptose- und Seneszenz-Analysen y-bestrahlter Zellen kénnen jedoch erst nach einem
Zeitraum von 3 bis 5 Tagen durchgefiihrt werden. Da die ektopische Expression der
p53-Mutanten nicht so lange aufrechterhalten werden konnte, war es nicht méglich, deren
Einfluss auf das langfristige Zellschicksal nach ionisierender Bestrahlung zu tberprifen und

mit Wildtyp-p53 zu vergleichen.
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1.2. In vitro Studie zur Substrat-abhdngigen Modulation der Aktivitéat p53-
phosphorylierender Kinasen durch p21.

Interessanterweise lieBen sich in dem verwendeten Zellsystem die beobachteten
Unterschiede in der strahlungsinduzierten Acetylierung und Phosphorylierung von p53
jedoch nicht nur mit der Seneszenz- bzw. Apoptose-Induktion in Verbindung bringen,
sondern auch in einen Zusammenhang mit der An- bzw. Abwesenheit des CDK-Inhibitors
p21 setzen. Damit lieRen die Unterschiede im Phosphorylierungsmuster einen direkten
Einfluss von p21 auf p53-phosphorylierende Kinasen vermuten. Die Anwesenheit von p21
schien auf einige dieser Kinasen eine inhibierende Wirkung auszuiiben, wahrend sie die
p53-phosphorylierende Aktivitdt anderer Kinasen wiederum zu stimulieren schien. Erst
kurzlich haben Hill et al?® unter Anwendung eines Chrom-induzierten DNA-
Schadigungsmodells postuliert, dass die erhéhte p53-Expression in p21-defizienten Zellen
nicht auf einer verstarkten Transkription oder Translation dieses Tumorsuppressors beruht,
sondern die Abwesenheit von p21 zu einer gesteigerten Aktivitat der p53-
phosphorylierenden Kinasen und damit einhergehend zu einer erhéhten p53-Stabilitat fahrt.
Eine direkte Einflussnahme von p21 auf die post-translationalen Modifikationen von p53 ist
jedoch mit einer Ausnahme noch nicht beschrieben worden. Nur der inhibierende Effekt von
p21 auf CK2 bei der Phosphorylierung von p53 und anderer Substrate wurde bisher
publiziert.?*

Daher wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit erstmalig eine in vitro Studie zum
mdglichen Einfluss von p21 auf die Aktivitat p53-phosphorylierender Kinasen durchgefiihrt.
Da die Aktivierung von p53 als Reaktion auf verschiedenste Stress-Stimuli erfolgt und daher
eine Vielzahl an Kinasen fir die Phosphorylierung dieses Tumorsuppressor-Proteins
verantwortlich ist (s. Abb. 4),"* wurde eine begrenzte Auswahl an Kinasen getroffen. In die
Studie einbezogen wurden Vertreter der drei grolen MAPK-Gruppen, also der JNKs, der
ERKs sowie der p38 Kinasen.??*#° Die MAPKs sind bedeutende Serin/Threonin-Kinasen bei
der Vermittlung der zelluldren Antwort auf Stress und extrazelluldre Signale. Sie sind
Bestandteil einer Phosphorylierungskaskade, innerhalb der sie aktiviert werden. Die MAPK-
Signalwege beeinflussen die Genexpression und regulieren Mitose, Metabolismus, Maotilitat,
Differenzierung, Uberleben und Apoptose.'® Fehlfunktionen innerhalb dieser Signalwege
haben ein hohes tumorférderndes Potential. Fur die in vitro Studie wurden des Weiteren die
sowohl p53 als auch p21 regulierende GSK-3p ausgewahlt sowie die bei zellularem Stress

an der Stabilisierung von p53 beteiligte Casein Kinase 1¢ (CK1g).!""'*"#"
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1.2.1. Biochemische und funktionelle Charakterisierung der rekombinanten
Fusionsproteine GST-p53 und GST-p21.

Vor der Durchfiihrung entsprechender in vitro Kinase-Reaktionen wurden die beiden
rekombinanten Fusionsproteine GST-p53 und GST-p21 charakterisiert. Hierbei sollte zum
einen ihre ldentitdt mittels Detektion durch spezifische Antikérper bestatigt werden. Zum
anderen wurde die Eignung von GST-p53 als in vitro Kinase-Substrat und die Funktionalitat
von GST-p21 als CDK-Inhibitor tberpriift.

Das kommerziell erhéltliche GST-p21 konnte wie erwartet sowohl vom GST- (Glutathion
S-Transferase-) als auch vom p21-Antikérper bei einer Laufhéhe von ca. 48 kDa detektiert
werden (Abb. 10A). Dariiber hinaus detektierte der GST-Antikérper auch ein Protein mit
einer Laufhéhe von etwas mehr als 26 kDa (Abb. 10A). Dieses Protein wurde vom
p21-Antikorper, dessen Epitop im C-terminalen Bereich von p21 liegt, nicht erkannt. Somit
handelte es sich hierbei vermutlich nur um das GST-Protein, wobei allerdings der Verbleib
von aminoterminalen Resten des p21-Proteins nicht ausgeschlossen werden konnte.
Tatsachlich weist das reine GST-Protein eine leicht niedrigere Laufhéhe auf als das
zuséatzliche Protein im kommerziell erhaltlichen GST-p21 (Abb. 10A, oben).

Das bakteriell exprimierte und Gber Glutathion-Sepharose aufgereinigte GST-p53 weist zum
einen wie gewlnscht das ca. 80 kDa groRRe vollstdndige Fusionsprotein GST-p53 FL
(full-length) sowie das ca. 27 kDa groRe GST-Protein auf (Abb. 10A). Darliber hinaus wurden
jedoch von dem GST-Antikérper auch mehrere Banden mit einer Gréfke zwischen 27 kDa
und ca. 60 kDa detektiert (Abb. 10A). Diese liefien sich durch die Verwendung verschiedener
monoklonaler p53-Antikérper, welche an unterschiedliche Epitope innerhalb des
p53-Proteins binden (Abb. 10C), als carboxyterminal trunkierte (AC) Fragmente des
GST-p53 Proteins identifizieren (Abb. 10B). Die Herkunft dieser Fragmente ist unklar, da
auch Modifikationen der Proteinaufreinigung sowie eine erhéhte Zugabe von Protease-
Inhibitoren den Anteil der Fragmente nicht vermindern konnte.

AnschlieRend wurden die Funktionalitdt des kommerziell erhaltichen GST-p21 als
CDK-Inhibitor'? sowie die Eignung des aufgereinigten GST-p53 als in vitro Kinase-Substrat
Uberprift. Zu diesem Zweck wurde eine in vitro Kinase-Reaktion mit GST-p53 und
radioaktivem ATP unter Verwendung eines rekombinanten aktiven CDK2/CyclinE Komplexes
in Gegenwart verschiedener Konzentrationen von GST-p21 durchgefihrt. Wie das
Autoradiogramm erkennen lasst, fand eine Phosphorylierung von GST-p53 FL durch
CDK2/CyclinE wie erwartet statt (Abb. 10D). Ebenso konnte die Phosphorylierung des
GST-p53 Proteins mit steigender GST-p21 Konzentration erfolgreich reduziert werden
(Abb. 10D). Des Weiteren lieR sich dieser Effekt eindeutig auf p21 zurickfihren, da
steigende GST- Konzentrationen die Phosphorylierung von GST-p53 nicht beeintrdchtigten

(Daten nicht gezeigt). Bei ausreichender Menge an GST-p21 konnte dariiber hinaus, wie
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Abb. 10: Biochemische und funktionelle Charakterisierung der rekombinanten Fusionsproteine
GST-p53 und GST-p21. (A) Western-Blot Analyse der rekombinanten Proteine GST-p53, GST-p21
und GST unter Verwendung der angegebenen Antikoérper. AS: Aminosaure (B) Rekombinantes
GST-p53 wurde mit den angegebenen Antikérpern im Western-Blot analysiert. (C) Schematische
Darstellung zur Domanenstruktur des N-terminal GST-markierten p53-Proteins und Angabe der
Epitope, welche von den in (B) verwendeten anti-p53 Antikérpern erkannt werden. TAD:
Transaktivierungsdomane; 4D: Tetramerisierungsdomane; CTD: C-terminale regulatorische Domane.
(D) In vitro Kinase-Reaktionen mit rekombinanten Proteinen und radioaktiv markiertem ATP. Bei
Verwendung von GST-p53 als Substrat wurde GST-p21 in den angegebenen molaren
Mengenverhaltnissen zu dem aktiven CDK2/CyclinE-Komplex gegeben.

erwartet,’®* auch dessen eigene Phosphorylierung durch CDK2/CyclinE in geringem MaRe
beobachtet werden (Abb. 10D), wohingegen die AC-Fragmente von GST-p53 nicht
phosphoryliert wurden. Dies entspricht ebenfalls den Erwartungen, da die bekannte CDK2-
Phosphorylierungsstelle im carboxyterminalen Ende des p53-Proteins liegt (s. Abb. 4).? Die
p53- bzw. p21-spezifische Phosphorylierung durch CDK2/CyclinE konnte durch das
Ausbleiben einer Phosphorylierung des GST-Proteins belegt werden (Daten nicht gezeigt).
Es liel sich somit die funktionelle Aktivitdt des GST-p21-Proteins zeigen sowie die Eignung

des aufgereinigten GST-p53-Proteins als Substrat fir in vitro Kinase-Reaktionen belegen.
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1.2.2. Der Einfluss von p21 auf die Aktivitét verschiedener JNK-Subisoformen

hédngt vom Substrat ab.

Die JNKs als groRe Gruppe der MAPKs werden auch als Stress-aktivierte Proteinkinasen
(SAPKs) bezeichnet. Es sind drei verschiedene Isoformen bekannt (JNK1 / SAPKy, JNK2 /
SAPKao und JNK3 / SAPK), die durch separate Gene kodiert werden und von denen
aufgrund verschiedener Spleillvarianten jeweils mehrere Kinasen zwischen 46 kDa und
55 kDa existieren, welche im Folgenden als Subisoformen bezeichnet werden.'® JNKs
werden insbesondere als Reaktion auf zellulare Stress-Stimuli wie beispielsweise
ionisierende Strahlung, UV-Strahlung, DNA-schadigenden Agenzien und oxidativen Stress
aktiviert.' Der Transkriptionsfaktor c-Jun ist ein typisches JNK-Substrat, dessen
Phosphorylierung seine transkriptionelle Aktivitat erhéht. Neben beispielsweise c-Myc und
ATF-2 (activating transcription factor - 2) zahlt auch p53 zu weiteren durch JNKs regulierten
Transkriptionsfaktoren.'® Hinsichtlich eines Einflusses von p21 auf JNKs wurde bereits die
Hemmung der JNK-vermittelten c-Jun-Phosphorylierung fir die Isoformen JNK1, 2 und 3
beschrieben.”™ Ob p21 auch die JNK-vermittelte p53-Phosphorylierung beeinflusst, war
jedoch nicht Gegenstand dieser Untersuchungen. Auch fand bisher keine Unterscheidung
zwischen den verschiedenen Subisoformen der Kinasen JNK1 und JNK2 in Bezug auf ihre
mogliche Modulation durch p21 statt.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde daher erstmalig der Einfluss von p21 auf
verschiedene JNK-Subisoformen bei der Phosphorylierung von p53 sowie von c-Jun
Uberprift. Hierbei zeigte sich, dass sich die in vitro Phosphorylierung von p53 durch die
Kinase JNK1a1 in Anwesenheit von p21 dosisabhangig verringern liel® (Abb. 11A). Dies traf
sowohl auf die Phosphorylierung des vollstdndigen p53-Proteins zu als auch auf die seiner
AC-Fragmente, welche durch JNK aufgrund der aminoterminal gelegenen
Phosphorylierungsstellen? ebenfalls phosphoryliert wurden. Die deutlichste Verringerung der
Kinase-Aktivitdt durch p21 wurde bei einem molaren Verhaltnis des GST-p21 Proteins von
vier zu eins zur Kinase beobachtet. Daher wurde GST-p21 auch in den nachfolgenden
in vitro Kinase-Reaktionen in diesem Verhaltnis zur jeweiligen Kinase eingesetzt.

Nachdem der inhibierende Effekt von p21 auf die Aktivitdt der Subisoform JNK1a1
hinsichtlich der Phosphorylierung von p53 gezeigt werden konnte, wurde nun ein mdglicher
Einfluss von p21 auf die Aktivitdt weiterer JNK1/2-Subisoformen untersucht. Die in vitro
Phosphorylierung von GST-p53 FL sowie seiner AC-Fragmente durch die Kinase JNK2a2
wurde vergleichbar effektiv von p21 gehemmt wie die p53-Phosphorylierung durch JNK1a1
(Abb. 11B, vgl. Spalte 1 u. 4). Demgegeniber nahm p21 auf die Aktivitdt von JNK2a1 nur
einen geringen inhibierenden Einfluss (Abb. 11B, Spalte 3). Auch phosphorylierte diese
Subisoform fast ausschliellich die AC-Fragmente. Im Gegenteil dazu lie sich bei

Verwendung von JNK1B2 hinsichtlich der Phosphorylierung der AC-Fragmente kein
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Abb. 11: Bestimmung des Einflusses von p21 auf die in vitro Kinase-Aktivitat verschiedener
JNK1/2-Subisoformen. Alle in vitro Kinase-Reaktionen wurden mit rekombinanten Proteinen und
radioaktiv markiertem ATP durchgefuhrt. Die gezeigten Autoradiogramme sind reprasentativ fir
jeweils drei durchgefiihrte Experimente. (A) Bei Verwendung von GST-p53 als Substrat wurde
GST-p21 in den angegebenen Mengenverhéltnissen zu aktiver JNK1a1 gegeben. (B/C) GST-p21
oder GST wurde in einem molaren Mengenverhaltnis von 4:1 zu den angegebenen aktiven JNK1/2-
Subisoformen gegeben. Als Substrat wurde GST-p53 (B) bzw. GST-Ac-Jun (C) verwendet. Nur die
Subisoform JNK20.2 wies, wie angezeigt, eine Autophosphorylierung auf. Um eine Uberlagerung des
Signals von phosphoryliertem GST-Ac-Jun durch das Signal von ahnlich migrierendem
phosphoryliertem GST-p21 zu vermeiden, wurden entsprechend kurze Expositionen ausgewahlt (C).

inhibierender, sondern interessanterweise sogar ein leicht stimulierender Einfluss von p21
beobachten (Abb. 11B, Spalte 2). AulRerdem wurde von dieser Kinase GST-p53 FL in
vergleichbarem MalRe wie die AC-Fragmente phosphoryliert, wahrend die anderen drei
untersuchten Subisoformen praferenziell die AC-Fragmente phosphorylierten. Bei allen
untersuchten JNK-Subisoformen fand eine Modulation der Kinase-Aktivitat durch GST alleine
ebenso wenig statt wie eine Phosphorylierung des GST-Proteins (Abb. 11B). Diese beiden
Sachverhalte trafen auch auf alle nachfolgend untersuchten Kinasen zu (p38a, GSK-3p,
CK1e, ERK1/2), wodurch die Spezifitdt sowohl der Substrat-Phosphorylierungen als auch der
p21-vermittelten Kinase-Modulationen dokumentiert wird (Abb. 12 bis 15).

Wurde anstelle von p53 c-Jun als Substrat eingesetzt, so lie sich Uberraschenderweise
entgegen der verdffentlichten Ergebnisse’® keine Inhibition der hier verwendeten JNK-
Subisoformen durch p21 feststellen. Stattdessen blieb die Phosphorylierung von c-Jun durch
JNK1a1 und JNK202 von p21 unbeeinflusst (Abb. 11C, Spalten 1 u. 4), wahrend die
Kinase-Aktivitat von JNK182 und JNK2a1 sogar stimuliert wurde (Abb. 11C, Spalten 2 u. 3).
Wahrend JNK1p2 GST-p21 nicht phosphorylierte, trat solch eine Phosphorylierung durch die
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anderen drei Subisoformen auf (Daten nicht gezeigt). Da die Laufhéhe von GST-p21 und
dem verwendeten GST-Ac-Jun Fragment nahezu identisch ist, wurden hier zur Auswertung
des p21-Einflusses auf die Kinase-Aktivitdten entsprechend kurze Réntgenfilm-Expositionen
ausgewahlt, bei denen das Signal des phosphorylierten GST-p21 nicht zum Tragen kam
(Abb. 11C, s. jeweils Spur 4 in jeder Spalte) und somit das Signal des phosphorylierten c-Jun
nicht Gberlagert wurde. Die hier dargestellten Experimente zeigen, dass die p21-vermittelte
Modulation der verschiedenen JNK-Subisoformen eine bemerkenswerte Substrat-

Abhéangigkeit aufweist.

1.2.3. Die Aktivitdt von p38a kann durch p21 in Abhédngigkeit vom Substrat

sowohl vermindert als auch verstarkt werden.

Neben JNKs spielen auch p38 MAPKs eine wichtige Rolle in stressinduzierten Signalwegen.
Es sind vier p38-Isoformen bekannt (p38a, , y und §), die von unterschiedlichen Genen
kodiert werden und von denen die ubiquitdr exprimierte Kinase p38a diejenige mit dem
hochsten Expressionsniveau ist.?*> Zu den von p38 phosphorylierten Substraten zahlen
beispielsweise die Kinasen MK2/3 und MSK1/2, die Transkriptionsfaktoren ATF-2 und p53
sowie der CDK-Inhibitor p21."°?* Die p38a-vermittelte Phosphorylierung stabilisiert sowohl
p53 als auch p21."" Zwar wurde auch fiir die Aktivitit von p38, wie schon fir JNK1-3, eine
negative Beeinflussung durch p21 beschrieben, jedoch wurden diese Daten weder gezeigt
noch das Substrat oder die entsprechende p38-Isoform benannt."*?

Im Rahmen der vorliegenden in vitro Studie wurde deshalb die Modulierbarkeit der
p38a-Kinase durch p21 unter Verwendung verschiedener Substrate untersucht. Hierbei
konnte bei der Phosphorylierung des Myelin-Basischen Proteins (MBP) der publizierte
negative Einfluss von p21 auf p38 bestétigt werden (Abb. 12C). Obwohl es sich bei MBP um
ein haufig verwendetes Substrat flir Kinase-Aktivitatsanalysen handelt, stellt es jedoch ein
artifizielles p38a-Substrat dar, weswegen auch die natirlichen p38a-Substrate p53 und
ATF-2 in diese Experimente miteinbezogen wurden. Hierbei konnte in beiden Fallen eine
bemerkenswerte Verstarkung der p38a-vermittelten Phosphorylierung in Anwesenheit von
p21 beobachtet werden (Abb. 12A+B). Hinsichtlich der p53-Phosphorylierung war
insbesondere das detektierte Signal des phosphorylieten GST-p53 FL fiur die Beurteilung
des p21-Einflusses auf die p38a-Aktivitdt maRgeblich, da die Signale der phosphorylierten
AC-Fragmente aufgrund des &hnlichen Migrationsverlaufes nicht von den Signalen des
phosphorylierten GST-p21 unterschieden werden konnten (Abb. 12A, vgl. Spur 3 u. 5). Fir
p38a wurde somit unter Verwendung natilrlicher Substrate einschlielllich p53 eine
Stimulation der Kinase-Aktivitdt durch p21 festgestellt, wohingegen die Phosphorylierung des

unnatlrlichen Substrates MBP inhibiert wurde.
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Abb. 12: Bestimmung des Einflusses von p21 auf die in vitro Kinase-Aktivitit von p38a. Alle in
vifro Kinase-Reaktionen wurden mit rekombinanten Proteinen und radioaktiv markiertem ATP
durchgefuhrt. Die gezeigten Autoradiogramme sind reprasentativ fur jeweils drei durchgefiihrte
Experimente. GST-p21 oder GST wurde in einem molaren Mengenverhéltnis von 4:1 zu aktiver p38a
gegeben. Als Substrat wurde GST-p53 (A), GST-AATF-2 (B) bzw. MBP (C) verwendet. Die mit einem
Stern markierte Bande (A) représentiert phosphoryliertes GST-p21.

1.2.4. p21 beeinflusst GSK-36 nur bei der Phosphorylierung ausgewaéhlter

Substrate.

Neben den MAPKs stand auch GSK-3p im Fokus der Analysen. GSK-3p ist unter anderem
an Prozessen der Zellzyklus-Regulation sowie der Apoptose beteiligt und kann sowohl p53

als auch p21 phosphorylieren.?®

Wahrend dadurch die transkriptionelle Aktivitdt von p53
erhoht wird,?* fuhrt die Phosphorylierung von p21 durch GSK-3p zu dessen proteasomaler
Degradation."®

Bei der Analyse eines moglichen Einflusses von p21 auf die Aktivitat der GSK-3p wurde
zunachst festgestellt, dass die autophosphorylierte Kinase aufgrund der identischen
Laufhéhe nicht vom phosphorylierten GST-p53 FL zu unterscheiden war (Abb. 13A,
vgl. Spur 1 u. 2). Ebenso Uberlagerte das Signal des phosphorylierten GST-p21 die Signale
der grofleren phosphorylierten AC-Fragmente (Abb. 13A, vgl. Spur2 u. 5). Anhand der
kleineren AC-Fragmente, welche unterhalb von GST-p21 laufen, lie3 sich allerdings in
Anwesenheit von p21 eine deutliche Verstarkung der GSK-3p-vermittelten p53-
Phosphorylierung feststellen (Abb. 13A). Unter Verwendung von Axin als weiteres
natlrliches GSK-3p-Substrat konnte der positive Effekt von p21 auf die Aktivitdt dieser
Kinase bestatigt werden (Abb. 13B). Uberraschenderweise lieR sich jedoch fir die
Phosphorylierung des p-Catenin, ein weiteres natiurliches GSK-33-Substrat, keine
Modulation durch p21 feststellen (Abb. 13C). Ebenso blieb auch die GSK-33-vermittelte
Phosphorylierung des artifiziellen Substrates MBP von p21 unbeeinflusst (Abb. 13D). Damit
lie sich fir GSK-3p ebenso wie schon fiir JNK1p2, JNK2a1 und p38a eine stimulierende
Wirkung von p21 auf die Kinase-Aktivitat zeigen, die allerdings nur bei der Phosphorylierung

selektiver Substrate auftrat.
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Abb. 13: Bestimmung des Einflusses von p21 auf die in vitro Kinase-Aktivitat von GSK-3p. Alle
in vitro Kinase-Reaktionen wurden mit rekombinanten Proteinen und radioaktiv markiertem ATP
durchgefuhrt. Die gezeigten Autoradiogramme sind reprasentativ fur jeweils drei durchgefihrte
Experimente. GST-p21 oder GST wurde in einem molaren Mengenverhaltnis von 4:1 zu aktiver
GSK-3p3 gegeben. Als Substrat wurde GST-p53 (A), GST-AAxin (B), GST-p-Catenin (C) bzw. MBP (D)
verwendet. Die mit einem Stern markierte Bande (A) reprdsentiert phosphoryliertes GST-p21.
Autophosphorylierte GSK-3p ist mit einem Diamanten (A) bzw. mit Pfeilen (C/D) gekennzeichnet bzw.
aufgrund der kurzen Exposition nicht zu erkennen (B).

1.2.5. Keine Beeinflussung von CK1¢ durch p21.

Als weitere p53-phosphoylierende Kinase wurde die Casein Kinase 1 (CK1¢) bezlglich einer
mdglichen Modulation durch p21 untersucht. Die Casein Kinasen 1 und 2, bei denen es sich
um Ser/Thr-Kinasen handelt, zdhlen zu den ersten beschriebenen Proteinkinasen tUberhaupt.
Die verschiedenen CK1-lsoformen haben eine Vielzahl an Substraten und sind unter
anderem an der Regulierung von Differenzierungsprozessen und der Zellproliferation
beteiligt.”' Die CK1-vermittelte p53-Phosphorylierung bei zelluldrem Stress beeintrachtigt
die Bindung des Tumorsuppressors an die E3 Ubiquitin-Ligase MDM2 und fihrt damit zu

seiner Stabilisierung und Aktivierung.?"
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Abb. 14: Bestimmung des Einflusses von p21 auf die in vitro Kinase-Aktivitidt von CK1¢. Alle in
vifro Kinase-Reaktionen wurden mit rekombinanten Proteinen und radioaktiv markiertem ATP
durchgefuhrt. Die gezeigten Autoradiogramme sind reprasentativ fUr jeweils drei durchgefiihrte
Experimente. GST-p21 oder GST wurde in einem molaren Mengenverhaltnis von 4:1 zu aktiver CK1¢
gegeben. Als Substrat wurde GST-p53 (A) bzw. Casein (B) verwendet. Phosphoryliertes GST-p21 ist
mit einem Stern und autophosphorylierte CK1¢ ist mit Pfeilen gekennzeichnet.

Wie die entsprechenden in vitro Kinase-Reaktionen zeigen, blieb die CK1e-vermittelte p53-
Phosphorylierung unbeeinflusst von der Anwesenheit von p21 (Abb. 14A). Ebenso wurde
auch kein Effekt von p21 auf die Phosphorylierung von Casein, einem weiteren natdrlichen
CK1e-Substrat, festgestellt (Abb. 14B). GST-p21 selbst wurde durch CK1¢ in geringem Male
phosphoryliert (Abb. 14A). Bei CK1¢ handelte es sich also um eine Kinase, die keine
Modulation ihrer Aktivitdt durch p21 erkennen lie. Mit der p21-unabhangigen
Phosphorylierung von p53 stellt CK1e somit einen Gegensatz zu den anderen untersuchten

Kinasen dar.

1.2.6. Gegensatzliche Regulation verschiedener ERK-Isoformen durch p21.

Abschlielend wurden in der in vitro Studie die ERKs als dritte groRe Gruppe der MAPKs
untersucht. Die beiden Isoformen ERK1 und ERK2 werden hauptséchlich durch
Wachstumsfaktoren aktiviert. Sie sind unter anderem in Zellproliferations- sowie Zelltod-
Signalwegen involviert, wenngleich auch ihre genaue Funktionsweise in diesen Signalwegen
noch ungeklart ist.?*® Die Substrate der ERKs sind sehr vielfaltig und auf verschiedene
Zellkompartimente verteilt. Die ERK1/2-vermittelte Phosphorylierung flhrt beispielsweise zur

Stabilisierung des Transkriptionsfaktors c-Fos oder zur Aktivierung der RSKs und MSKs.'®
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Abb. 15: Bestimmung des Einflusses von p21 auf die in vitro Kinase-Aktivitdit von ERK1/2. Alle
in vitro Kinase-Reaktionen wurden mit rekombinanten Proteinen und radioaktiv markiertem ATP
durchgefuhrt. Die gezeigten Autoradiogramme sind reprasentativ fur jeweils drei durchgefihrte
Experimente. GST-p21 oder GST wurde in einem molaren Mengenverhaltnis von 4:1 zu aktiver
ERK1/2 gegeben. Als Substrat wurde GST-p53 (A), GST-c-Fos (B) bzw. MBP (C) verwendet. Die mit
einem Stern markierten Banden (A) repréasentieren phosphoryliertes GST-p21.

Als p53-phosphorylierende Kinasen wurden sie im Rahmen der vorliegenden Arbeit
hinsichtlich einer moglichen Beeinflussung durch p21 analysiert. Dabei stellte sich
interessanterweise heraus, dass die Phosphorylierung von p53 durch ERK1 bzw. ERK2
durch die Anwesenheit von p21 gegenséatzlich moduliert wurde. Wahrend die Kinase-Aktivitat
von ERK1 deutlich gesteigert wurde, zu erkennen anhand der Phosphorylierung sowohl des
GST-p53 FL als auch der AC-Fragmente, so konnte fiir ERK2 stattdessen eine Verringerung
der Phosphorylierung insbesondere von GST-p53 FL beobachtet werden (Abb. 15A). Beide
ERK-Isoformen vermittelten hierbei eine schwache Phosphorylierung des GST-p21 Proteins
(Abb. 15A). Wurde anstelle von p53 der Transkriptionsfaktor c-Fos als Substrat eingesetzt,
so lie} sich nun fir beide ERK-Isoformen eine p21-vermittelte Stimulation ihrer Kinase-
Aktivitdten beobachten (Abb. 15B). Ebenso verhielt es sich bei Verwendung des artifiziellen
Substrates MBP, dessen Phosphorylierung durch beide ERKs in Anwesenheit von p21 stark
zunahm (Abb. 15C). Folglich konnte fur die beiden Isoformen ERK1 und ERK2 bei der
p53-Phosphorylierung eine gegensatzliche Modulation durch das p21-Protein aufgezeigt
werden, wahrend bei der ERK1/2-vermittelten Phosphorylierung von c-Fos und MBP jeweils

ein stimulierender Effekt von p21 auftrat.
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1.3. Auswirkung der pharmakologischen MAPK-Inhibition auf die zellulédre

Antwort nach ionisierender Bestrahlung.

Wie die hier dargelegte in vitro Studie zeigt, wird durch p21 die Aktivitdt verschiedener
Isoformen der p53-phosphorylierenden MAPKs JNK, p38 und ERK in einer
bemerkenswerten Substrat-Abhangigkeit unterschiedlich moduliert. Diese Daten konnten
zusammen mit den Ergebnissen zum Phosphorylierungszustand von p53 aus Abschnitt 1.1
bereits erfolgreich publiziert werden (s. Anhang).236 Im Folgenden wurde nun untersucht, ob
die pharmakologische Inhibition dieser MAPKs einen Effekt auf die zelluldre Stressantwort
nach ionisierender Bestrahlung zeigt. Hierfir wurde die Caspase-Aktivitdt (DEVDase-
Aktivitdt) unbestrahlter und y-bestrahlter HCT116 Wildtyp-Zellen und ihrer p53- bzw.
p21-defizienten Derivate in An- oder Abwesenheit der entsprechenden MAPK-Inhibitoren
vergleichend analysiert. Fur die pharmakologische Inhibition der MAPKs wurde der
JNK-Inhibitor | (L-Form; ein kleines Peptid, das die Interaktion zwischen JNK1/2/3 und dem
Kinase-Substrat kompetitiv hemmt), der p38-Inhibitor SB203580 (ein ATP-kompetitives
Pyridinyl-Imidazol) bzw. der MEK-Inhibitor U0126 (ein nicht-kompetitiver chemischer
Inhibitor) verwendet. Wahrend der JNK-Inhibitor | ebenso wie SB203580 direkten Einfluss
auf die jeweilige MAPK nimmt,?*"?*® erfolgt die Inhibition von ERK1/2 durch U0126 indirekt,
indem die ERK1/2-aktivierenden Kinasen MEK1 und MEK2 gehemmt werden.?*

Wie bereits beschrieben wird in Wildtyp-HCT116 nach DNA-Schéadigung durch ionisierende
Strahlung Uber eine p53-vermittelte p21-Expression Seneszenz induziert, wahrend diese
Behandlung in p21-defizienten Zellen Apoptose ausldst (Abb. 8 + 16A/B). Da die y-IR-
induzierte p21-Expression durch p53 vermittelt wird, war es nicht Uberraschend, dass
p53-defiziente Zellen durch ionisierende Strahlung ebenfalls in die Apoptose geflihrt werden
(Abb. 16A/B). Die Inhibition von JNK oder von p38 liel3 in unbestrahlten Zellen unabhangig
vom p53- oder p21-Status keinen Einfluss auf die Caspase-Aktivitdt erkennen (Abb. 16A). In
v-bestrahlten seneszenten Wildtyp-Zellen oder apoptotischen p53- oder p21-defizienten
Zellen war ebenfalls keine Verdnderung der Caspase-Aktivitdt durch die Anwesenheit des
JNK- oder des p38-Inhibitors zu beobachten. Ebenso wenig traten morphologische
Veranderungen unter dem Einfluss dieser beiden Inhibitoren auf (Daten nicht gezeigt).
Demgegentiber zeigte jedoch die U0126-vermittelte ERK-Inhibition einen deutlichen Effekt
auf y-bestrahlte p53- oder p21-defiziente Zellen, deren Caspase-Aktivitaten in Anwesenheit
dieses Inhibitors jeweils dramatisch reduziert wurden und in p21-defizienten Zellen sogar auf
das Niveau unbestrahlter Zellen zuriickging (Abb. 16A). In unbestrahlten Zellen konnte
unabhangig von der p53- bzw. p21-Expression zwar eine geringfugige Induktion der
Caspase-Aktivitat durch U0126 beobachtet werden, sie lag jedoch nie héher als die geringe
strahlungsinduzierte Caspase-Hintergrundaktivitat, wie sie selbst in Apoptose-resistenten

Wildtyp-Zellen zu beobachten ist.
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Abb. 16: Auswirkung der pharmakologischen MAPK-Inhibition auf HCT116-Zellen nach y-IR
(20 Gy bei 200 kV). Die Zellen wurden wie angegeben mit JNK-Inhibitor | (1 uM) oder SB203580
(20 yM) bzw. mit U0126 (20 uM) 2 Std. bzw. 30 min vor Bestrahlung vorinkubiert. DMSO (0,1 %) als
Lésungsmittelkontrolle hatte keine erkennbare Auswirkung auf die Zellen (Daten nicht gezeigt). (A)
Vergleich der Caspase-3-Aktivitat in Zellextrakten unstimulierter und bestrahlter Zellen 3 Tage nach
v-IR in An- oder Abwesenheit der angegebenen MAPK-Inhibitoren. Die Caspase-3-Aktivitdt wurde im
fluorometrischen Substrattest gemessen. Die gezeigten Daten stellen Mittelwerte inklusive Standard-
abweichungen aus mindestens vier unabhdngigen Experimenten dar. (B) Kolorimetrischer Nachweis
der SA-B-Gal-Aktivitdt in unstimulierten und bestrahlten Zellen 4 Tage nach y-IR in An- oder
Abwesenheit des MEK-Inhibitors. Die Pfeile kennzeichnen morphologisch unverénderte Zellen. Die
gezeigten Bilder sind reprasentativ fiir jeweils drei durchgefiihrte Experimente. (C) Zellzyklusverteilung
unstimulierter und bestrahlter Zellen 24 Std. nach y-IR in An- oder Abwesenheit des MEK-Inhibitors.
Die durchflusszytometrische Bestimmung des DNA-Gehaltes erfolgte nach der Methode von
Nicoletti.”"® Die gezeigten Daten stellen Mittelwerte aus drei unabhangigen Experimenten dar.
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Aufgrund des beobachteten Schutzes vor strahlungsinduzierter Apoptose wurde nun der
Einfluss der ERK-Inhibition auch hinsichtlich der Zellzyklus-Regulierung und einer méglichen
Seneszenz-Induktion ndher untersucht. Hierbei zeigte sich, dass in unbestrahlten Zellen
unabhé&ngig von der p21- oder p53-Expression in Anwesenheit von U0126 eine minimale
Zellvolumen-Zunahme beobachtet werden konnte, einhergehend mit einer erhéhten Aktivitét
der SA-B-Gal, welche in p53-defizienten Zellen jedoch nicht so ausgepragt war wie in den
beiden anderen Zelllinien (Abb. 16B, Reihe 1 u. 2). Insgesamt entsprach die Morphologie der
Zellen jedoch nicht dem typischen Erscheinungsbild seneszenter Zellen, wie es bei
v-bestrahlten Wildtyp-Zellen vorzufinden ist (Abb. 16B, links, Reihe 3). Wie die
durchflusszytometrische Bestimmung des DNA-Gehaltes verdeutlicht, scheinen die Wildtyp-
Zellen unter dem Einfluss des MEK-Inhibitors in einen leichten G1-Zellzyklus-Arrest
einzutreten (Abb. 16C, oben). Die Anhaufung der Zellen in der G1-Zellzyklusphase war
jedoch nur schwach ausgepragt, allerdings konnte eine deutliche Abnahme des S-Phase-
Anteils beobachtet werden. Sowohl flr p21- als auch fiir p53-defiziente Zellen konnte in
Anwesenheit von U0126 ausschlieBlich solch eine Verringerung des in der S-Phase
befindlichen Anteils an Zellen festgestellt werden, jedoch keine eindeutige Arretierung in der
G1- oder der G2-Zellzyklusphase (Abb. 16C, Mitte u. unten). Auf y-bestrahlte Wildtyp-Zellen
hatte die ERK-Inhibition keinen sichtbaren Effekt. So unterschieden sich bestrahlte Zellen in
An- oder Abwesenheit von U0126 weder in der Zunahme des Zellvolumens noch in der
Aktivitat der SA-p-Gal (Abb. 16B, Reihe 3 u. 4). Demgegeniiber konnte in Ubereinstimmung
mit den Daten zur Caspase-Aktivitdt (Abb. 16A) sowohl in bestrahlten p53-defizienten als
auch in bestrahlten p21-defizienten Zellen in Anwesenheit des MEK-Inhibitors ein deutlicher
Unterschied zu entsprechenden y-bestrahlten Zellen ohne Inhibitor festgestellt werden.
Waren nach ionisierender Bestrahlung in den mikroskopischen Préparaten nur noch
Zelltrimmer sowie deformierte Zelliberreste vorhanden, so lie3en sich in Anwesenheit von
U0126 viele seneszente Zellen nachweisen, welche in ihrer Morphologie und hinsichtlich der
SA-B-Gal-Aktivitat bestrahlten Wildtyp-Zellen &hnelten, wenngleich auch die Zelldichte
deutlich geringer war (Abb. 16B, Reihe 3 u. 4). Bei p21-defizienten Zellen wiesen zudem

viele Zellen nur eine geringe Volumenzunahme auf (Abb. 16B, rechts, Reihe 4, Pfeile).

Es lieR® sich also durch die pharmakologische JNK- und p38-Inhibition kein Effekt auf die
Zellmorphologie und die Caspase-Aktivitat unbestrahlter und y-bestrahlter Zellen feststellen.
Demgegentber induziert die Inhibition des MEK-ERK-Signalweges unabh&ngig von der p53-
und p21-Expression einen Seneszenz-dhnlichen Zustand und schitzt p53- und
p21-defiziente Zellen wirkungsvoll vor der strahlungsinduzierten Apoptose, indem diese

stattdessen in die Seneszenz gefuhrt werden.
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2. Identifizierung von p21 als ein neues RSK-Substrat.

2.1. Pharmakologische RSK-Inhibition beeinflusst den Zellzyklus und schiitzt
p21-abhéngig vor strahlungsinduzierter Apoptose.

Die in Abschnitt 1.3 beschriebenen Daten verdeutlichen eine p53-unabhangige Involvierung
ERK-vermittelter Signalwege in die y-IR-induzierte Apoptose in HCT116-Zellen. RSKs
werden fast ausschlief3lich von ERK1/2 aktiviert und stehen damit in der intrazelluldren
Signalkette direkt unterhalb dieser MAPKs. Zur Untersuchung einer Beteiligung der RSKs an
der zelluldren Stressantwort nach y-IR wurden ebenfalls HCT116-Zellen verwendet. Diese
exprimieren nur die RSK-Isoformen 1, 2 und 3, jedoch nicht die Isoform RSK4.2'®

Zunachst wurde untersucht, ob eine pharmakologische RSK-Inhibition einen vergleichbaren
Effekt auf die zelluldre Stressantwort nach ionisierender Bestrahlung erkennen liefl3, wie er
bereits nach der Inhibition der RSK-aktivierenden ERKs beobachtet worden war. Hierfir
wurde BI-D1870 verwendet, ein niedermolekulares Dihydropteridinon,240 das an die ATP-
Bindungsstelle der aminoterminalen RSK-Kinasedoméane (NTKD) bindet und dadurch deren
Aktivitat inhibiert.?*" Es zeigte sich, dass der RSK-Inhibitor sowohl auf Wildtyp-Zellen als
auch auf ihre p53-defizienten Derivate einen leicht zytotoxischen Effekt ausibte, welcher
sich in einer geringen Erhéhung der Caspase-Aktivitdt der betroffenen Zellen &ulerte
(Abb. 17A, links u. Mitte). Diese lag jedoch bei Wildtyp-Zellen auf einem vergleichbaren
Niveau wie die geringe strahlungsinduzierte Caspase-Hintergrundaktivitdt, und in
p53-defizienten Zellen wurde nicht anndhernd der Wert erreicht, wie er in apoptotischen
Zellen nach ionisierender Bestrahlung vorzufinden ist (Abb. 17A, links u. Mitte).
Interessanterweise lie3 sich jedoch die strahlungsinduzierte Caspase-Aktivitat in
p53-defizienten Zellen mit Hilfe des RSK-Inhibitors dramatisch reduzieren, so dass sie nicht
héher lag als jene in y-bestrahlten Wildtyp-Zellen. Diese Beobachtung war mit dem Effekt
des MEK-Inhibitors U0126 auf die Caspase-Aktivitat p53-defizienter Zellen nach Bestrahlung
vergleichbar (Abb. 16A, Mitte). In p21-defizienten Zellen hingegen, in denen die
strahlungsinduzierte Apoptose ebenfalls durch die U0126-vermittelte ERK-Inhibition
vermindert worden war (Abb. 16A, rechts), konnte dies mit der RSK-Inhibition nicht
beobachtet werden (Abb. 17A, rechts). Vielmehr Ubte BI-D1870 selbst schon eine stark
zytotoxische Wirkung auf unbestrahlte p21-defiziente Zellen aus, welche in ihrem Ausmalf
mit der strahlungsinduzierten Apoptose in dieser Zelllinie vergleichbar war (Abb. 17A,
rechts). Damit unterscheidet sich sein Effekt auf p21-defiziente Zellen deutlich von der
Wirkung des MEK-Inhibitors (Abb. 16A, rechts). Eine pharmakologische Inhibition der RSKs
durch BI-D1870 schutzt zwar effektiv, jedoch in starker Abhangigkeit von der

p21-Expression, vor strahlungsinduzierter Apoptose.
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Abb. 17: Auswirkung der pharmakologischen RSK-Inhibition auf HCT116-Zellen nach y-IR
(20 Gy bei 200 kV). Die Zellen wurden wie angegeben mit BI-D1870 (10 uM) 2 Std. vor Bestrahlung
vorinkubiert. DMSO (0,1 %) als Lésungsmittelkontrolle hatte keine erkennbare Auswirkung auf die
Zellen (Daten nicht gezeigt). (A) Vergleich der Caspase-3-Aktivitat in Zellextrakten unstimulierter und
bestrahlter Zellen 3 Tage nach y-IR in An- oder Abwesenheit des RSK-Inhibitors. Die Caspase-3-
Aktivitat wurde im fluorometrischen Substrattest gemessen. Die gezeigten Daten stellen Mittelwerte
inklusive Standardabweichungen aus drei unabhdngigen Experimenten dar. (B) Kolorimetrischer
Nachweis der SA-B-Gal-Aktivitat in unstimulierten und bestrahlten Zellen 4 Tage nach y-IR in An- oder
Abwesenheit des RSK-Inhibitors. Die gezeigten Bilder sind reprasentativ fir jeweils drei durchgefiihrte
Experimente. (C) Zellzyklusverteilung unstimulierter und bestrahlter Zellen 24 Std. nach y-IR in An-
oder Abwesenheit des RSK-Inhibitors. Die durchflusszytometrlsche Bestimmung des DNA-Gehaltes
erfolgte nach der Methode von Nicoletti. 29 Die gezeigten Daten stellen Mittelwerte aus drei
unabh&ngigen Experimenten dar.
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Mikroskopische Untersuchungen der Zellen, verbunden mit dem kolorimetrischen Nachweis
der SA-p-Gal-Aktivitdt, bestatigten die Ergebnisse dieser Apoptose-Analysen. In
unbestrahlten p21-defizienten Zellen konnten in Anwesenheit von BI-D1870 ebenso nur noch
Zelltrummer und deformierte Zelluberreste beobachtet werden, wie sie auch nach vy-IR
auftraten (Abb. 17B, rechte Spalte), womit sich die Wirkung des RSK-Inhibitors auf
p21-defiziente Zellen grundlegend von den Auswirkungen der ERK-Inhibition unterschied
(vgl. Abb. 16B u. 17B, jeweils rechte Spalte). Bei p53-defizienten Zellen hingegen konnten
bei pharmakologischer RSK-Inhibition trotz ionisierender Bestrahlung viele Zellen
dokumentiert werden, die sich durch eine seneszente Morphologie in Kombination mit einer
erhdhten SA-p-Gal-Aktivitdt auszeichneten und daruber hinaus eine Vielzahl intrazellulérer
Vakuolen aufwiesen (Abb. 17B, mittlere Spalte). Bereits in unbestrahlten p53-defizienten
Zellen lieRen sich solche BI-D1870-vermittelten intrazelluldren Vakuolen beobachten, auch
hier verbunden mit einer Abflachung der Zellen und einer deutlichen Zellvolumen-Zunahme
sowie einer erhohten SA-B-Gal-Aktivitat (Abb. 17B, mittlere Spalte). Auf Wildtyp-Zellen
hingegen schien der RSK-Inhibitor keinen Effekt auf die zelluldre Stressantwort zu haben, da
bestrahlte Zellen unabhéangig von seiner An- oder Abwesenheit eine seneszente
Morphologie sowie eine erhéhte SA-B-Gal-Aktivitdt aufwiesen (Abb. 17B, linke Spalte). Er
bewirkte allerdings bereits in unbestrahlten Wildtyp-Zellen die Auspragung der gleichen
seneszenten Merkmale, wie sie in y-bestrahlten Zellen vorzufinden waren (Abb. 17B, linke
Spalte). Wahrend eine Erhéhung der SA-p-Gal-Aktivitdt in  Wildtyp-Zellen und
p53-defizienten Zellen auch infolge der ERK-Inhibition aufgetreten war (Abb. 16B, linke u.
mittlere Spalte), konnte die Abflachung der Zellen und die Zellvolumen-Zunahme sowie im
Falle der p53-defizienten Zellen die Vakuolenbildung ausschlieRlich unter dem Einfluss des
RSK-Inhibitors beobachtet werden (vgl. Abb. 16B u. 17B, jeweils linke u. mittlere Spalte).

AbschlieRend wurde die Auswirkung der RSK-Inhibition auf die Zellzyklusverteilung
unbestrahlter Wildtyp-Zellen und ihrer p53-defizienten Derivate untersucht. Aufgrund der
BI-D1870-vermittelten Apoptose wurden p21-defiziente Zellen von dieser Zellzyklus-Analyse
ausgenommen. In Wildtyp-Zellen konnte in Anwesenheit des RSK-Inhibitors ein deutlicher
G2-Zellzyklusarrest festgestellt werden (Abb. 17C, oben), welcher zwar nicht so ausgepragt
war wie jener nach ionisierender Bestrahlung (Abb. 8B), sich aber dennoch klar von dem
G1-Arrest unterschied, welcher durch die ERK-Inhibition induziert wurde (Abb. 16C, oben).
Wahrend p53-defiziente Zellen in Anwesenheit von U0126 zwar eine Verringerung des
Anteils der in der S-Phase befindlichen Zellen gezeigt hatten, jedoch kein G1- oder G2-
Arrest erkennbar gewesen war (Abb. 16C, Mitte), traten sie nun durch den RSK-Inhibitor in
einen eindeutigen G2-Arrest ein (Abb. 17C, Mitte), welcher in seiner Deutlichkeit sogar mit
dem G2-Arrest bestrahlter Wildtyp-Zellen (Abb. 8B) vergleichbar war.
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Damit induziert die pharmakologische RSK-Inhibition durch BI-D1870 in einer
bemerkenswerten p21-Abhangigkeit, aber unabhangig von der p53-Expression, zelluldre
Seneszenz. Diese ist durch einen G2-Zellzyklusarrest, durch die charakteristische
Morphologie einer extremen Zellvolumen-Zunahme bei gleichzeitiger Abflachung der Zellen

sowie durch eine gesteigerte SA-p-Gal-Aktivitat gekennzeichnet.

2.2. Die pharmakologische und spezifische (siRNA-vermittelte) RSK-Inhibition
fiihrt p53-unabhédngig zu einer p21-Akkumulation.

Die pharmakologische RSK-Inhibition vermittelt einen wirkungsvollen Schutz vor
strahlungsinduzierter Apoptose und induziert darliiber hinaus einen G2-Zellzyklusarrest und
zelluldre Seneszenz (s. Abschnitt 2.1). Diese Effekte weisen eine starke Abhangigkeit von
der Expression des CDK-Inhibitors p21 auf, einem bekannten Zellzyklus-Regulator mit
hohem anti-apoptotischem Potential. Mittels Western-Blot wurde nun der zelluldre
p21-Status in Anwesenheit von BI-D1870 analysiert.

Tatsachlich konnte in HCT116 Wildtyp-Zellen unter dem Einfluss des RSK-Inhibitors nach
24 Stunden eine deutliche Akkumulation des p21-Proteins beobachtet werden, welche sich
nach 48 Stunden noch verstérkte und bei der alleinigen Zugabe des L&ésungsmittels DMSO
nicht stattfand (Abb. 18A). Diese Erhéhung der p21-Menge erfolgte ohne eine Verdnderung
des p53-Niveaus (Abb. 18A) und war sogar in p53-defizienten Zellen zu beobachten
(Abb. 18B). Aufgrund des fehlenden Transkriptionsfaktors ist p21 in ungestressten
p53-defizienten Zellen im Western-Blot nicht detektierbar, und auch ionisierende Strahlung,
welche in Wildtyp-Zellen Uber eine Stabilisierung des p53-Proteins zu einem deutlichen
Anstieg der p21-Expression fihrt, kann in p53-defizienten Zellen die p21-Menge nicht
erhdéhen (Abb. 18B). Real-Time PCR-Analysen zeigten, dass sich die Menge der p21 mRNA-
Transkripte nur nach y-IR erhéhte, nicht aber nach Zugabe von BI-D1870 (Abb. 18C). Diese
Daten weisen darauf hin, dass die p53-unabhangige BI-D1870-vermittelte p21-Induktion
nicht auf transkriptioneller, sondern auf post-translationaler Ebene stattfindet. Auch in
MCF-7/Casp-3-Zellen als weiteres Zellsystem konnte diese p53-unabhangige
p21-Akkumulation infolge einer 24stiindigen Inkubation mit BI-D1870 beobachtet werden
(Abb. 18D).

Far BI-D1870 ist neben der RSK-Inhibition allerdings auch ein inhibierender Effekt auf die
in vitro Aktivitdt der Kinasen PLK1 (polo-like kinase-1) und AuroraB beschrieben worden,
welche beide wichtige Regulatoren der Zellzykluskontrolle darstellen. Bei einer BI-D1870-
Konzentration, welche die Aktivitdt von RSK1/2 nahezu vollstdndig inhibiert und die Aktivitat
von RSK3/4 auf 10 % bis 15 % vermindert,®*® konnte auch eine Einschrankung der Aktivitét

von PLK1 auf weniger als 10 % und von AuroraB auf weniger als 30 % festgestellt werden.?*?
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Abb. 18: Auswirkung der pharmakologischen RSK-Inhibition auf p21 in HCT116-Zellen. Zur
RSK-Inhibition wurden die Zellen wie angegeben mit BI-D1870 (10 uM) inkubiert. Die gezeigten
Western-Blotte (A/B/D) sind reprasentativ fiir jeweils drei durchgeflihrte Experimente. Als
Ladekontrolle dient p-Aktin. (A) Western-Blot Analyse der p21- und p53-Proteinmenge in Zellextrakten
zu den angegebenen Zeitpunkten nach Stimulation der Zellen mit dem RSK-Inhibitor bzw. mit DMSO
(0,1 %) als Lésungsmittelkontrolle. (B) Western-Blot Analyse der p21-Proteinmenge in Zellextrakten
24 Std. nach Stimulation der Zellen mit dem RSK-Inhibitor bzw. nach Bestrahlung (20 Gy bei 200 kV).
Die fur die beiden Zelllinien gezeigten Banden gehen auf die gleiche Exposition derselben Membran.
zurlck. (C) Vergleich der relativen p21 mRNA Expression 24 Std. nach Stimulation der Zellen mit dem
RSK-Inhibitor bzw. mit DMSO (0,1 %) als Lésungsmittelkontrolle bzw. nach Bestrahlung (20 Gy bei
200 kV). Die relative p21-Trankriptmenge wurde mittels Real-Time PCR bestimmt und auf die relative
GAPDH-Transkriptmenge normalisiert. Die gezeigten Daten stellen Mittelwerte inklusive Standard-
abweichungen aus drei unabhéngigen Experimenten dar. (D) Western-Blot Analyse der p21- und p53-
Proteinmenge in Zellextrakten 24 Std. nach Stimulation der Zellen mit dem RSK-Inhibitor.

Diese Tatsache kdonnte bedeuten, dass die hier beobachteten Bl-D1870-vermittelten Effekte
(Induktion der Seneszenz und p21-Expression) nicht auf RSK-, sondern auf PLK1- und/oder
AuroraB-Inhibition beruhen. Um diese Md&glichkeit zu Uberprifen, wurde in HCT116 Wildtyp-
Zellen die Expression dieser Kinasen mittels spezifischer siRNAs herunterreguliert
(,Knockdown®). Wahrend sich eine unspezifische Kontroll-siRNA nicht auf die p21-
Expression auswirkte, war sowohl durch den AuroraB- als auch durch den PLK1-Knockdown
(Abb. 19A/C) eine Zunahme der p21-Proteinmenge zu beobachten. Allerdings lag die p53-
Expression in den entsprechenden Zellen auch wesentlich héher, als dies in untransfizierten
oder mit unspezifischer Kontroll-siRNA transfizierten Zellen zu beobachten war (Abb. 19A/C).

Daher konnte hier eine p53-Abhangigkeit der erhéhten p21-Proteinmenge vermutet werden.
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Abb. 19: Vergleich des pharmakologischen Inhibitors BI-D1870 mit siRNA-vermittelter
Reduktion (Knockdown) von AuroraB / PLK1 / RSK. Alle Analysen wurden mit Zellextrakten
48 Std. nach siRNA-Transfektion der angegebenen Zellen durchgefihrt. Die gezeigten Western-Blotte
(A-C/E) sind reprasentativ fir jeweils drei durchgeflhrte Experimente. Als Ladekontrolle dient p-Aktin.
Zur Kontrolle wurden die Zellen mit unspezifischer siRNA (siKontrolle) transfiziert. (A) Western-Blot
Analyse der p21- und p53-Proteinmenge nach AuroraB-Knockdown. (B) Western-Blot Analyse der
p21-Proteinmenge bei fehlender p53-Expression nach AuroraB-Knockdown oder nach Zugabe von
BI-D1870 (10 uM). (C) Western-Blot Analyse der p21- und p53-Proteinmenge nach PLK1-Knockdown.
(D) Vergleich der Caspase-3-Aktivitdt nach AuroraB- bzw. PLK1-Knockdown. Die Caspase-3-Aktivitat
wurde im fluorometrischen Substrattest gemessen. Die gezeigten Daten stellen Mittelwerte inklusive
Standardabweichungen aus drei unabhdngigen Experimenten dar. (E) Western-Blot Analyse der p21-
und p53-Proteinmenge nach RSK1-Knockdown in den angegebenen Zelllinien.

Tatsachlich lie3 sich in p53-defizienten Zellen trotz eines erfolgreichen AuroraB- bzw. PLK1-
Knockdowns keine Akkumulation des p21-Proteins feststellen (Abb. 19B/C). Dies stand im
deutlichen Gegensatz zur Wirkung des Inhibitors BI-D1870, der auch in Abwesenheit von
p53 eine deutliche Steigerung der p21-Menge hervorrief (Abb. 18B + 19B). Darlber hinaus
trieb der PLK1-Knockdown, wie schon zuvor beschrieben,?*® die Zellen in die Apoptose. lhre
Caspase-Aktivitdt war mit jener vergleichbar, wie sie in p53- oder p21-defizienten Zellen
nach y-IR vorlag (vgl. Abb. 17A u. 19D). Dies konnte jedoch nicht mit AuroraB- oder Kontroll-
siRNA beobachtet werden. Der spezifische RSK1-Knockdown fiihrte schlieRlich sowohl in
HCT116 Wildtyp-Zellen als auch in MCF-7/Casp-3-Zellen zu einer Erhéhung der
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p21-Expression, ohne hierbei eine gesteigerte p53-Expression zu bewirken (Abb. 19E).
Damit wurde nur mit RSK-siRNA, jedoch nicht mit PLK1- oder AuroraB-siRNA, die gleiche
p53-unabhéngige p21-Akkumulation beobachtet wie mit dem pharmakologischen Inhibitor
BI-D1870. Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass die p53-unabhangige Erhéhung der
zelluldren p21-Proteinmenge durch BI-D1870 sehr wahrscheinlich auf seine RSK-

inhibierende Funktion zurtickzufihren ist.

2.3. RSK2 phosphoryliert p21 in vitro.

Die Ergebnisse aus Abschnitt 2.2 legen eine Regulationsméglichkeit der p21-Proteinmenge
Uber den RSK-Signalweg nahe. Hierbei ist eine direkte Einflussnahme der RSKs mittels
Phosphorylierung des p21-Proteins denkbar. Um dies zu Uberpriifen, wurde eine in vitro
Kinase-Reaktion mit rekombinantem GST-p21 und aktiver rekombinanter RSK2 unter
Verwendung von radioaktiv markiertem ATP durchgefiihrt. In der Tat konnte auf diese Weise
die in vitro Phosphorylierung von GST-p21 durch RSK2 nachgewiesen werden, welche sich
ebenso wie die Autophosphorylierung der Kinase mit steigenden Konzentrationen des
pharmakologischen RSK-Inhibitors BI-D1870 in zunehmendem Male verringern liel}
(Abb. 20A). Eine Phosphorylierung von p21 durch RSK2 ist bisher noch nicht beschrieben
worden. Daher wurde die Untersuchung der Beziehung, in der p21 und Vertreter der RSK-
Familie zueinander stehen, in den Mittelpunkt des zweiten Teils der vorliegenden Arbeit
gestellt.

1.%** ebenfalls als Substrat fur die Isoform

Der Tumorsuppressor p53 wurde von Cho et a
RSK2 beschrieben wurde. Wie schon fir die MAPKs JNK, p38 und ERK sowie fir GSK-3p
und CK1e (s. Abschnitt 1.2) wurde nun auch die RSK2-vermittelte in vitro Phosphorylierung
von p53 hinsichtlich einer méglichen Modulation durch p21 analysiert. Neben der starken
RSK2-vermittelten Phosphorylierung von GST-p21 konnte den Erwartungen entsprechend
auch die Phosphorylierung des GST-p53-Proteins detektiert werden (Abb. 20B). Diese
Phosphorylierung wurde nur in Anwesenheit von GST-p21 deutlich vermindert, nicht aber
durch das GST-Protein selbst, welches darliber hinaus auch nicht von RSK2 phosphoryliert

wurde (Abb. 20B).
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Abb. 20: In vitro Phosphorylierung von p21 durch RSK2 und Einflussnahme von p21 auf die
RSK2-vermittelte in vitro Phosphorylierung von p53. Alle in vitro Kinase-Reaktionen wurden mit
rekombinanten Proteinen und radioaktiv markiertem ATP durchgefiihrt. Autophosphorylierte RSK2 ist
mit Pfeilen gekennzeichnet. (A) GST-p21 wurde als Substrat fur aktive RSK2 verwendet. Die Kinase-
Reaktionen wurden in An- oder Abwesenheit des RSK-Inhibitors BI-D1870 mit den angegebenen
Konzentrationen bzw. des Losungsmittels DMSO (0,1 %) durchgefiihrt. (B) GST-p21 oder GST wurde
in einem molaren Mengenverhaltnis von 4:1 zu aktiver RSK2 gegeben. Als Substrat wurde GST-p53
verwendet. Autophosphorylierte RSK2 ist mit Pfeilen gekennzeichnet. Das gezeigte Autoradiogramm
ist reprasentativ fir drei durchgefiihrte Experimente.

2.4. Identifizierung der RSK-spezifischen Phosphorylierungspositionen im

p21-Protein.

Nachdem es gelang, p21 als neues RSK2-Substrat zu identifizieren, lag der nachste Schritt
in der Bestimmung der entsprechenden Phosphorylierungspositionen. Die Substrat-
phosphorylierende NTKD der RSKs gehért zur AGC-Kinasefamilie, zu der unter anderem
auch AKT1/PKB zahlt."?"’ Fur diese wurde bereits beschrieben, dass sie p21 an Thr145
und eventuell auch an Ser146 phosphoryliert.**'®®* Daher wurden diese beiden Aminosauren
als potentielle RSK-Phosphorylierungsstellen bewertet. Aullerdem wurde rekombinantes
GST-p21 zusammen mit aktiver rekombinanter RSK2 in einer in vitro Kinase-Reaktion mit
unmarkiertem ATP inkubiert und anschlieBend massenspektrometrisch untersucht. Die
Ergebnisse dieser Untersuchungen, welche im Medizinischen Proteom-Center der Ruhr-
Universitdt Bochum von Anja Stefanski unter der Leitung von Priv.-Doz. Dr. Kai Stihler
durchgefihrt und ausgewertet wurden, lieferten einen starken Hinweis auf Ser116 als
RSK2-Phosphorylierungsposition (Abb. 21A).

Dementsprechend folgten Mutationsanalysen unter Verwendung von GST-p21
Fusionsproteinen, die an einer der drei potentiellen Phosphorylierungsstellen einen
Aminosaureaustausch aufweisen (Serin bzw. Threonin gegen Alanin) und dadurch an dieser
Stelle nicht mehr phosphorylierbar sind. Zu diesem Zweck wurden mittels gerichteter
Mutagenese entsprechende bakterielle Expressionsplasmide erzeugt und deren

p21-kodierende Bereiche durch Sequenzierungen (MWG Eurofins) verifiziert. Die
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verschiedenen GST-p21 Fusionsproteine (Wildtyp-p21 und Mutanten) wurden bakteriell
exprimiert und Uber Glutathion-Sepharose aufgereinigt. Unter Verwendung von radioaktiv
markiertem ATP und aktiver RSK2 wurden die einzelnen Mutanten hinsichtlich ihrer
Phosphorylierbarkeit im Vergleich zum Wildtyp-p21 in vitro analysiert. Da bei der
Aufreinigung der rekombinanten GST-p21 Fusionsproteine auch ein hoher Anteil an
GST-p21-Fragmenten gewonnen wurde (Abb.21B oben), war eine densitometrische
Angleichung der vollstdndigen Fusionsproteine unter Verwendung eines Coomassie-
gefarbten Polyacrylamid-Gels notwendig. Die Vergleichbarkeit der in den Kinase-Reaktionen
eingesetzten Mengen an vollstdndigem Wildtyp-p21 bzw. vollstandigem mutierten p21 wurde
mit einer Coomassie-Farbung bestatigt (Abb. 21B, oben).

Die autoradiographische Auswertung der Kinase-Reaktionen zeigte, dass die
Phosphorylierung der S116A-p21-Mutante verglichen mit der Phosphorylierung des p21
Wildtyp-Proteins deutlich abnahm (Abb. 21B, Mitte). Im Vergleich hierzu flhrte die Mutation
von Ser146 zu einer noch starkeren Verminderung der RSK2-vermittelten Phosphorylierung
von p21 (Abb. 21B, Mitte). Die p21-Mutante T145A hingegen wurde von RSK2 starker
phosphoryliert als die unmutierte Wildtyp-Form (Abb. 21B, Mitte). Basierend auf diesen
Ergebnissen wurde zuséatzlich eine Doppelmutante generiert, welche sowohl fiir Ser116 als
auch fiur Ser146 einen Aminosdureaustausch zu Alanin aufwies. Das Ziel war die
vollstédndige Aufhebung der Phosphorylierbarkeit von p21 durch RSK2. In der Tat konnte im
Vergleich zum Wildtyp-p21 eine Phosphorylierung dieser Doppelmutante durch RSK2 wie
erwartet nahezu nicht mehr nachgewiesen werden (Abb. 21B, Mitte). Damit stellten sich
innerhalb des p21-Proteins Ser116 und Ser146 als die beiden wesentlichen und
wahrscheinlich sogar einzigen RSK-Phosphorylierungspositionen heraus.

Diese Ergebnisse wurden mit der Phosphorylierbarkeit der generieren Mutanten durch die
AGC-Kinase AKT1 verglichen. Hierbei zeigte sich, dass die Mutation von Ser116 ohne Effekt
blieb, jedoch die Mutation von Thr145 erwartungsgemal} eine drastische Reduzierung der
p21-Phosphorylierung durch AKT1 bewirkte (Abb. 21B, unten). Bei der Mutation von Ser146
hingegen wurde p21 von AKT1 starker phosphoryliert (Abb. 21B, unten), weswegen davon
ausgegangen werden kann, dass die Phosphorylierung von p21 nur an Thr145, nicht aber an
Ser146 stattfindet. Darliber hinaus &hnelte diese Beobachtung dem oben beschriebenen
Effekt der Thr145-Mutation auf die p21-Phosphorylierung durch RSK2. Bei der
Doppelmutation von Ser116 und Ser146 zu Alanin liefl3 sich allerdings keine Verstarkung der
p21-Phosphorylierung durch AKT1 beobachten (Abb. 21B, unten).

Nach der Identifizierung von Ser116 und Ser146 als p21-Phosphoakzeptor-Positionen fiir
RSK2 wurde die Mdglichkeit einer p21-Phosphorylierung durch andere RSK-Isoformen

untersucht. Hierfir wurde aktive rekombinante RSK1 bzw. RSK3 verwendet.
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Abb. 21: Identifizierung der RSK-spezifischen Phosphorylierungspositionen im p21-Protein.
(A) CID Fragmentionen-Spektrum eines dreifach geladenen monophosphorylierten Peptid-lons
(m/z 1048.47) des Proteins p21. Ein dominanter Neutralverlust von 80 Da wird beobachtet. b- und
y-Fragmentionen-Serien weisen auf Ser116 als moégliche Phosphorylierungsstelle hin. Diagramm und
Text: Anja Stefanski, AG Kai Stuhler, Medizinisches Proteom-Center der Ruhr-Universitdt Bochum.
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Fortsetzung Abb. 21:

(B/C) Mengenvergleich der angegebenen aufgereinigten rekombinanten GST-p21-Proteine (Wildtyp
und Phosphorylierungsmutanten) mittels Coomassie-Farbung (B, oben links), Identifizierung des
aufgereinigten GST-p21 Wildtyp-Proteins im Western-Blot (B, oben rechts) und Verwendung der
GST-p21-Proteine als Substrate in in vitro Kinase-Reaktionen mit aktiver RSK2 (B, Mitte), aktiver
AKT1 (B, unten), aktiver RSK1 (C, oben) bzw. aktiver RSK3 (C, unten). Autophosphorylierte Kinasen
sind mit Pfeilen gekennzeichnet. (D) Die angegebenen GST-p21-Proteine wurden als Substrate fur
aktive RSK2 verwendet. Die Kinase-Reaktionen wurden in An- oder Abwesenheit des RSK-Inhibitors
BI-D1870 mit den angegebenen Konzentrationen durchgefihrt. DMSO (0,1 %) diente als
Lésungsmittelkontrolle. Autophosphorylierte RSK2 ist mit Pfeilen gekennzeichnet. Alle in vitro Kinase-
Reaktionen wurden mit rekombinanten Proteinen und radioaktiv markiertem ATP durchgefihrt. Die
gezeigten Autoradiogramme sind reprasentativ fur jeweils drei durchgefiihrte Experimente (B-D).

Tatsé&chlich stellte sich hierbei heraus, dass das p21 Wildtyp-Protein auch von diesen beiden
RSK-Isoformen in vitro phosphoryliert werden kann (Abb.21C). Dabei wirkten sich die
verschiedenen Mutationen auf die Phosphorylierbarkeit von p21 durch RSK1 in gleicher
Weise aus wie fliir RSK2 beschrieben (vgl. Abb. 21B, Mitte u. 21C, oben). Auch die Phospho-
rylierung durch RSK3 lie3 sich durch die Mutation sowohl von Ser116 als auch von Ser146
reduzieren, hier allerdings in gleichem MaRe (Abb. 21C, unten), wahrend bei RSK1/2 die
S146A-Mutante weniger stark phosphoryliert wurde als die S116A-Mutante (Abb. 21B, Mitte
+ 21C, oben). Die $S116/146A-Doppelmutante wurde von RSK1 und RSK3 ebenso wie auch
von RSK2 nur noch sehr gering phosphoryliert. Die Mutation von Thr145 verstarkte auch fir
RSK1, wie schon fir RSK2, die Phosphorylierbarkeit von p21 (Abb. 21C, oben), wohingegen
sie keinen Effekt bei Verwendung von RSK3 als p21-phosphorylierende Kinase zeigte
(Abb. 21C, unten).

Ser146 liegt in dem RSK-Konsensus-Phosphorylierungsmotiv BXBXX(S/T), wobei B eine
basische Aminosdure darstellt und X durch jede Aminosdure ersetzt werden kann. Im
Gegensatz dazu handelt es sich bei Ser116 um eine atypische RSK-Phosphorylierungsstelle
(VDLSLS). Um sicherzustellen, dass Ser116 tatsachlich von der Substrat-relevanten NTKD
und nicht auf einem in vitro Artefakt basierend von der CTKD phosphoryliert wird, wurden die
verschiedenen p21-Mutanten mit aktiver RSK2 in Gegenwart von BI-D1870 inkubiert,
welcher spezifisch die NTKD inhibiert. Durch die Anwesenheit dieses NTKD-spezifischen
RSK-Inhibitors konnte nicht nur wie schon zuvor gezeigt die Phosphorylierung des p21
Wildtyp-Proteins fast vollstdndig gehemmt werden (Abb. 20A), sondern auch jene der
p21 Mutanten, welche entweder nur noch Uber Ser116 (S146A-Mutante) oder aber nur noch
Uber Ser146 (S116A-Mutante) als RSK-Phosphorylierungsstelle verfiigen (Abb. 21D). Damit
konnte eindeutig demonstriert werden, dass Ser116 und Ser146 innerhalb des p21-Proteins
von der NTKD der RSK2 phosphoryliert werden und nicht von der CTKD, fir die in vivo
abgesehen von der aktivierenden Autophosphorylierung bisher keine weiteren Funktionen

bekannt sind."”
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Somit fihrten die Mutationsanalysen, welche sich auf die Zugehérigkeit der N-terminalen
RSK-Kinasedomane zur AGC-Kinasefamilie sowie auf massenspektrometrische
Erkenntnisse gestltzt hatten, zur Identifizierung von Ser116 und Ser146 als neue und bisher
nicht bekannte in vitro RSK1/2/3-Phosphorylierungsstellen innerhalb des p21-Proteins, deren

Phosphorylierung von der NTKD der RSKs katalysiert wird.

2.5. Aktivierte RSKs vermitteln Phosphorylierungs-abhéangig die Degradation
von p21.

Die Inhibition der zellularen RSK-Aktivitdt hat eine Akkumulation von p21 zur Folge
(s. Abschnitt 2.2) und dariber hinaus findet eine in vitro Phosphorylierung des p21-Proteins
durch RSK1/2/3 statt (s. Abschnitte 2.3 + 2.4). Daher I&sst sich vermuten, dass in vivo die
RSK-vermittelte p21-Phosphorylierung dessen Degradation herbeifiihrt. Nun wurde die
Auswirkung aktivierter endogener RSKs auf die p21-Menge in vivo untersucht.

Da p21 in ungestressten Zellen nur duRerst schwach exprimiert wird, wurden MCF-7/Casp-3-
Zellen mit Flag-markierten p21-Konstrukten transient transfiziert, um einerseits eine
ausreichende p21-Menge fiir die Analyse zu erzeugen und zuséatzlich die Mdéglichkeit zu
haben, den postulierten Degradationsprozess eines p21 Wildtyp-Proteins und einer
Phosphorylierungs-defizienten p21-Mutante (S116/146A) zu vergleichen. Mittels PMA
(Phorbol-12-Myristat-13-Acetat), eines PKC-Aktivators, der den MEK1/2-ERK1/2-RSK-

Signalweg induziert,?*

wurde in entsprechend transfizierten Zellen die endogene RSK-
Aktivitat stimuliert. Die erfolgreiche RSK-Aktivierung wurde im Western-Blot unter
Verwendung eines Phosphorylierungs-spezifischen RSK-Antikérpers nachgewiesen, welcher
die Phosphorylierung im hydrophoben Motiv der Linker-Region erkennt (Abb. 22). Um die zu
untersuchende mdgliche Degradation des Flag-p21 Wildtyp-Proteins nicht durch eine
konstitutiv stattfindende Neusynthese zu maskieren, wurden die Zellen gleichzeitig mit dem
Translationsinhibitor Cycloheximid (CHX) inkubiert. In Wildtyp-Flag-p21 exprimierenden
Zellen konnte auf diese Weise eindrucksvoll gezeigt werden, dass bei einer
Inkubationsdauer von 15, 30 und 60 Minuten jeweils eine geringere Flag-p21-Menge in
solchen Zellen zu finden war, welche mit PMA (und CHX) stimuliert wurden, als in jenen, die
nur dem Translationsinhibitor ausgesetzt waren (Abb. 22A). Zwar bewirkte nach 60 Minuten
die Inhibition der Proteinsynthese selbst ebenfalls eine Verminderung der Flag-p21-
Proteinexpression, doch bei zuséatzlicher Anwesenheit von PMA wurde das Flag-p21-Niveau
noch weiter herabgesetzt (Abb. 22A). Da PMA kein spezifischer RSK-Aktivator ist, sondern
iber PKC die ERK- und auch die JNK-Signalwege aktiviert,”*® wurde im Folgenden
Uberprift, ob die PMA-induzierte Verringerung der Flag-p21-Proteinmenge mit Hilfe des
RSK-spezifischen Inhibitors BI-D1870 aufgehoben werden kann. Tatsachlich wirkte eine

zweistindige Vorinkubation der Zellen mit dem RSK-Inhibitor der PMA-vermittelten
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Abb. 22: Einfluss aktivierter RSKs auf die p21-Proteinmenge in vivo. Western-Blot Analysen von
Zellextrakten Flag-p21-exprimierender MCF-7/Casp-3-Zellen (24 Std. nach Transfektion), welche wie
angegeben mit dem Translationsinhibitor Cycloheximid (CHX, 10 ug/ml), dem PKC-Aktivator Phorbol-
12-Myristat-13-Acetat (PMA, 10 ng/ml), dem RSK-Inhibitor BI-D1870 (10 uM) oder dem Proteasom-
Inhibitor MG-132 (10 uM) stimuliert wurden. Als Ladekontrolle dient p-Aktin. Die gezeigten Western-
Blotte sind reprasentativ flr jeweils drei durchgefihrte Experimente. (A) Wildtyp-Flag-p21
exprimierende Zellen wurden fiir die angegebenen Zeitraume in An- oder Abwesenheit von CHX und
PMA inkubiert. (B/C) Wildtyp-Flag-p21 exprimierende Zellen (B) bzw. Zellen, welche
Phosphorylierungs-defizientes Flag-p21 (S116/146A) exprimieren (C), wurden wie angegeben fir
2 Std. mit BI-D1870 vorinkubiert und fiir 30 min mit CHX und PMA stimuliert. (D) Wildtyp-Flag-p21

exprimierende Zellen wurden fiir 45 min in An- oder Abwesenheit von CHX, PMA und MG-132
inkubiert.

Flag-p21-Degradation deutlich entgegen (Abb. 22B). Unter dem alleinigen Einfluss von
BI-D1870 wurde hier innerhalb des kurzen Zeitraumes von maximal 3 Stunden im Gegensatz
zur 24stindigen Inkubationszeit keine Erhéhung der Flag-p21-Menge herbeigefihrt
(vgl. Abb. 18A u. 22B).

Diese Ergebnisse flilhren zu dem Schluss, dass aktive RSKs die Degradation des
p21-Proteins vermitteln. Um einen Hinweis darauf zu erhalten, ob hierbei tatsachlich die
direkte Phosphorylierung von p21 durch die RSKs eine maligebliche Rolle spielt, wurde in
entsprechend transfizierten Zellen eine fiur RSKs nach den Ergebnissen aus Abschnitt 2.4
nicht phosphorylierbare Flag-markierte S116/146A-p21-Mutante transient exprimiert. Die
Verifizierung der erfolgreichen Mutagenese geschah dabei tber Sequenzierung (Eurofins

MWG) des p21-kodierenden Bereichs des Expressionsvektors. Unter dem Einfluss von CHX
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in An- oder Abwesenheit von PMA sowie BI-D1870 zeigte diese Flag-p21-Mutante ein
anderes Verhalten als das Flag-markierte Wildtyp-p21-Protein. Im Gegensatz zu diesem
hatte die Zugabe von PMA nur einen geringen reduzierenden Effekt auf die Proteinmenge
von Flag-p21 S116/146A, welche beim Vergleich CHX-stimulierter Zellen mit oder ohne PMA
jeweils nahezu gleich hoch war (Abb. 22C). Diese leichte Verringerung der Proteinmenge
von mutiertem Flag-p21 in Anwesenheit von PMA liel sich zudem, anders als beim Wildtyp-
Protein, nicht durch den RSK-Inhibitor beeinflussen (Abb.22C).

Die Regulierung der zelluldren p21-Proteinmenge und die kurze Halbwertzeit des
p21-Proteins sind eng mit seinem proteasomalen Abbau verkniipft. Daher ist die Vermutung
naheliegend, dass auch die PMA-induzierte p21-Degradation Uber das Proteasom erfolgt.
Der Proteasom-Inhibitor MG-132 verursachte zum einen wie erwartet eine Akkumulation von
Flag-p21 (Abb. 22D). Darliber hinaus blieb die Zugabe von PMA bei gleichzeitiger Inkubation
mit CHX in Anwesenheit von MG-132 ohne Auswirkung auf die Flag-p21-Proteinmenge
(Abb. 22D). Dies stellte einen deutlichen Gegensatz zur Wirkung des PMA in Kombination
mit CHX auf die Flag-p21-Proteinexpression in Abwesenheit des Proteasom-Inhibitors dar
(Abb. 22A+D). Damit liefern diese Ergebnisse einen starken Hinweis darauf, dass in vivo die
RSK-vermittelte p21-Phosphorylierung an Ser116 und/oder Ser146 die proteasomale

Degradation von p21 bewirkt.

2.6. Klonierung eines lentiviralen Expressionsvektors zur induzierbaren

Expression einer Phosphorylierungs-defizienten p21-Mutante.

Um Uber die vorliegende Arbeit hinaus die Beziehung zwischen RSK und p21 in vivo
eingehender untersuchen zu kénnen, sollen nachfolgend aus p21-defizienten HCT116 Zellen
generiert werden, welche induzierbares Flag-p21 in seiner Wildtyp-Form oder in mutierter
Form exprimieren. Zu diesem Zweck wurde eine Klonierungsstrategie entwickelt und
durchgefihrt, welche die Generierung eines entsprechenden lentiviralen Expressionsvektors
zum Ziel hatte (Abb. 23A). Damit die Induktion der exogen exprimierten Flag-p21-Proteine
mdglichst mit einer natlrlichen Expression vergleichbar ist, wurde vor die kodierende
Sequenz des Flag-p21-Konstruktes ein Teil des natlrlichen humanen p21-Promotors
eingefiigt. Dieser enthalt unter anderem die p53-Bindungssequenzen und hat sich bereits in
einem Luziferase-kodierenden Vektor (pBluescript/WAF1) als funktionell erwiesen, wie
entsprechende publizierte Daten von El-Deiry et al. zeigen.? In einer parallel durchgefiihrten
Klonierung wurde aullerdem ein p21-Expressionsvektor generiert, welcher anstelle des
natirlichen p21-Promotors ein Promotorkonstrukt enthalt, der sich aus dem CMV-
Minimalpromotor und einer 13fachen Wiederholung der p53-Konsensus-Bindungssequenz*®
zusammensetzt und hier als MinRGC bezeichnet wird. Dieser Promotor hat sich ebenfalls

innerhalb eines entsprechenden Luziferase-kodierenden Vektors (prMinRGC-Luc) als
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Abb. 23: Generierung lentiviraler Expressionsvektoren zur induzierbaren Expression von Flag-
p21. (A) Schematische Darstellung der Klonierungsstrategie (nicht mafstabsgerecht). (B) Western-
Blot Analyse der ektopischen Flag-p21- und GFP-Expression zu den angegebenen Zeitpunkten in
Zellextrakten p21-defizienter Zellen, welche mit dem generierten lentiviralen Expressionsvektor

pLKO.3G/MinRGC/Flag-p21 oder

mit dem Leervektor pLKO.3G/MIinRGC ftransfiziert wurden.
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Fortsetzung Abb. 23:
Zur p21-Induktion erfolgte die Co-Transfektion mit einem p53-kodierenden Expressionsvektor. Zur
Kontrolle wurde der entsprechende Leervektor (ocDNA4) transfiziert. Als Ladekontrolle dient 3-Aktin.

funktionell erwiesen und ist durch p53 stark induzierbar.?*’ Als Ausgangsvektor wurde der
lentivirale Expressionsvektor pLKO.3G (Addgene-Plasmid #14748) verwendet, welcher
urspriinglich zur Expression von shRNA (short hairpin RNA) generiert wurde. Er besitzt
daher nicht nur einen U6-Promotor, sondern zu Selektionszwecken auflerdem eine GFP
(green fluorescent protein)-kodierende Sequenz unter der Kontrolle des humanen PGK
(Phosphoglyceratkinase)-Promotors. Die Flag-p21-kodierende Sequenz wurde in diesen
Vektor an Stelle einer shRNA-Sequenz eingeflgt.

Um eine mogliche Stérung der Flag-p21-Expression zu vermeiden, wurde zunachst der
U6-Promotor mittels Restriktion gréfitenteils aus dem Vektor entfernt. Zur Vereinfachung der
nachfolgenden Klonierungsschritte wurde ein entsprechend entworfener Linker in den Vektor
eingefiigt, welcher eine definierte Reihenfolge von Schnittsequenzen ausgewahlter
Restriktionsenzyme enthalt. Bei der Enzymauswahl wurde darauf geachtet, dass sowohl der
Ausgangsvektor pLKO.3G als auch die einzufiigenden Sequenzen nicht von den zu
verwendenden Enzymen geschnitten werden kénnen. Der auf diese Weise entstandene
Vektor wurde als pLKO.3GL (Linker) bezeichnet. Damit sich dieser Vektor fir die
gewlinschte Protein-Expression eignet, wurde eine Poly-Adenylierungssequenz eingefigt,
welche aus dem kommerziell erhéltlichen Vektor pcDNA4/myc-His (Invitrogen) stammt. Der
resultierende Vektor pLKO.3GLA (PolyA) diente als Ausgangsvektor fir das nachfolgende
Einfligen der jeweils gewilinschten Promotorsequenz (p21-Promotor oder MinRGC) sowie
der Flag-p21-kodierenden Sequenz, welche zudem Uber eine 5’-Kozaksequenz verfigt. Auf
diese Weise entstanden die beiden lentiviralen Expressionsvektoren
pLKO.3G/p21-Promotor/Flag-p21 und pLKO.3G/MinRGC/Flag-p21. Mittels gerichteter
Mutagenese dieser beiden Vektoren ist aullerdem zukinftig die Generierung der
Phosphorylierungs-defizienten p21-Mutante S116/146A geplant, um dadurch auch deren in
vivo Auswirkungen auf RSK-induzierte Signalwege zu untersuchen.

Nach entsprechender transienter Transfektion p21-defizienter HCT116-Zellen mit dem
generierten Vektorkonstrukt pLKO.3G/MinRGC/Flag-p21 (in Abwesenheit lentiviraler
Verpackungsplasmide) wurde die Induzierbarkeit der Flag-p21-Expression mittels
Co-Transfektion eines p53-kodierenden Expressionsvektors Uberprift. Hierbei wurde die
p21-Proteinmenge in Anwesenheit des p53-kodierenden Vektors mit der p21-Proteinmenge
in Anwesenheit des entsprechenden Leervektors pcDNA4/myc-His verglichen. Als Kontrolle
dienten mit dem Vektor pLKO.3G/MinRGC ohne Flag-p21-kodierende Sequenz transfizierte
Zellen. Die fluoreszenzmikroskopische Auswertung der transfizierten Zellen liel3 zwar eine

geringe Transfektionseffizienz erkennen (Daten nicht gezeigt), dennoch konnte im
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Western-Blot die Induktion der Flag-p21-Expression nachgewiesen und somit die
Funktionalitdt des generierten Expressionsvektors bestédtigt werden (Abb. 23B). Auch das
generierte  Vektorkonstrukt pLKO.3G/p21-Promotor/Flag-p21 wurde ({ber transiente
Transfektion in p21-defiziente HCT116-Zellen eingebracht. Die anschlielende
fluoreszenzmikroskopische Auswertung zeigte jedoch, dass die transiente Transfektion der
Zellen mit diesem Vektorkonstrukt, vermutlich wegen seiner enormen GréRe von 11 kb,
nahezu erfolglos war. Zuklnftige Transduktionen der Zellen mit Lentiviren, welche die
generierten Vektorkonstrukte tragen, werden mit Sicherheit eine wesentlich héhere Effizienz
aufweisen, als es transiente Transfektionen vermdgen. Obwohl die Herstellung
entsprechender Lentiviren sowie die Transduktion p21-defizienter Zellen mit diesen Viren
essentiell fir unser Verstandnis der in vivo Bedeutung der RSK-p21-Interaktion sind, konnten
diese Experimente im zeitlichen Rahmen dieser Dissertation leider nicht mehr durchgefiihrt

werden.
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IV Diskussion

1. p21ist ein Modulator p53-phosphorylierender Kinasen.

Die Aktivitdt und Zielgen-Spezifitdt des Tumorsuppressors p53 wird hauptsachlich durch
seine post-translationalen Modifikationen reguliert. Von diesen sind die Acetylierungen und
insbesondere die Phosphorylierungen bisher am besten untersucht, doch hat es sich in der
Vergangenheit als nahezu unmdglich erwiesen, einzelne modifizierte Aminoséuren in einen
direkten Zusammenhang mit der p53-Funktion und dem daraus resultierenden Zellschicksal
zu bringen.* Deshalb geht man zur Zeit davon aus, dass die Gesamtheit der vorliegenden
Proteinmodifikationen als eine Art ,Strichcode” lber die Auswirkung einer p53-Aktivierung
entscheidet.”

In der vorliegenden Arbeit sowie der daraus entstandenen Publikation?*

(s. Anhang) wird
anhand von verschiedenen y-bestrahlten HCT116-Zelllinien gezeigt, dass sich das
Acetylierungs- und Phosphorylierungsmuster von p53 in apoptotischen und seneszenten
Zellen erheblich voneinander unterscheidet (s. Abb. 9). So findet in apoptotischen Zellen im
Vergleich zu seneszenten Zellen nach y-IR eine vermehrte Acetylierung von p53 an Lys373
und Lys382 sowie eine verstarkte Phosphorylierung an Ser15 und Ser46 statt.
Demgegentiber tritt eine Phosphorylierung von Ser20 nur in seneszenten Zellen auf,
wogegen in apoptotischen Zellen die p53-Phosphorylierung an Ser9 deutlich abnimmt. Diese
Beobachtungen stehen im Einklang mit bereits beschriebenen Apoptose-férdernden
p53-Modifikationen. So reduziert die Phosphorylierungs-defiziente p53-Mutante S15A die

Apoptose-Sensitivitat der betroffenen Zellen,'"%

wahrend die p53-vermittelte Induktion des
pro-apoptotischen Zielproteins p53AIP1 insbesondere von der p53-Phosphorylierung an
Ser46 abhangig ist."®®?*® AuRerdem beginstigt die Acetylierung von Lys373 die Bindung von
p53 an Promotoren mit niedriger p53-Bindungsaffinitdt, zu denen hauptsachlich Zelltod-

induzierende Gene zahlen.®

Die hier verwendeten apoptotischen und seneszenten Zellen weisen einen essentiellen
Unterschied hinsichtlich ihres p21-Status auf: Wahrend sich seneszente Zellen durch die
induzierbare  Expression von p21 auszeichnen, erfolgt die Ausfihrung der
strahlungsinduzierten Apoptose ausschlie3lich in Zellen, die kein p21 exprimieren (p21-/-;
p53-/- HCT116-Zellen) (s. Abb. 8+16). Basierend auf diesen Tatsachen vermuteten wir, dass
die hier beobachteten Unterschiede im bestrahlungsinduzierten p53-Acetylierungs- und
Phosphorylierungsmuster auf die An- oder Abwesenheit des p21-Proteins zuriickzufiihren
sind. Am Beispiel verschiedener p53-phosphorylierender Kinasen kann hier zumindest
in vitro tatsachlich deren direkte Modulation durch das p21-Protein gezeigt werden

(s. Abschnitt 1.2 der Ergebnisse). So war zwar beschrieben, dass p21 mit unterschiedlichen
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Kinasen interagiert und diese inhibiert, wie z.B. CDKs, JNKs, p38 und CK2, dies wurde aber
mit der Ausnahme von CK2%* nie in Bezug auf die Phosphorylierung von p53 untersucht.
Damit wird in der vorliegenden Arbeit und der daraus resultierenden Publikation®*®
(s. Anhang) erstmalig gezeigt, dass p21 die Phosphorylierung von p53 in vitro beeinflusst,
indem es die Aktivitdt von GSK-38 sowie der MAPKs JNK, p38 und ERK moduliert. Da sich
hingegen die Kinase-Aktivitdt der CK1e nicht durch p21 beeinflussen lieR®, zumindest nicht
hinsichtlich der hier verwendeten Substrate p53 und Casein, unterstreicht diese

Beobachtung die Spezifitdt des p21-vermittelten Effektes auf die oben genannten Kinasen.

In diesem Zusammenhang wurde wie schon oben erwahnt bisher lediglich publiziert, dass
die CK2-vermittelte Phosphorylierung von p53 durch p21 beeintrachtigt wird.?** Des Weiteren
beschrieben Shim et al. einen inhibierenden Effekt von p21 auf p38 sowie auf JNK1/2/3,
jedoch im letzteren Fall nur hinsichtlich der c-Jun-Phosphorylierung, nicht aber unter
Verwendung von p53 als Substrat.”® Auch konnte diese Arbeitsgruppe aus methodischen
Grinden (Verwendung immunprazipitierter Kinasen) nicht zwischen den einzelnen JNK-
Subisoformen unterscheiden und es wurden weder die Daten zur beschriebenen p38-
Inhibition gezeigt noch das verwendete Substrat benannt.’ Wie in der vorliegenden Arbeit
in vitro eindrucksvoll gezeigt wird, Gbt p21 auf die einzelnen JNK-Subisoformen tatsachlich
unterschiedliche Einfliisse aus, die in einer bemerkenswerten Weise vom jeweiligen Substrat
abhangig sind. Wahrend z.B. die Phosphorylierung eines Substrates gehemmt wird, kann die
eines anderen Substrates bei Verwendung der gleichen JNK-Subisoform von p21 entweder
unbeeinflusst bleiben oder sogar noch verstarkt werden. Diese Substrat-Abhangigkeit des
p21-Einflusses auf die Kinase-Aktivitat besteht auch bei p38 MAPK sowie bei ERK1/2 und
GSK-3p. Denkbar ist, dass hier eventuell die strukturelle Flexibilitdt von p21 zum Tragen
kommt. Da p21 wie alle Mitglieder der CIP/KIP-Familie keine festgelegte Tertidrstruktur

besitzt, 120122

ist es durchaus vorstellbar, dass sich die p21-Konformation bei verschiedenen
Substraten, die mit der Kinase interagieren, voneinander unterscheidet. Auf diese Weise
kénnte beispielsweise durch p21 in Anwesenheit des einen Substrats das katalytische
Zentrum der Kinase blockiert oder die Bindung des Substrates an dieses behindert werden,
was zu einer verminderten Phosphorylierung des Substrates flihren wirde. Bei der
Interaktion der Kinase mit einem anderen Substrat hingegen kdénnte p21 eine andere
Konformation annehmen, welche eine Inhibition der Kinase nicht zulasst. Geht man von
einer mdoglichen kompetitiven Inhibition aus, so k&énnen auch unterschiedliche
Bindungsaffinitdten zwischen der Kinase und p21 bzw. den verschiedenen Substraten eine
Rolle spielen. Kann p21 z.B. ein bestimmtes Substrat erfolgreich von der Kinase verdrangen,
so ist dies unter Umstdnden bei einem anderen Substrat nicht mdglich, da dieses eine

héhere Bindungsaffinitat zur Kinase aufweist.
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Interessanterweise konnte dariber hinaus in der vorliegenden Arbeit nachgewiesen werden,
dass p21 die Aktivitat selektiver Kinasen wie z.B. p38 MAPK, ERK1/2 sowie GSK-3p zum
Teil sogar stimulieren kann. Dabei handelt es sich um eine Uberraschende Entdeckung, da
p21 bisher nur als Inhibitor verschiedener Kinasen wie z.B. von CDK/Cyclin-Komplexen und
von ASK1 bekannt war (s. Abschnitt 2.2 der Einleitung).""® Zwar wurde fir p21 die
Steigerung der Kinase-Aktivitdt von CDK4/CyclinD1, CDK6/CyclinD1 und CDK1/CyclinB1
beschrieben, allerdings nimmt p21 hier keinen direkten Einfluss auf die Kinasen selbst.
Vielmehr férdert p21 die nukledre Lokalisation von CDK4, CDK6 und CyclinD1 und

136-138 \vie es auch die

unterstiitzt damit ihre Assemblierung zum funktionellen Holoenzym,
Assemblierung und damit die Aktivierung von CDK1 und CyclinB1 vorantreibt.’® Obwohl die
in der vorliegenden Arbeit verwendeten rekombinanten Kinasen bereits aktiv sind, ist p21
dennoch in der Lage, ihre Aktivitat weiter zu erhdéhen. Hierbei ist es durchaus denkbar, dass
p21 bei einer spezifischen Konformation, die sowohl auf seiner méglichen Interaktion mit der
Kinase als auch auf einer Interaktion mit dem Substrat begriindet sein kénnte, als eine Art
Cofaktor die Bindung zwischen Kinase und Substrat unterstiitzen kann. Auf dhnliche Weise
(Bindung an CyclinB1) fordert p21 auch die Assemblierung von CDK1 mit CyclinB1,
wenngleich auch in diesem Fall zusatzlich noch spezifische Phosphorylierungen der drei

beteiligten Komponenten eine wesentliche Rolle spielen.’®

Fir die hier beschriebene in vitro Studie wurden keine zellularen immunprézipitierten
Kinasen verwendet, sondern ausschlieRlich aktive rekombinante Kinasen. Auf diese Weise
sollten kontrollier- und vergleichbare Bedingungen fiir die Kinase-Reaktionen geschaffen
werden, da eine Immunprézipitation immer das Risiko unspezifisch prazipitierter oder
co-prazipitierter Proteine birgt, deren mdgliche Einflussnahme das Ergebnis der Kinase-
Reaktionen verfalschen kénnte. AufRerdem bedarf es zur Aktivierung zelluldrer Kinasen
intrinsischer und/oder extrinsischer Faktoren, welche die Vergleichbarkeit der einzelnen
Kinase-Reaktionen  weiter erschweren wirden. Dartber hinaus kénnte Dbei
immunpréazipitierten Kinasen mangels spezifischer Antikérper nicht zwischen einzelnen
Kinase-Isoformen und -Subisoformen unterschieden werden. Allerdings musste infolge der
ausschlie3lichen Verwendung aktiver rekombinanter Kinasen darauf verzichtet werden,
typische stressinduzierte p53-Kinasen wie ATM (350kDa), ATR (300kDa) oder HIPK2
(130kDa) in die Untersuchungen mit einzubeziehen, da diese Kinasen ein sehr grolles
Molekulargewicht aufweisen und deshalb in ihrer vollstdndigen Form als rekombinante
Proteine nicht kommerziell erhaltlich sind. Gerade weil aber unklar ist, wo die entscheidende
Interaktion zwischen p21 und der jeweiligen Kinase stattfindet, kann die Fahigkeit von p21
zur Modulation einer Kinase nur unter Verwendung des vollstdndigen Proteins sinnvoll

untersucht werden.
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Selbstverstandlich lassen die gewonnenen in vitro Daten noch keine verbindlichen Aussagen
zur Modulierbarkeit p53-phosphorylierender Kinasen in vivo zu. Allerdings liefern die Daten
von Hill et al.?® sowie die hier beschriebenen unterschiedlichen p53-Phosphorylierungs-
muster in p21-exprimierenden und -defizienten Zellen (s. Abb. 9) einen starken Hinweis auf
eine mogliche intrazelluldre Einflussnahme von p21 auf die p53-Phosphorylierung. Damit
postuliert die vorliegende Arbeit einen neuen Feedback-Mechanismus, durch den die
Stabilitdt und Aktivitdt des Tumorsuppressor-Proteins p53 durch sein transaktiviertes
Zielprotein p21 direkt beeinflusst werden kann. Entsprechende in vivo Studien zur mdglichen
Einflussnahme von p21 auf p53-phosphorylierende Kinasen sind allerdings extrem schwierig,
da p53 wie bereits erwdhnt Uber eine Art ,Strichcode®-System seiner post-translationalen
Modifikationen gesteuert wird’?> und auBerdem mehrere Kinasen die gleiche Position
innerhalb des p53-Proteins phosphorylieren kénnen (s. Abb. 4).> Damit ist die Mutation einer
einzelnen Phosphorylierungsstelle meist ebenso ohne erkennbare Auswirkung auf die p53-
Funktion wie die Inaktivierung einer einzelnen Kinase. DarlUber hinaus ist die Bedeutung
bestimmter Kinasen fir die p53-Phosphorylierung abhangig vom Zelltyp und Stimulus und
die Phosphorylierung einzelner Aminosauren des p53-Proteins erfolgt oft in mehreren und
voneinander abhangigen Schritten.* So ergibt sich ein komplexes, Zelltyp-spezifisches
Netzwerk aus Bedingungen und Abhangigkeiten, welches es bei der Analyse eines

Einflusses von p21 auf die intrazellulare p53-Phosphorylierung zu berticksichtigen gilt.

Nachdem sich die Aktivitdt der MAPKs JNK, ERK und p38 in vitro als p21-modulierbar
erwies, wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit deren Einfluss auf stressinduzierte
Signalwege untersucht. Kim et al.?**?*° haben fir Zervixkarzinom-Zellen zeigen kénnen,
dass diese durch ionisierende Bestrahlung Uber die Aktivierung von Bak und Bax bei
gleichzeitiger Verminderung der Bcl-2 Proteinmenge in die Mitochondrien-vermittelte
Apoptose geflihrt werden. Dieser strahlungsinduzierte Zelltod stand dabei in Abhangigkeit zu
JNK-vermittelten Signalwegen, wohingegen p38-induzierte Signalwege ihm

entgegenwirkten.?**°  Da

sich jedoch im hier verwendeten HCT116-Zellsystem
herausstellte, dass weder die pharmakologische Inhibition von JNK noch von p38 einen
erkennbaren Effekt auf die y-IR-induzierten zelluldren Stressantworten ausibte, kann davon
ausgegangen werden, dass JNK- und p38-vermittelte Signalwege hier keinen Einfluss auf
die Induktion von Seneszenz bzw. Apoptose haben. Demgegentber steht die Beobachtung,
dass die Inhibition des ERK-induzierten Signalweges in HCT116 einen effektiven Schutz vor
strahlungsinduzierter Apoptose vermittelt. Stattdessen werden die betroffenen Zellen infolge
der ERK-Inhibition in einer p53- und p21-unabhangigen Weise in die Seneszenz gefihrt
(s. Abb. 16). Interessanterweise verursacht die ERK-Inhibition bereits in unbestrahlten Zellen

einen Seneszenz-ahnlichen Zustand, gekennzeichnet durch eine erhéhte SA-p-Gal-Aktivitat,



[V Diskussion 80

es erfolgt jedoch keine Anhaufung der Zellen in der G1- oder G2-Phase, wie es fir einen
Zellzyklus-Arrest typisch ist. Da sich im Vergleich zu Kontrollzellen unter dem Einfluss des
MEK-Inhibitors jedoch weniger Zellen in der S-Phase befinden, werden diese Zellen
vermutlich sowohl in der G1- als auch in der G2-Phase arretiert, je nachdem, in welcher

dieser beiden Phasen sie sich gerade befinden.

Diese Daten verdeutlichen, dass ERK-vermittelte Signalwege in die y-IR-induzierte Apoptose
involviert sind. Aufgrund seiner Proliferations- und Zellmigrations-férdernden Funktionen
sowie der Sicherung des Zell-Uberlebens wurde ERK hauptséchlich als tumorgener Faktor
angesehen,251 doch mittlerweile ist bekannt, dass ERK auch infolge zelluldren Stresses
einschlieRlich y-IR aktiviert wird®%?** und hier pro-apoptotisch wirken kann.?**?° Bei der
Vermittlung stressinduzierter Apoptose scheint in diesem Zusammenhang die aktivierende
p53-Phosphorylierung an Ser15 durch ERK eine Rolle zu spielen.”® Da jedoch in der
vorliegenden Arbeit auch flr p53-defiziente Zellen der Schutz vor strahlungsinduzierter
Apoptose durch die Inhibition der ERK-Aktivierung gezeigt werden konnte, sind vermutlich
auch p53-unabhéangige Signalwege an der pro-apoptotischen Funktion von ERK beteiligt. Die
in der vorliegenden Arbeit erstmalig beschriebene degradierende Phosphorylierung des
anti-apoptotischen CDK-Inhibitors p21 durch die ERK-aktivierten RSKs (s. jeweils
Abschnitt 2 der Ergebnisse und der Diskussion) k&énnte ein Beispiel fir eine
p53-unabhédngige pro-apoptotische ERK-Funktion sein, zumindest in HCT116-Zellen, in
denen der p21-Status ausschlaggebend fir das strahlungsinduzierte Zellschicksal
ist. 13113425 Tatsachlich lasst sich mit der pharmakologischen Inhibition der RSKs in einer
p21-abhdngigen und p53-unabhangigen Weise die strahlungsinduzierte Apoptose
verhindern. Mit diesen Daten beschreibt die vorliegende Arbeit als eine der ersten eine

pro-apoptotische Funktion fiir RSKs.?'3%’
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2. Identifizierung von p21 als ein neues RSK-Substrat.

Der CDK-Inhibitor p21"WAF"C"1 agiert hauptsachlich als Induktor eines Zellzyklusarrestes
nach DNA-Schadigung. Daruber hinaus ist er an Differenzierungsprozessen beteiligt,
vermittelt zellulare Seneszenz und besitzt aullerdem ein hohes anti-apoptotisches Potential.
Aber auch beim gewohnlichen Durchlaufen des Zellzyklus spielt p21 eine Rolle, hier

allerdings auf eine Proliferations-férdernde Weise.'®

Die Expression von p21 nach
DNA-Schaden erfolgt hauptsachlich transkriptionell UGber den Tumorsuppressor p53,
wdhrend seine Funktion, Lokalisation und Stabilitdt fast ausschlieRlich Gber
Phosphorylierungen und Protein-Protein-Interaktionen gesteuert wird. Hierbei spielen
insbesondere die MAPKs JNK1, p38a und ERK2, aber auch GSK-33, CDK2, AKT1 und
PKCS/C eine bedeutende Rolle."'?*'®" Die vorliegende Arbeit beschreibt erstmals die
Phosphorylierung von p21 durch die Serin/Threonin-Kinasen RSK1/2/3, die sich negativ auf
die Stabilitat dieses CDK-Inhibitors auswirkt (s. Abschnitt 2 der Ergebnisse). RSK4 wurde in
diesem Zusammenhang nicht untersucht, da sie im Gegensatz zu den anderen humanen
RSK-Isoformen weder ubiquitdr noch in dem hier verwendeten HCT116-Zellsystem
exprimiert wird."32

Aktive RSKs wirken insbesondere Proliferations-férdernd, da sie einen positiven Einfluss auf
Zellwachstum und Zellmotilitdt nehmen. AuRerdem sichern sie das Uberleben der Zelle,
indem sie anti- bzw. pro-apoptotische Substrate direkt oder indirekt aktivieren bzw.
inhibieren.’® Auch die Stabilitat oder die subzelluldre Lokalisation eines Substrates kann von
den RSKs durch Phosphorylierung reguliert werden. Das zur CIP/KIP-Familie zahlende
p27-Protein beispielsweise wird durch die RSK-vermittelte Phosphorylierung an das
zytoplasmatische 14-3-3 Protein gebunden und auf diese Weise an der Ausiibung seiner
CDK-inhibierenden Funktion im Zellkern gehindert.?'

Der in der vorliegenden Arbeit als neues RSK-Substrat identifizierte CDK-Inhibitor p21 zahlt
ebenso wie p27 zur CIP/KIP-Familie. Die Mutation von Ser116 oder Ser146 des
p21-Proteins zu Alanin zeigt jeweils eine eindrucksvolle Verringerung der RSK-vermittelten
p21-Phosphorylierung, welche bei gleichzeitiger Mutation beider Positionen nahezu
vollstédndig aufgehoben wird (s. Abb. 21). Eine gewisse in vitro Phosphorylierbarkeit von p21
durch RSK ist bereits von Scott et al.'® gezeigt worden, dort allerdings ohne Durchfiihrung
naherer Untersuchungen zu dieser Thematik sowie ohne Nennung der verwendeten Isoform.
Hier war RSK lediglich im Rahmen vergleichender in vitro Kinase-Reaktionen neben
AKT/PKB, PKCC, PKA und S6K als weiteres Mitglied der AGC-Kinasefamilie hinsichtlich der
Fahigkeit zur Phosphorylierung von p21 Uuberpruft worden. Der Schwerpunkt dieser
Publikation lag vielmehr auf der PKCC-vermittelten p21-Phosphorylierung an Ser146. Im
direkten Vergleich zu den anderen genannten AGC-Kinasen wurde hier fiir RSK nur eine

aullerst schwache p21-Phosphorylierung festgestellt. Allerdings setzten Scott et al. fir ihren
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Phosphorylierungsvergleich jeweils die gleiche ,Unit*-Menge an Kinase ein, ohne zu
beriicksichtigen, dass sich die vom Hersteller angegebenen Units verschiedener Kinasen
nicht zueinander in Relation setzen lassen, da sie in Abhangigkeit vom verwendeten
Substrat, welches teilweise sogar unphysiologisch ist, unterschiedlich definiert sind. Daher ist
aus den Ergebnissen dieser Publikation nicht zu schlieRen, ob RSKs p21 besser oder
schlechter phosphorylieren als die anderen untersuchten AGC-Kinasen. Interessanterweise
stitzen die Western-Blot Daten von Scott et al.,, welche unter Verwendung eines
Phosphorylierungs-spezifischen Antikérpers gewonnen wurden, die in der vorliegenden

Arbeit beschriebene Phosphorylierungsposition Ser146.

Als AGC-Kinase phosphoryliert die NTKD der RSKs vorzugsweise Serine und Threonine,
welche Bestandteil der Konsensus-Sequenz BXBXX(S/T) sind, wobei B eine basische
(Arginin, Histidin oder Lysin) und X eine beliebige Aminosaure darstellt."”*?*® Die innerhalb
des p21-Proteins identifizierte in vitro RSK-Phosphorylierungsposition Ser146 liegt in einer
diesem Konsensus entsprechenden Sequenz (KRRQTS 4) und wird des Weiteren auch von
der AGC-Kinase PKC in vivo phosphoryliert.®®'° Die RSK-Phosphorylierungspositionen im
p27-Protein dagegen liegen in Sequenzen, welche nur teilweise mit dem Konsensus
tibereinstimmen (RVSNGS1, und LRRRQTgs).2'? Dennoch werden sie nicht nur von RSKs,
sondern auch von der AGC-Kinase AKT1 phosphoryliert.?°?®° |m Gegensatz hierzu wird
allerdings die AKT1-Phosphorylierungsstelle Thr145 innerhalb des p21-Proteins,®*'®® deren
Umgebungssequenz sogar vollstdndig dem Konsensus entspricht (RKRRQT,45), nicht von
den RSKs in vitro phosphoryliert (s. Abb. 21).

Stattdessen wurde anhand massenspektrometrischer Methoden sowie Mutagenese-Studien
Ser116 als weitere Phosphorylierungsstelle innerhalb von p21 identifiziert (s. Abb. 21). Diese
Entdeckung erscheint zunachst lberraschend, da sich Ser116 in einer Nicht-Konsensus-
Sequenz fir AGC-Kinasen befindet (VDLSLS46). Trotzdem wurde mittels BI-D1870 als
spezifischem Inhibitor der NTKD diese AGC-Kinasedomane als fur die Katalyse der Ser116-
Phosphorylierung verantwortliche Kinase bestatigt (s. Abb. 21). Auch handelt es sich bei
Ser116 nicht um die einzige Phosphorylierungsstelle des p21-Proteins, welche aufderhalb
des entsprechenden Konsensusmotivs der jeweiligen Kinase zu finden ist. So liegt die fur
PKC beschriebene Phosphorylierungsposition Ser153 im p21-Protein ebenfalls aul3erhalb
der AGC-Konsensus-Sequenz (TDFYHSis3)."® Ebenso befindet sich das von GSK-38
phosphorylierte Thr57 des p21-Proteins (Ts;PLEG) nicht in dem Konsensusmotiv fir diese
Kinase ((S/T)XXXpS/T, pS/T beschreibt hier eine Ublicherweise notwendige vorangehende
Phosphorylierung durch eine andere Kinase).'’ In der Literatur finden sich tiber p21 hinaus
zahlreiche weitere Beispiele fir Phosphorylierungen von Nicht-Konsensus-Sequenzen.

Hierzu zahlt u. a. die GSK-3B-vermittelte Phosphorylierung von CyclinD1 an Thr286.%°" Des
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Weiteren erfolgt die AKT1-vermittelte Phosphorylierung des fiir die Regulierung des
zellularen Glukose-Transportes wichtigen Faktors AS160 (AKT substrate of 160 kDa) an

2 Diese Daten

Ser666 innerhalb einer Nicht-Konsensus-Sequenz fur AGC-Kinasen.
verdeutlichen, dass die Phosphorylierung von Ser116 durch RSK auch ohne
Ubereinstimmung mit dem AGC-Konsensusmotiv méglich ist und keinen Einzelfall darstellt.
Einen unmittelbaren Beweis, dass Ser116 tatsdchlich eine natirliche RSK-
Phosphorylierungsposition darstellt, kann erst unter Verwendung Ser116-spezifischer
Phospho-Antikérper erbracht werden. Die in unserem Auftrag durchgefiihrte Generierung
eines diesbezliglichen Antikérpers bei der Firma Coring System Diagnostix GmbH ist jedoch

leider fehlgeschlagen.

Das von RSKs phosphorylierte Ser146 befindet sich unmittelbar neben der AKT1-
Phosphorylierungsstelle Thr145. Interessanterweise flihrte die Alanin-Substitution einer
dieser beiden Positionen zur verstarkten Phosphorylierung der benachbarten Position durch
die entsprechende Kinase (s. Abb. 21). Es ist denkbar, dass sich durch den Aminoséauren-
austausch die Konformation von p21 an dieser Stelle zu Gunsten einer besseren
Zuganglichkeit fur die jeweils andere Kinase andert. Umgekehrt Iasst sich anhand dieser
Beobachtung die Hypothese formulieren, dass sich eine gleichzeitige Thr145- und Ser146-
Phosphorylierung gegenseitig ausschlieBen. Die Uberpriifung dieser Hypothese steht aber
noch aus und kénnte mittels sequenzieller Kinase-Reaktionen erfolgen. Des Weiteren lielien
sich Phosphorylierungs-imitierende GST-p21-Mutanten generieren, um ihre in vitro
Phosphorylierbarkeit durch AKT1 und RSKs zu untersuchen. Sollten sich die
Phosphorylierungen dieser beiden Positionen tatsdchlich gegenseitig ausschliefen, so
wirde anschlielend der interessanten Fragestellung nachgegangen werden, welche
Konsequenzen sich daraus fir in vivo Signalwege ergeben. Hierflr ist eine induzierbare
Expression verschiedener p21-Mutanten wiinschenswert. Die im Rahmen dieser Arbeit
generierten lentiviralen Flag-p21-Expressionsplasmide (s. Abb. 23) stellen fir Unter-
suchungen dieser Art eine gute Grundlage dar. Bisher ist bekannt, dass die AKT1-vermittelte
p21-Phosphorylierung an Thr145 zur Aufhebung der p21-PCNA-Interaktion sowie zur
zytoplasmatischen Lokalisation des p21-Proteins fiihrt."®*'®* Fiir die Phosphorylierung von
p21 an Ser146 durch PKC sind in Abhangigkeit von der jeweiligen PKC-Isoform die
gegensatzlichen Auswirkungen einer Stabilisierung bzw. einer Destabilisierung beschrieben

worden. 69170

Im Mittelpunkt zukUnftiger in vivo Untersuchungen zur gegenseitigen
Beeinflussung der Thr145- und Ser146-Phosphorylierung des p21-Proteins soll die RSK-
vermittelte Ser146-Phosphorylierung stehen, doch kénnten sie auch zur weiteren Aufklarung

der oben genannten Aspekte beitragen.
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Nachdem es in der vorliegenden Arbeit gelang, im p21-Protein zwei in vitro RSK-
Phosphorylierungspositionen zu identifizieren, stellt sich die Frage nach den in vivo
Auswirkungen dieser Phosphorylierung. Fur Ser146 kann zunédchst ein Vergleich zur
PKC-vermittelten Phosphorylierung aufgestellt werden, welche allerdings wie oben erwahnt

170

sowohl eine Stabilisierung (Phosphorylierung durch PKC3) " als auch eine Destabilisierung
(Phosphorylierung durch PKCZ)'®® des p21-Proteins hervorrufen kann. Folglich missen hier
noch andere Determinanten eine Rolle spielen. Mit Ser116 hingegen wird hier eine
vollkommen neue Phosphorylierungsstelle innerhalb des p21-Proteins beschrieben. Die
Phosphorylierung der in der Nahe liegenden Ser114-Position erfolgt durch GSK-3f und fuhrt
zur Degradation von p21.'%®

In der vorliegenden Arbeit wird gezeigt, dass die pharmakologische Inhibition der zelluldren
RSK-Aktivitdt Seneszenz induziert und auf diese Weise strahlungsinduzierter Apoptose
entgegenwirkt (s. Abb. 17). Die hierbei auftretende Akkumulation von p21, welche
p53-unabhéngig ist und entsprechend den durchgefiihrten Real-Time PCR-Analysen nicht
durch transkriptionelle Stimulation erfolgt (s. Abb. 18), spielt in diesem Zusammenhang
vermutlich die entscheidende anti-apoptotische und Seneszenz-induzierende Rolle. Diese
Vermutung wird durch die Beobachtung gestitzt, dass sich mittels RSK-Inhibition nur in
Anwesenheit von p21, jedoch nicht in p21-defizienten Zellen der apoptotische Zelltod
vermeiden und Seneszenz induzieren Iadsst. Eine transkriptionell unabhéngige
p21-Akkumulation ist am wahrscheinlichsten mit einer Stabilisierung des p21-Proteins zu
erklaren. Dies bedeutet im Umkehrschluss, dass aktive RSKs vermutlich durch
Phosphorylierung eine Destabilisierung von p21 bewirken und dadurch dessen proteasomale
Degradation einleiten. Tatsachlich lasst sich die Proteinmenge an ektopisch exprimiertem
Flag-p21 bei inhibierter Protein-Neusynthese durch die Zugabe von RSK-stimulierendem
PMA in Abhangigkeit von den beiden RSK-Phosphorylierungsstellen herabsetzen
(s. Abb. 22). Dies spricht fir eine direkte Beteiligung der RSK-vermittelten Phosphorylierung.
Allerdings handelt es sich bei PMA um einen PKC-Aktivator, welcher folglich die RSKs nicht
direkt und spezifisch aktiviert, sondern sowohl ERK- und JNK-Signalwege stimuliert als auch
die p21-phosphorylierende PKC aktiviert.*® Die gezielte Inhibiton der RSKs mittels
BI-D1870 vermag jedoch dem reduzierenden Effekt von PMA auf die p21-Menge zum Teil
entgegenzuwirken (s. Abb. 22). Da dieser Inhibitor die Kinase-Aktivitdt von ERK1/2,
JNK1/2/3 und PKCo/C nicht beeinflusst,?*> kann die p21-Degradation zumindest in dem
Ausmaly, in dem sie mittels BI-D1870 zu verhindern ist, auf den Einfluss der RSKs
zurtickgefiihrt werden. Dieser Annahme entsprechend ist der geringe PMA-induzierte Abbau
der Phosphorylierungs-defizienten Flag-p21-Mutante nicht durch BI-D1870 aufzuheben und
stellt somit den Degradationsgrad dar, welcher RSK-unabhéngig durch PMA herbeigefuhrt

wird.
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Die gewonnenen Erkenntnisse bestdtigen die Hypothese einer destabilisierenden
RSK-vermittelten p21-Phosphorylierung an Ser116 und/oder Ser146. Ebenso konnte gezeigt
werden, dass diese RSK-vermittelte p21-Degradation Uber das Proteasom erfolgt, da es
nicht moéglich ist, in Anwesenheit eines Proteasom-Inhibitors die p21-Proteinmenge durch die
Zugabe von PMA zu verringern (s. Abb.22). Welche Bedeutung den beiden
Phosphorylierungspositionen bei der RSK-vermittelten p21-Degradation im Einzelnen
zukommt, muss allerdings noch aufgeklart werden. Hierfir ist die Generierung
entsprechender Plasmide zur ektopischen Expression der p21-Einzelmutanten (S116A bzw.
S146A) und die anschlieBende Uberpriifung ihrer Proteinstabilitdt zwingend erforderlich.
Mittels densitometrischer Auswertung diesbeziglicher Western-Blot Analysen kdnnen
Halbwertzeiten der einzelnen p21-Protein-Varianten (Wildtyp und Mutanten) in An- oder

Abwesenheit aktiver RSKs ermittelt und miteinander verglichen werden.

Fir weiterflhrende Untersuchungen zur physiologischen Bedeutung der in vivo Beziehung
zwischen RSKs und p21 sollen in naher Zukunft Zellen generiert werden, welche sich durch
eine stabile induzierbare Expression von Wildtyp-Flag-p21 und Phosphorylierungs-
defizienten Einzel- bzw. Doppel-Mutanten auszeichnen. Durch die stabile Expression des
Flag-markierten p21-Proteins kénnen die Analysen unabh&ngig von Transfektionseffizienzen
und zeitlich limitierter Expression, wie sie bei Anwendung transienter Transfektionen zu
beriicksichtigen sind, durchgeflihrt werden. Die zu diesem Zweck generierten Expressions-
plasmide (s. Abb. 23) erméglichen dabei die p53-vermittelte Induktion von p21. Auf diese
Weise wird die p21-Menge in unstimulierten Zellen niedrig gehalten, um eine mit natlrlichen
Bedingungen vergleichbare Ausgangssituation zu schaffen. Mit Hilfe dieser Zellen soll die
Auswirkung des teilweisen bzw. vollstdndigen Verlustes der RSK-vermittelten p21-
Phosphorylierung auf zellulare Stressantworten wie Apoptose und Seneszenz analysiert
werden. Wie fir transient exprimiertes Flag-p21 bereits durchgefihrt, soll auBerdem stabil
exprimiertes Flag-p21 in Abh&ngigkeit von seiner Phosphorylierbarkeit unter dem Einfluss
aktivierter RSKs hinsichtlich seiner Proteinstabilitdt bei inhibierter Protein-Neusynthese

Uberprift werden.

Es zeigt sich also, dass die in der vorliegenden Arbeit aufgedeckte Phosphorylierung des
CDK-Inhibitors p21 durch die RSKs ein breites Spektrum an nachfolgend durchzufiihrenden
Untersuchungen bereitstellt. Da mit Ser116 und Ser146 zwei RSK-Phosphorylierungs-
positionen im p21-Protein identifiziert wurden, kann von einem spezifischen Prozess
ausgegangen werden, ein in vitro Artefakt ist damit unwahrscheinlich. Die hier gewonnenen
Erkenntnisse aus in vivo Experimenten liefern zudem Anhaltspunkte fir die physiologische

Bedeutung dieser neu beschriebenen Interaktion. Sowohl die Aktivierung der RSKs als auch
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ihre gezielte Inhibition 1&sst jeweils erkennen, dass RSKs mittels ihrer Phosphorylierung den
proteasomalen Abbau des p21-Proteins fordern und somit dessen Stabilitadt beeintrachtigen.
Damit er6ffnen sich neue Sichtweisen auf die durch RSKs beeinflussten zelluldren
Signalwege, zu denen nun auch jene gerechnet werden missen, an denen p21 beteiligt ist.
Es ist bekannt, dass RSKs in einigen Tumoren Uberexprimiert werden, eine wenig
Uberraschende Tatsache, da sich diese Kinasen insbesondere durch ihre Proliferations-
fordernden und Uberlebens-sichernden Funktionen auszeichnen.'”® Aus diesem Grund sind
die RSKs in den Fokus neuer Therapieansitze gegen Krebserkrankungen geriickt.?*’ Die
Entwicklung spezifischer RSK-Inhibitoren als potentielle Therapeutika klingt in der Tat
zunéchst naheliegend. Die Daten der vorliegenden Arbeit belegen jedoch, dass eine
Inhibition der RSKs eine Stabilisierung des p21-Proteins zur Folge hat. Daraus ergibt sich fir
Tumorzellen, in denen der p21-Status entscheidend fir die Auswirkung ionisierender
Strahlung ist, die zu bericksichtigende Problematik, dass die Hochregulierung von p21
infolge einer RSK-Inhibition zu einer unerwiinschten Strahlungsresistenz dieser Zellen fiihren
kann. Dieses Phanomen des p21-vermittelten Schutzes vor strahlungsinduzierter Apoptose
in Anwesenheit eines RSK-Inhibitors konnte in der vorliegenden Arbeit am Beispiel
p53-defizienter HCT116 Kolon-Karzinom-Zellen gezeigt werden. Die in dieser Dissertation
erstmalig beschriebene physiologische Beziehung zwischen RSKs und p21 bedarf also
weiterer grindlicher Studien und sollte fortan Beriicksichtung finden bei der Entwicklung
neuer Medikamente im Kampf gegen Krankheiten, die mit einer Fehlregulierung der

RSK-AKktivitdt in Zusammenhang stehen.
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Zusammenfassunqg

Der Transkriptionsfaktor p53 spielt als Tumorsuppressor-Protein eine zentrale Rolle bei der
zellularen Antwort auf genotoxischen Stress. Bis heute ist jedoch ungeklart, wie p53 bei
verschiedenen Stimuli Uber das Zellschicksal entscheidet. Da seine Aktivitdt und Promotor-
Spezifitdt im Wesentlichen durch post-translationale Modifikationen reguliert wird, wurden in
der vorliegenden Arbeit die Acetylierungs- und Phosphorylierungsmuster von p53 in
apoptotischen und seneszenten HCT116 Kolon-Karzinom-Zellen verglichen. Hierbei trat ein
deutlicher Zusammenhang zwischen dem Phosphorylierungszustand von p53 und der
An- bzw. Abwesenheit des CDK-Inhibitors p21"“A""“"! hervor, was auf eine entscheidende
Funktion von p21 in p53-phosphorylierenden Prozessen hindeutete. Tatsachlich bestétigten
in vitro Kinase-Reaktionen, dass p21 die Aktivitdt verschiedener p53-phosphorylierender
Kinasen wie der MAP Kinasen JNK1/2, p38a und ERK1/2 sowie GSK-3f unterschiedlich
modulierte. Insbesondere aber konnte in dieser Dissertation erstmals gezeigt werden, dass
p21 hierbei in einer bemerkenswerten Substrat-Abhangigkeit nicht nur einen inhibierenden,
sondern auch einen aktivierenden Einfluss auf diese Kinasen austbte.

Untersuchungen zur Beteiligung der MAPKs an der zellularen Antwort auf genotoxischen
Stress zeigten, dass die pharmakologische Inhibition der ERK-aktivierenden MEKSs, jedoch
nicht die Inhibition der JNKs oder der p38 MAPK, HCT116-Zellen effektiv vor
strahlungsinduzierter Apoptose schiitzte. Dieser Effekt war allerdings unabhangig von p21.
Demgegentiber vermochte die pharmakologische Inhibition der RSKs, welche von ERK1/2
aktiviert werden, nur p53-defiziente HCT116-Zellen vor strahlungsinduzierter Apoptose zu
schitzen, nicht aber p21-defiziente Zellen. Auch fiihrte sie, ebenfalls in Abhangigkeit von
p21, nicht nur bestrahlte Zellen in die zellulare Seneszenz, sondern auch unbestrahlte, was
eine enge funktionelle Verknipfung zwischen RSKs wund p21 vermuten liel3.
Interessanterweise verursachte die pharmakologische wie auch die spezifische
RSK-Inhibition mittels BI-D1870 bzw. durch siRNA eine rasche Akkumulation des
p21-Proteins, die weder p53-vermittelt noch transkriptionell reguliert war. Basierend auf
diesen Beobachtungen sowie auf massenspektrometrischen Untersuchungen und
Mutationsanalysen demonstriert die vorliegende Dissertation zum ersten Mal, dass die
RSK-Isoformen 1, 2 und 3 das p21-Protein in vitro an Ser116, einer neuen und bisher
unbekannten Phosphorylierungsstelle innerhalb des p21-Proteins, sowie an Ser146 im
Konsensusmotiv fir AGC-Kinasen phosphorylieren. Weitere Untersuchungen zur
physiologischen Bedeutung dieser RSK-p21-Interaktion zeigten, dass eine schnelle
Degradation des p21 Wildtyp-Proteins in einer RSK- und Proteasom-abhdngigen Weise
induzierbar war, wohingegen die Expression einer RSK-unphosphorylierbaren
p21-Doppelmutante (S116/146A) in der Anwesenheit aktiver RSKs unbeeinflusst blieb.
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Damit beschreibt diese Dissertation einen neuen und wichtigen Regulationsmechanismus fir
p21, indem sie eine direkte Verbindung zwischen RSKs und p21 aufzeigt und dadurch die

von diesen Kinasen kontrollierten Signalwege erweitert.

Abstract

As a tumorsuppressor protein, the transcription factor p53 plays a central role in cellular
responses to genotoxic stress. However, it is still very much unclear how p53 decides the
fate of a cell upon exposure to different stimuli. As its activity and promoter specifity is
essentially regulated by post-translational modifications, the acetylation and phosphorylation
patterns of p53 in apoptotic and senescent HCT116 colon carcinoma cells were compared in
the present work. Thereby it was found that the absence or presence of the CDK inhibitor
p21 greatly influenced the phosphorylation pattern of p53 indicating that p21 plays a pivotal
role in this process. Indeed, in vitro kinase assays revealed that p21 differentially modulates
various p53-phosphorylating kinases such as MAP kinases JNK1/2, p38a. and ERK1/2 as
well as GSK-3p3. Even more important was the finding that p21 not only inhibits these
kinases, but is also able to activate them in a remarkable substrate-dependent manner, a
finding that was not described before.

Investigations concerning the participation of MAPKs in cellular responses to genotoxic
stress demonstrated that pharmacological inhibition of the ERK-activating MEKs, but not
inhibition of JNKs or p38 MAPK, effectively protected HCT116 cells from irradiation-induced
apoptosis. However, this event was mediated in a p21-independent manner. In contrast,
pharmacological inhibition of RSKs, that are downstream effectors of ERK1/2, protected only
p53-deficient HCT116 cells from irradiation-induced apoptosis, but not p21-deficient cells. In
addition, depending on the presence of p21, RSK inhibition drived not only irradiated cells
into cellular senescence, but also unstressed cells, suggesting a close functional relationship
between RSKs and p21. Interestingly, pharmacological and specific inhibition of RSKs by
BI-D1870 and siRNAs, respectively, caused a rapid accumulation of p21 that was not
mediated by p53 and that was independent of transcriptional events. Based on these findings
as well as on masspectrometric analyses and mutagenesis studies, this PhD thesis
demonstrates for the first time that the RSK isoforms 1, 2 and 3 phosphorylate p21 at
Ser116, which is a novel and unknown phosphorylation site within the p21 protein, and
Ser146, lying within the consensus site for AGC kinases. Further investigations concerning
the physiological relevance of this RSK-p21 interaction revealed that rapid degradation of the
p21 wild-type protein is inducible in a RSK- and proteasome-dependent manner, whereas
expression of a RSK-unphosphorylatable p21 double mutant (S116/146A) remained
unaffected in the presence of active RSKs. Thus, this PhD thesis uncovers a novel and
important mechanism of p21 regulation providing a direct link between RSKs and p21 that

further extends the pathways controlled by these kinases.
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Although initially described as a regulator of cell cycle progression, the cyclin-dependent kinase inhibitor p21 is now
known to also modulate various other biological processes including transcription, differentiation and apoptosis.
These versatile activities of p21 are mainly mediated via direct binding to various transcription factors, pro-apoptotic
proteins and kinases that are usually inhibited by this interaction. Here we provide in vitro evidence that p21 not only
inhibits, but also activates certain kinases in a remarkable substrate-dependent manner. Whereas phosphorylation
of the tumor suppressor p53 by several isoforms of the cJun N-terminal kinases (JNKs) was greatly attenuated in the
presence of p21, phosphorylation of cJun remained either unaffected or was even enhanced. Furthermore, p21 strongly
increased phosphorylation of cFos and MBP by ERK1 and ERK2, while p53 phosphorylation was increased and inhibited,
respectively. Also p38a and glycogen synthase kinase-3 beta (GSK-3B) were found differentially regulated by p21 in
a substrate-dependent manner, while casein kinase-1 epsilon (CK1e) was not affected. Together with our finding that
the stress-induced p53 phosphorylation pattern differs greatly between p21-proficient and -deficient HCT116 colon
carcinoma cells, our results suggest that p21 is able to influence kinase activities both in a negative and positive manner.

Introduction

p21WARCIPL 3 DNA damage-inducible cell cycle inhibitor present
mainly in the nucleus, is part of a family of structurally related
proteins (comprising also p27 and p57) that was originally identi-
fied by its ability to interact and inhibit cyclin-dependent kinases
(CDKs).! Paradoxically, when localized in the cytosol, p21 can
also facilitate the assembly of D-type cyclins with CDK4 and
CDKG, thereby promoting progression through the G, phase of
the cell cycle.? Furthermore, p21 also modulates cell cycle pro-
gression independently of cyclins and CDKs via inhibition of the
proliferating cell nuclear antigen (PCNA), an accessory protein
required by DNA polymerases for DNA replication.’* The activi-
ties of p21 are, however, not only restricted to the control of the
cell cycle, as it was shown to also regulate a variety of transcrip-
tional responses, both in a positive and negative manner.”® In
addition, over the past few years it became evident that p21 con-
stitutes a powerful anti-apoptotic protein that is able to counteract
cell death signaling at multiple frontiers.” Together, these features
make p21 an extremely versatile protein crucial for the regulation
of diverse and partially opposing processes such as proliferation,
differentiation, replicative senescence and apoptosis.

It therefore appears that p21, similar to the transcription fac-
tor and tumor suppressor p53, possesses both tumorsuppressive

*Correspondence to: Reiner U. Janicke; Email: janicke@uni-duesseldorf.de
Submitted: 06/17/10; Accepted: 06/25/10

and - oncogenic capabilities.”>® Thus, control mechanisms are
necessary that tightly regulate expression and stability of p21.
Upon DNA damage, this is mainly achieved via p53 that tran-
scriptionally induces expression of p21, although multiple other
pathways exist that independently of p53 lead to the induction
of p21 in response to a plethora of stimuli.>® Once expressed,
p21 is a very unstable protein with a half-life of about 20-60
minutes as it is constantly proteolysed by ubiquitin-dependent
and -independent mechanisms.'”"" Furthermore, p21’s activities
that are mainly mediated via direct protein-protein interactions
are controlled by post-translational phosphorylation events that
critically interfere with its stabilization.'” Probably the best char-
acterized is the phosphorylation at T145 by the survival kinase
AKT (also known as protein kinase B, PKB) that not only abro-
gates binding of p21 to PCNA, but also results in its relocaliza-
tion from the nucleus to the cytosol.'”>"® This in turn renders p21
unable to exert its nuclear cell cycle regulatory role, but provides
a potent anti-apoptotic function. Cytosolic p21 strongly binds
to and inhibits the activity of several kinases directly involved
in the induction of apoptosis, such as apoptosis signal-regulating
kinase 1 (ASK1) and distinct members of the mitogen-acivated
protein (MAP) kinase family including the stress-activated pro-
tein kinases (SAPKSs, also known as cJun N-terminal kinases,
JNKs) and p38."*" In addition, p21 was proposed to bind and
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inhibit pro-caspase-3,' although this was not observed in another
experimental system, in which we localized the CDK-dependent
anti-apoptotic activity of p21 downstream of mitochondria, but
upstream of caspase-9.”

In agreement with other studies, we also noticed in our
previous work that the increased sensitivity of p21-deficient
HCT116 colon carcinoma cells to ionizing radiation (yIR)-
induced apoptosis correlated well with significantly elevated
p53 levels compared to their apoptosis-resistant wild-type coun-
terparts.” Hence, we hypothesized that p21 may influence p53
stability by inhibition of kinases that are known to phosphory-
late this tumor suppressor such as JNKs, p38a, GSK-3f3, casein
kinase 1/2 (CK1/2) and extracellular signal-regulated kinase 1/2
(ERK1/2). However, inhibition of these kinases by p21 was so
far preferentially demonstrated using either their natural sub-
strates or an artificial substrate such as the myelin basic protein
(MBP),>'*5 but, with the exception of CK2,% was never inves-
tigated with regard to a possible impact on p53 phosphorylation.
Intriguingly, performing in vitro kinase assays, we found that
p21 not only inhibits, but also activates some of these kinases in
a remarkable substrate-dependent manner.

18,19

Results

Different p53 phosphorylation patterns in p21-proficient and
-deficient HCT116 cells. It was repeatedly reported that non-
stressed p21-deficient HCT116 cells express elevated p53 levels
compared to their wild-type counterparts even in the absence of a
stress stimulus (Fig. 1C)."""? Using the chromium-induced model
of DNA damage, Hill and colleagues recently postulated that
these were not caused by increased transcription or translation
of p53, but rather by elevated kinase activities that phosphory-
late and stabilize p53.%' This finding implies a constitutive inhi-
bition of p53-phosphorylating kinases by p21. However, as also
p53 in untreated cells is partially phosphorylated, the increased
p53 phosphorylation in non-stressed p21-deficient cells could
be merely due to their increased p53 pool. To compare the p53
phosphorylation pattern in HCT116 wild-type and HCT116/
p21°" cells in response to DNA damage, we immunoprecipitated
p53 from untreated and irradiated (20 Gy) cells and analyzed the
samples by Western blot using a wide range of phospho-specific
p53 antibodies. Taking into account the increased p53 expression
level in untreated p21-deficient cells and the likelihood that this
p53 is also phosphorylated, at least to some extent, we aimed to
precipitate comparable quantities of p53 protein from each cell
line by using only a limited amount of p53 antibody (12 ng/mg of
cell extract) that is not sufficient to pull down the entire pool of
p53 (data not shown). Together with the subsequent densitomet-
ric analysis of the obtained immunoblot signals, this approach
avoids misinterpretation of a possible increased phosphorylation
merely due to increased p53 protein levels.

In agreement with this earlier study,” the Western blot results
obtained suggest indeed that both cell lines exhibit already under
control conditions differences in their p53 phosphorylation
patterns (Fig. 1A; left part, compare lanes 1 and 3 for serines
6, 9, 20, 46, 392 and Thrl8). However, normalization of the
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phosphorylation signals in relation to the respective total amount
of p53 precipitated confirmed only Thrl8 and Ser392 as being
more intensively phosphorylated in the absence of p21, whereas
no differences were observed with regard to serines 6, 9, 20 and
46 (Fig. 1A; right part, compare lanes 1 and 3). In addition, this
procedure revealed that also serines 33, 37 and 315 were differen-
tially phosphorylated in these two cell lines (Fig. 1A; right part,
compare lanes 1 and 3), indicating that the loss of p21 might
indeed influence phosphorylation of p53 even in unstressed cells.
However, these differences were never as much pronounced as
those observed following exposure of the two cell lines to yIR.
Particularly Ser46 and even more so Serl5 were found to be
extremely hyperphosphorylated in irradiated p21-deficient cells
(Fig. 1B), implying that at least one, or perhaps several of the
kinases responsible for these phosphorylation events are indeed
inhibited in the presence of p21. Moreover, Ser9 and Ser20
were reproducibly found to be less phosphorylated in irradiated
p21-deficient HCT116 cells compared to their wild-type coun-
terparts (Fig. 1B). Alcthough Ser6 was also more phosphorylated
in irradiated p21-deficient cells (Fig. 1A), this was not observed
consistently (Fig. 1B). Together, these data suggest that p21 not
only inhibits certain p53-phosphorylating kinases, but may sur-
prisingly be also required for some kinases to unfold their proper
potential.

Influence of p21 on the activity of JNK1/2 isoforms. To
analyse whether p21 is indeed able to modulate phosphoryla-
tion of p53; we first focused our research on JNK1/2 kinases,
because these pro-apoptotic enzymes phosphorylate both p53
and p21.72%* In addition, they were proposed to be inhibitable
by p21, at least with regard to the phosphorylation of their natu-
ral substrate cJun.® From the four different isoforms that exist
each for JNK1 and JNK2,* we employed two each in in vitro
kinase assays using a GST-p53 fusion protein as the substrate.
Verification of the GST proteins used (GST, GST-p21 and GST-
p53) by Western blot analyses revealed predominant bands at the
expected sizes for GST (-27 kDa) and GST-p21 (-48 kDa) (Fig.
2A). In contrast, several smaller C-terminal truncated fragments
(ranging from approximately 27 kDa to 60 kDa) were observed
for GST-p53 in addition to the full-length protein (-80 kDa)
(Fig. 2A), as verified by the use of different monoclonal p53 anti-
bodies (Fig. 2B and C).

The GST-p21 used here is functionally active as a CDK inhib-
itor, as it potently prevented CDK2/cyclinE-mediated phosphor-
ylation of full-length GST-p53 (Fig. 3A, left part) and histone H1
(data not shown) in a dose-dependent manner. Similarly, GST-
p21 blocked also the JNKlal-mediated phosphorylation of both
the GST-p53 full-length protein as well as the C-terminal trun-
cated GST-p53 fragments in a dose-dependent manner, a finding
that was not reported before (Fig. 3A, right part). GST alone had
no effect on the activity of either kinase (Fig. 3B and data not
shown) confirming that the observed inhibition was specific for
p21. For optimal results, we routinely used a 4 to 1 molar ratio
of p21 to kinase for our subsequent studies although lower ratios
were also effective in kinase modulation (e.g., ERK; see below).

GST-p21 blocked also phosphorylation of GST-p53 by both

JNK2 isoforms although the inhibition was less pronounced with
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Figure 1. Differential p53 phosphorylation patterns in p21-proficient and —deficient HCT116 cells. (A) Western blot analyses determining the phos-
phorylation status of immunoprecipitated p53. In order to avoid a complete pull-down of the entire p53 pool, p53 was immunoprecipitated from
HCT116 wild-type (wt) and p21-deficient cells (p217) using only a suboptimal antibody concentration (12 ng/mg protein extract) 24 hours after the
cells were either left untreated or exposed to yIR. The samples were then analyzed by Western blotting for the status of total p53 with the PAb1801
antibody and for phosphorylated p53 using the indicated phospho-specific antibodies. Please note that the IP in p53-deficient HCT116 cells did not
yield any detectable signal (data not shown) demonstrating the specificity of the IP procedure. The densitometric values for the columns shown in the
right part were obtained following normalization of the p53 phosphorylation signals against the amount of total p53 precipitated in the respective
experiment. Hereby please note that the total p53 blot shown was only used for normalization of the phospho signals obtained with the Ser15, Ser20,
Ser33 and Ser315 antibodies. For the remaining p53 phospho blots, different total p53 blots were used for normalization (not shown). (B) Densitomet-
ric analysis of the results obtained in (A). Shown are the values for the specific yIR-induced p53 phosphorylation normalized to the total amount of p53
precipitated. Data shown represent the mean of three to five independent Western blot experiments + SD. (C) Western blot analysis of the status of
total p53 and p21 in lysates of unstimulated and irradiated (20 Gy at 200 kV using a Gulmay Medical R$225; IsodoseControl, Bochum, Germany) wild-
type and p21-deficient HCT116 cells. As a loading control, blots were reprobed with an actin antibody.

JNK2al that almost exclusively phosphorylates the C-terminal
truncated GST-p53 fragments (Fig. 3B). On the other hand,
p21 clearly enhanced JNK1B2-mediated phosphorylation of the
GST-p53 fragments (Fig. 3B). Thus, depending on the JNK iso-
form investigated, p21 can either inhibit or stimulate their p53
phosphorylation potential. Interestingly, whereas both JNK2 iso-
forms as well as the JNKlal isoform preferentially phosphory-
late the C-terminal truncated p53 fragments, this is not evident
with JNK1B2 that phosphorylates the fragments and the full-
length p53 protein to a similar extent (Fig. 3B). While indicat-
ing site-specific restrictions for the individual JNK1/2 isoforms,
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this observation is most likely explained by the fact that full-
length p53 assembles into a tetrameric homo-oligomer in which
certain phosphorylation sites might not be as easily accessible
as in C-terminal truncated and therefore monomeric p53 frag-
ments.”?¢ In agreement with this assumption is also our observa-
tion that following YIR exposure, ectopically expressed p5383, a
natural occurring C-terminal truncated p53 isoform lacking the
entire oligomerization domain and hence is unable to tetramer-
ize,” is more intensively phosphorylated on several residues when
compared to the wild-type p53 protein in similar treated cells
(data not shown).
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Surprisingly, when a GST-AcJun fragment was used as
the substrate for the various JNK1/2 enzymes, the previously
reported inhibition by p21 was not observed (Fig. 3C)." Instead,
p21 reproducibly enhanced phosphorylation of this cJun frag-
ment by JNKI1B2 and even more so when the JNK2al isoform
was used, whereas it had no effect on cJun phosphorylation by
JNKlal or JNK2a2 (Fig. 3C). Although the substrate prefer-
ences of individual JNK isoforms remain largely enigmatic,”® the
apparent discrepancy may be caused by the different sources of
the JNK enzymes employed. Whereas we used individual recom-
binant isoforms of JNK1 and JNK2 in in vitro kinase assays,
Shim and colleagues individually overexpressed the three differ-
ent JNK genes (JNK1/2/3) in vivo and immunoprecipitated the
resulting products with an anti-Flag antibody following exposure
of these cells to ultraviolet light."” Thus, it is possible that these
JNKs underwent UV-specific post-translational modifications
that might be required for efficient binding and inhibition by
p21. In addition, we cannot exclude that the isoforms used were
different from those employed in our study. This, however, is
particularly important, as our results suggest specific substrate
requirements for the individual JNK isoforms that, in addition,
are differentially influenced by p21.

Influence of p21 on the activity of other p53-phosphorylat-
ing kinases. Next we assessed the influence of p21 on another
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MAP kinase, namely p38a. Together with the JNKs, p38a con-
stitutes a major component in stress-induced pathways partially
due to the phosphorylation of p53 and p21, events that greatly
contribute to their stability.”»* The possibility, however, that p21
in turn might affect the kinase activity of p38a was not thor-
oughly investigated before. Although a previous report stated a
p21-mediated inhibition of p38, no data were shown and nei-
ther the substrate nor the p38 family member used was speci-
fied.® Nevertheless, performing in vitro kinase assays, we indeed
found that phosphorylation of MBP by p38a was reduced in the
presence of p21 (Fig. 4B), consistent with this earlier report.” In
contrast, we observed that p21 strongly increased p38a-mediated
phosphorylation of the transcription factors p53 (both the full-
length protein and the C-terminal truncated fragments) and
ATEF-2 (Fig. 4A and C), which resemble two natural substrates
of this MAP kinase. Phosphorylation of either substrate was not
influenced by the addition of the GST protein (Fig. 4A-C),
implying a p2l-specific regulation of p38a kinase activity that
similar to those of the JNK isoforms critically depends on the
substrate employed.

We then analyzed the influence of p21 on the activity of the
glycogen synthase kinase-3 beta (GSK-3B), an ubiquitously
expressed serine/threonine protein kinase involved in mul-
tiple processes including cell cycle regulation and apoptosis.”
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family, CKle. Although an interaction of this 34 — '
isoform with p21 has not been described, CKle 26 — -
was especially interesting to us as it has been long exposure * GST-p21

strongly implicated in p53-mediated decision
processes and was shown to phosphorylate p53
at several N-terminal amino acids.®® Although CKle was inten-
sively autophosphorylated, with a molecular weight of approxi-
mately 55 kDa it migrates significantly faster than the full-length
GST-p53 protein. The two different substrates GST-p53 (both
the full-length protein and the C-terminal truncated fragments)
and casein are intensively phosphorylated by CKle, but neither
p21 nor GST was able to influence these reactions (Fig. 4H and I).

Finally, we focused our efforts on the third class of the MAP
kinase super family, ERK1/2. Like JNK and p38, these kinases
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also phosphorylate p53 and constitute major determinants of cell
proliferation and cell death pathways, but the underlying mecha-
nisms are not fully elucidated.** Although initially an interac-
tion of ERK with p21 was not observed,” a very recent study
demonstrated that ERK2, but not ERK1, binds to and phos-
phorylates p21 at Thr57 and Ser130 leading to its proteasomal
degradation.” A modulation of ERK2 activity by p21, however,
was not investigated in this report. Interestingly, we demonstrate
here for the first time that p21 clearly enhances ERK1-mediated
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Figure 4. Determination of the influence of p21 on the activities of p38«, GSK-3 and CK1e in in vitro kinase assays. Recombinant GST-p21 or GST
alone were added to the indicated active kinases at a 4:1 molar ratio using GST-p53 (A, D and H), MBP (B and E), GST-AATF-2 (C) GST-Aaxin (F), GST-3-
catenin (G) or casein (1) as the substrates. The bands in (A and D) that are marked with an asterisk represent phosphorylated GST-p21. Autophosphory-
lated GSK-3 and CK1e are indicated by diamonds and arrows, respectively. Due to the short exposure time that was sufficient for detection of axin
phosphorylation, autophosphorylation of GSK-3f is not visible. One representative experiment each out of three is shown.

phosphorylation of all the substrates used, GST-p53 (full-length
and fragments), cFos and MBP (Fig. 5A—C). Even more remark-
able, however, is our finding with regard to the influence of p21
on the activity of ERK2. Similar to the observed oppositional
effect of p21 on several other kinases (JNKs, p38a, GSK-3[3), we
found that p21 is also able to positively and negatively modulate
the activity of ERK2 depending on the substrate used. Whereas
p21 strongly attenuated ERK2-mediated phosphorylation of
the full-length GST-p53 protein, phosphorylation of cFos and
MBP by ERK2 was clearly enhanced in the presence of p21 (Fig.
5D-F) even at the lowest p21 to kinase ratio used (0.5 to 1; data
not shown). GST alone, on the other hand, neither influenced
the activity of ERK1 nor ERK2.
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Discussion

In summary, the present work may add a new facet to the com-
plex regulatory network controlled by p21. So far, p21 was only
known to interact and thereby inhibit several kinases including
CDKs, JNKs, p38 and CK2, however, this was preferentially
demonstrated using either their natural substrates or an artificial
substrate such as the myelin basic protein (MBP).>'*" With the
exception of CK2,% p2l-mediated kinase inhibition was never
investigated with regard to a possible impact on p53 phosphory-
lation. Here we show that p21 not only inhibits p53 phosphory-
lation by the CDK2/cyclinE complex, JNKlal, JNK2a2 or
ERK2, but is also able to positively influence phosphorylation of
this tumor suppressor by JNK1B2, p38a, GSK-33 and ERK]1, at
least in vitro. The activity of CKle in contrast was not affected,
suggesting a specific modulation of only certain kinases by p21
rather than an unspecific in vitro artefact. Moreover, and most
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Figure 5. Determination of the influence of p21 on the activities of ERK1 and ERK2 in in vitro kinase assays. (A-F) Recombinant GST-p21 or GST alone
were added to active ERK1 (A-C) and ERK2 (D-F) at a 4:1 molar ratio using GST-p53 (A and D), GST-cFos (B and E) and MBP (C and F) as the substrates.
Note that the protein bands in A and D that are marked with an asterisk represent the phosphorylated GST-p21 protein that migrates with a similar
molecular weight as one of the GST-p53(AC) fragments. One representative experiment each out of three is shown.

remarkable, p21 is even able to decrease, increase or not affect
the activity of an individual kinase (JNK2al, p38a, ERK2,
GSK-3[) depending on the substrate employed. Although cyto-
solic p21 is also able to stimulate CDK activity, this was shown
to proceed via an indirect mechanism by promoting the assembly
of complexes of cyclinD with CDK4 or CDK6.” Thus, to our
knowledge, this is the first report describing such a bidirectional
activity for p21 on individual kinases that, if verified in vivo will
surely affect the underlying pathways including those instigated
by the tumor suppressor p53.

Of course, one should keep in mind that several of the here
studied kinases are post-translationally modified in vivo and
that these modifications probably affect both kinase activity and
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substrate specificity. However, for several reasons we intentionally
refrained from performing our study with naturally or ectopi-
cally expressed kinases. Firstly, because of the lack of appropri-
ate antibodies distinguishing for instance between the different
JNK isoforms. Secondly, antibodies might co-precipitate kinase-
associated proteins of unknown identities falsifying the in vitro
kinase reactions specifically with regard to the herein intended
direct modulation of certain kinases by p21. And finally, we
used active recombinant proteins, as naturally expressed kinases
most likely require activation that critically depends on multi-
ple intrinsic and extrinsic factors that surely would add further
uncontrollable experimental uncertainties to our study. On the
other hand, these considerations prevented us from investigating
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several more “classical” p53 kinases such as Ataxia Telangiectasia
(ATM), ATM-related kinase (ATR), DNA-dependent protein
kinase (DNA-PK), or the homeodomain-interacting protein
kinase 2 (HIPK2),%® as these kinases are commericially unavail-
able as full-length recombinant proteins.

Although the results presented here were obtained from an
isolated but well-defined in vitro system, they correlate, at least
to some extent, with our in vivo observations. Even under non-
stress conditions, several p53 residues were found differentially
phosphorylated in p2l-proficient and p2l-deficient HCT116
cells. However, these differences were not as pronounced as
those observed following irradiation of the two cell lines, which
is consistent with the fact that p21 is almost undetectable in
untreated HCT116 wild-type cells. Despite the fact that we do
not know whether these alterations contribute to the increased
p53 stability in p21-deficient HCT116 cells, these data sug-
gest that even small p21 levels may be sufficient to alter kinase
activities. Consistently, increasing p21 levels by exposing wild-
type cells to YIR revealed a more dramatic difference in their
p53 phosphorylation pattern when compared to that observed
in similarly treated p21-deficient cells. Particularly Serl5 and
Ser46, both of which are strongly associated with p53-mediated
apoptosis, were hyperphosphorylated in irradiated HCT116/
p217" cells (compared to wild-type cells) consistent with their
increased apoptosis sensitivity toward this treatment.” On the
other hand, Ser9 and Ser20 were reproducibly found to be less
phosphorylated in p21-deficient cells under similar conditions.
Although it was reported that p53 phosphorylation depends on
the cell cycle,”” implying that the loss of p21 may indirectly
affect these processes via an altered cell cycle distribution,
our in vitro data support a direct influence of p21 on several
p53-phosphorylating kinases.

Unfortunately, further in vivo verification of our results will
be an extremely challenging task as it is clearly compromised by
the following circumstances. It is well known that activation
and function of p53 are critically influenced by multiple phos-
phorylation events elicited by numerous kinases. Although sev-
eral groups demonstrated an observable impact on the cellular
function of p53 following mutations of individual phosphoryla-
tion sites, it is presently assumed that a combination of diverse
post-translational modification events dictates the outcome of a
p53 activation in a barcode-like manner.*® To complicate mat-
ters even more, individual residues in p53 can be phosphorylated
by several kinases in a redundant and most likely stimulus-
dependent manner.’® Together with our present finding that p21
can influence different kinases both negatively and positively
in a substrate-dependent manner at least in vitro, it will prove
extremely difficult to further verify the impact of p21 on indi-
vidual kinases in other in vivo settings. Indeed, we could not
observe differences in the yIR-induced p53 phosphorylation pat-
tern between p21-proficient and -deficient HCT116 cells follow-
ing a siRNA-mediated knockdown of a single kinase (data not
shown). However, although these observations suggest a certain
redundancy of kinase activities, we cannot exclude the possibility
that other kinases may have a more important role in this setting
than those investigated in our study.
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Nevertheless, it is tempting to speculate that with the induc-
tion of p21, p53 may be able to generate additional, yet so far
unrecognized positive and negative feedback loops® that control
its functions in a more direct manner by modulating the activi-
ties of p53-phosphorylating kinases. The exact nature of the
kinases involved and their contribution to p53-mediated decision
processes in vivo, however, remain to be further elucidated.

Materials and Methods

Cell lines, reagents and antibodies. The colon carcinoma
cells HCT116 and their p2l-deficient counterpart HCT116/
p217- were cultured in McCoy’s 5A medium (PromoCell,
Heidelberg, Germany) supplemented with 10% heat inacti-
vated fetal bovine serum (Biowest, Nuaill¢, France), 100 U/
ml penicillin and 100 pg/ml streptomycin (PAA Laboratories).
Mouse monoclonal anti-p53 antibodies DO-1, PAb1801 and
PAb421 were from Calbiochem (Darmstadt, Germany) and
DO-12 was from Novocastra (Newcastle, UK). The polyclonal
phospho-specific anti-p53 antibodies were from Cell Signaling
Technology (Danvers, MA, USA) and from Dianova (Hamburg,
Germany). The mono- and polyclonal p21 and GST antibod-
ies were from BD Pharmingen (Heidelberg, Germany) and GE
Healthcare (Freiburg, Germany), respectively. The monoclonal
actin antibody was purchased from Sigma Aldrich (Deisenhofen,
Germany).

Recombinant proteins. The following human recombinant
kinases were used: His-CDK2/GST-cyclinE, His-J]NKlal
and His-J]NK2a2 were from Upstate (Millipore; Schwalbach,
Germany). His-JNKI1B2 and JNK2al were from Biomol
(Plymouth, PA, USA) and Active Motif (Rixensart, Belgium),
respectively. ERK1 and GST-ERK2 were both from SignalChem
(Biozol; Eching, Germany) and His-CKle was purchased from
Invitrogen (Karlsruhe, Germany). GST-GSK-3p and His-p38a
were from Cell Signaling Technology (Danvers, MA, USA) and
from Cell Sciences (Canton, MA, USA), respectively. The fol-
lowing substrates were used: GST-p21 was from Calbiochem
(Darmstadt, Germany), casein was from Sigma Aldrich
(Deisenhofen, Germany), cFos was purchased from SignalChem
and myelin basic protein (MBP) from Enzo Life Sciences (Biozol;
Eching, Germany). The GST-tagged proteins B-catenin and
axin (aa 275-510) were from Millipore (Temecula, CA, USA),
whereas ATF-2 (aa 1-254) fused to a N-terminal GST-tag was
from SignalChem. The plasmids encoding GST and GST-p53
were kind gifts from T. Hoffmann (Heidelberg, Germany) and
purified GST-AcJun (aa 1-135) was from S. Ludwig (Miinster,
Germany).

Kinase assays. The kinase reactions were performed in the
following buffers: for JNK isoforms in 20 mmol/L HEPES (pH
7.4), 10 mmol/L MgCl,, 1 mmol/L EGTA, 20 mmol/L NaCl,
0.02% Tween-20, 0.2 mmol/L Na,VO,, 0.2 mmol/L sodium
pyrophosphate, 1 mmol/L DTT, 50 wmol/L ATP and 5 nCi
[y->*P]JATP. For CDK2/cyclinE in 25 mmol/L Tris/HCI (pH
7.5), 10 mmol/L MgCl,, 150 mmol/L NaCl, 1 mmol/L DTT, 40
pmol/L ATP and 5 pnCi [y-**PJATD. For CKle: 12.5 mmol/L
Tris/HCI (pH 7.5), 10 mmol/L MgClz, 1 mmol/L EGTA, 0.01%
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Triton-X-100, 5 mmol/L B-glycerophosphate, 0.5 mmol/L
Na,VO,, 2 mmol/L DTT, 0.2 mmol/L ATP and 5 pn.Ci [y-*?P]
ATP. For ERK1/2, p38a and GSK-33: 5 mmol/L MOPS (pH
7.2), 5 mmol/L MgClL,, 1 mmol/L EGTA, 0.4 mmol/L EDTA,
2.5 mmol/L B-glycerophosphate, 50 pmol/L DTT, 50 wmol/L
ATP and 5 nCi [y->°P]JATP. The individual kinases were prein-
cubated with GST-p21 or GST for 10 minutes at 30°C in the
absence of the substrate, ATP, DTT and phosphatase inhibi-
tors. Kinase reactions were carried out for 30 minutes (CDK2/
cyclinE, CKle, ERK1/2, p38a and GSK-3B) or 60 minutes
(JNKs) at 30°C following addition of the substrate in com-
plete kinase buffer. The reactions were stopped by adding 5x
SDS sample buffer and heating (5 minutes at 95°C). Following
separation on SDS polyacrylamide gels, the gels were fixed in
50% methanol and 10% acetic acid, dried and exposed to an
X-ray film.

Immunoprecipitation and Western blotting.
Immunoprecipitations were essentially performed as described."”
Cells were lysed in IP-buffer [150 mmol/L NaCl, 1% NP-40, 50
mmol/L Tris/HCI (pH 7.4), as well as a cocktail of protease and
phosphatase inhibitors] for 30 minutes on ice and insoluble par-
ticles were removed by a 30 minute spin at 20,000 x g. Samples

were rotated over night together with anti-p53 antibody (DO-1)
followed by a short (10 min) spin at 20,000 x g and the superna-
tant was then rotated together with protein G-sepharose (Sigma
Aldrich; Deisenhofen, Germany) for another 2 hours. Samples
were pelleted at 20,000 x g for 5 minutes, washed three times and
proteins were eluted from protein G-sepharose in SDS sample
buffer. Proteins were separated on SDS-polyacrylamide gels and
electroblotted onto polyvinylidene difluoride membranes (GE
Healthcare, Freiburg, Germany). Following antibody incuba-
tion, the proteins were visualized by enhanced chemiluminescent
staining using ECL reagents (GE Healthcare). Densitometric
analysis of the blots was carried out with a CCD camera (LAS
3000; Fujifilm Europe GmbH) using the AIDA densitometry
software.
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