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Zusammenfassung 

Der CDK -Inhibitor p21 steuert neben der Zellzyklusregulation auch maßgeblich 

die DNA-Reparatur, die Seneszenz und die Zellalterung und unterliegt deshalb 

strenger transkriptioneller, posttranskriptioneller und posttranslationaler Regula-

tion. Diesbezüglich wurde die translationale Regulation der p21-Expression 

durch Caspase-2 erstmals von unserer Arbeitsgruppe beschrieben. Um den 

Mechanismus dieser translationalen Regulation, für den die p21-3’UTR benötigt 

wird, näher zu untersuchen, wurden in der vorliegenden Arbeit unter Verwen-

dung des CRISPR/Cas9-Systems Caspase-2 knockout (KO) Zellen generiert. 

Diese bestätigten die bisherigen Ergebnisse, die auf Experimenten mit siRNA-

vermitteln knockdown von Caspase-2 beruhen. So war die γIR- induzierte p21-

Expression in den generierten Caspase-2 KO-Zelllinien 15, 17, 19, 35, 49 und 

53, ähnlich wie bei Zellen nach Behandlung mit Caspase-2 siRNA, stark redu-

ziert, wohingegen die Expression in der heterozygoten Caspase-2 KO-Zelllinie 

32 nur leicht vermindert war. Im Rahmen der Arbeit konnte gezeigt werden, 

dass Caspase-2 die p21-Expression nicht selbst über die Bindung der p21-

3UTR steuert, da anhand von p21-mRNA-IPs eine direkte Bindung von Caspa-

se-2 an die p21-3’UTR ausgeschlossen werden konnte. Des Weiteren wird 

auch die Bindung der p21-mRNA-bindenden Proteine (RBPs) hnRNP-K, HuR 

und AUF1 weder durch die An- noch Abwesenheit von Caspase-2 beeinflusst. 

Mittels massenspektrometrischer (MS) Analyse von p21-mRNA-IPs wurden 

zahlreiche Proteine identifiziert, deren Bindung an die p21-3‘UTR bisher noch 

nicht beschrieben worden war. Eine Caspase-2-abhängige Bindung von 

TRIM25, Pum2 und PTBP2, die im Rahmen der MS-Analyse als mögliche 

Kofaktoren für die Caspase-2-abhängige p21-Expression identifiziert wurden, 

konnte in weiteren Analysen nicht bestätigt werden. Die mRBPs DDX41, 

PTBP1 und RBM47 binden ebenfalls unabhängig von Caspase-2 spezifisch an 

die p21-3’UTR und beeinflussen die p21-Expression auf unterschiedliche Wei-

se. Während der knockdown von DDX41 zu einer Erhöhung der basalen oder 

γIR induzierten p21-Expression führt, wird diese im Gegensatz hierzu in Abwe-

senheit von RBM47 und PTBP1 reduziert. Dabei hat der knockdown von 

PTBP1 aber keinerlei Einfluss auf die Transkription oder die Stabilität der p21-
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mRNA. RBM47 nimmt eine duale Funktion ein, indem es einerseits durch die 

Induktion der p53-Expression die Transkription der p21-mRNA fördert, aber 

gleichzeitig diese durch direkte Bindung der p21-3’UTR destabilisiert. 

Abstract 

Besides its role in cell cycle regulation, the CDK Inhibitor p21 is an important 

regulator of DNA repair, senescence and cell aging. Hence, p21 is strictly regu-

lated on the transcriptional, post-transcriptional and post-translational level. 

With regard to this, our laboratory described for the first time the translational 

regulation of p21 expression by caspase-2. (2) Elucidation of the underlying 

mechanism which depends on the presence (3) of the p21-3’UTR, was investi-

gated in the present work. Several caspase-2 KO cell lines were successfully 

generated employing the CRISPR/Cas9-system. Using these clones, the previ-

ous results which were based on the siRNA-mediated knockdown of caspase-2 

could be confirmed. Similar to cells that have been transfected with the caspa-

se-2 siRNA,  γIR-induced p21 expression was significantly reduced in the 

caspase-2 KO cell lines 15, 17, 19, 35, 49 and 53. In contrast, p21-expression 

in the heterozygote caspase-2 KO cell line 32 was only slightly decreased. Fur-

thermore, it could be shown that caspase-2 does not control p21 expression by 

direct binding to the p21-3’UTR, as this could be excluded based on the p21-

mRNA-IP results. Furthermore, also binding of the p21-mRNA-binding proteins 

(RBPs) hnRNP-K, HuR and AUF1 was not affected by the presence or absence 

of caspase-2. Performing mass spectrometric (MS) analyses, several so far un-

published p21-3’UTR mRBPs were identified. However, the caspase-2 depend-

ent binding of TRIM25, Pum2 und PTBP2 to p21-3’UTR, which had been identi-

fied by MS analysis as possible cofactors of the caspase-2-dependent p21 ex-

pression, could not be confirmed. The additional identified p21-mRBPs DDX41, 

PTBP1 and RBM47 bind specifically, but independently of caspase-2 to the 

p21-3’UTR and regulate p21 expresssion in different manners. Whereas knock-

down of DDX41 results in an increase in basal and γIR-induced p21 expression 

it is reduced in the absence of RBM47 and PTBP1. However, knockdown of 

PTBP1 has no influence on the transcription or stability of the p21-mRNA, 

whereas RBM47 seems to regulate p21 in two different ways. On the one hand 
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RBM47 promotes the transcription of the p21-mRNA by inducing p53 expres-

sion and on the other hand it destabilizes the p21-mRNA by directly binding to 

its 3’UTR. 
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1 Einleitung 

Caspasen, gehören zu einer Gruppe von Cysteinproteasen, die essentielle Re-

gulatoren der zellulären Homöostase sind. Ihre Dysregulation kann Krebs und 

schwere Autoimmunerkrankungen zur Folge haben (Fiandalo and Kyprianou, 

2012). Der Name Caspase (cysteinyl-aspartate specific protease) leitet sich von 

ihrer Fähigkeit ab Peptidbindungen C-Terminal des Aspartat-Restes zu schnei-

den (Alnemri et al., 1996). 

Obwohl Caspasen auch im Zusammenhang mit Proliferation, Migration und Dif-

ferenzierung beschrieben werden, wurden sie ursprünglich mit den biologischen 

Prozessen Apoptose und Inflammation in Verbindung gebracht und wurden 

demzufolge in inflammatorische (Caspase-1, -4, -5, -11 und -12) bzw. apoptoti-

sche Caspasen (Caspase-2, -3, -6, -7, -8, -9 und -10) eingeteilt (Frisch, 2008; 

Lamkanfi et al., 2006). Bei den apoptotischen Caspasen unterschiedet man zu-

dem zwischen Initiator- und Exekutor-Caspasen. Aufgrund eines Nucleotid-

Polymorphismus existieren zwei  verschiedene Isoformen der Caspase-12 

(Abbildung 1). Die kurze Isoform der Caspase-12 (Casp12S) ist dabei nicht 

funktionsfähig. Die lange Isoform (CaspL) Form hingegen wird als inflammatori-

sche Caspase klassifiziert. Sie wird vornehmlich in der afrikanischen Bevölke-

rung exprimiert und begünstigt die Erkrankung an einer Sepsis (Saleh et al., 

2004). Caspase-14 dagegen, die in der finalen Differenzierung von Keratinozy-

ten beteiligt ist, kann weder den apoptotischen noch den inflammatorischen 

Caspasen zugeordnet werden (Denecker et al., 2008). 

Alle Caspasen werden als inaktive Zymogene bzw. Procaspasen exprimiert. 

Diese bestehen N-Terminal aus einer Prodomäne und C-Terminal aus einer 

Protease-Domäne. Diese Protease-Domäne ist wiederum in eine große und 

eine kleine Untereinheit unterteilt (Pop und Salvesen, 2009). Erst durch die 

Spaltung zwischen den beiden Untereinheiten und durch die Abtrennung der 

Prodomäne, kann ein aktives Hetero-Tetramer, bestehend aus jeweils zwei 

kleinen Untereinheiten und zwei großen Untereinheiten, gebildet werden (Fuen-

tes-Prior and Salvesen, 2004). 

Die Caspasen-3,-6, und 7 besitzen eine kurze Prodomäne und werden als Ef-

fektor-Caspasen oder auch Exekutor-Caspasen bezeichnet (Abbildung 1). Ef-
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fektor-Caspasen werden durch Spaltung durch Initiator-Caspasen oder anderer 

Effektor-Caspasen kaskadenartig aktiviert. Nach der Aktivierung spalten diese 

wiederum bestimmte Zielproteine und lösen damit die Apoptose der Zelle aus 

(Li und Yuan, 2008). 

Die Caspasen mit einer langen Prodomäne besitzen eine Protein-

Interaktionsdomäne. Die Protein-Interaktionsdomäne der Caspasen-1,-2,-4,-5-9 

und 12-L wird als CARD-Domäne (caspase activation and recruitment domain) 

bezeichnet. Die Protein-Interaktionsdomäne der Caspasen 8 und 10 wird DED-

Domäne (death-effector domain) genannt (Creagh, 2014). Die Protein Interakti-

onsdomäne dieser Caspasen ermöglicht die Bildung von Multiproteinkomple-

xen, in denen es zur Dimerisierung und Aktivierung der Initiator-Caspasen nach 

dem sogenannten induced proximity model kommt (Salvesen und Dixit, 1999). 

Der Multiproteinkomplex der inflammatorischen Caspasen ist das Inflammasom 

(Martinon und Tschopp, 2007). Die apoptotischen Caspasen-8 und -10 hinge-

gen, werden nach extrinsischer Stimulierung des Fas-Rezeptors (auch Todes-

rezeptor genannt), durch Ausbildung des DISC (death-induced signaling com-

plex), bestehend aus Fas-Rezeptor, FADD (fas-associated protein with death 

domain) und Caspase-8 bzw. -10, aktiviert (Kischkel et al., 1995; Wachmann et 

al., 2010) 

Die Aktivierung von Caspase-9 wird über den intrinsischen Signalweg, begin-

nend mit der Freisetzung von Cytochrom c aus dem Intermembranraum der 

Mitochondrien in das Zytoplasma der Zelle, ausgelöst. Durch die Bindung von 

Cytochrom c an APAF-1 (Apoptotic-Protease Activating Factor-1) kommt es zu 

dessen Heptamerisierung. Daraus folgend bildet sich das sogenannte Apopto-

som (Liu et al., 1996; Zou et al., 1997). Über die nun frei gewordene CARD von 

APAF-1 wird anschließend Procaspase-9 rekrutiert und autokatalytisch aktiviert 

(Pop et al., 2006). 

Caspase-2 wird über keinen der oben beschriebenen Multiproteinkomplexe ak-

tiviert. Insgesamt nimmt Caspase-2 eine Sonderrolle ein, da sie auf Grund ihrer 

Struktur zwar den Initiator-Caspasen zugeordnet wird, aber auch typische Ei-

genschaften einer Effektor-Caspase besitzt. Ihre zelluläre Rolle und Funktion 

wird zudem bis heute kontrovers diskutiert (Krumschnabel et al., 2009). 







Einleitung  5 
 

 

die Caspase-2 hierbei im Kern spielt, konnte bislang allerdings noch nicht ge-

klärt werden und wird kontrovers diskutiert (Krumschnabel et al., 2009). Nach 

Deletion des NLS war die Fähigkeit von Caspase-2 Apoptose zu induzieren 

nicht beeinträchtigt (Baliga et al., 2003). Mittels BiFC (bimolecular fluorescence 

complementation) konnte gezeigt werden, dass die Caspase-2 Aktivierung, 

ausgelöst durch zellulären Stress, im Zytoplasma stattfindet (Bouchier-Hayes et 

al., 2009). An die Prodomäne schließt sich die katalytische Domäne bestehend 

aus der großen p19-Untereinheit und der kleinen p12-Untereinheit an. Getrennt 

werden die beiden Untereinheiten wiederum durch einen kurzen Linker. 

Die monomere Form der Procaspase-2 ist inaktiv. Die Aktivierung der Pro-

caspase-2 erfolgt durch Dimerisierung. Die dimerisierte Form weist dabei eine 

Aktivität von bis zu 20% auf (Baliga et al., 2004). Wie für Initiator-Caspasen 

charakteristisch, wird Caspase-2 autoproteolytisch aktiviert. Es kommt dabei 

zunächst zur Abspaltung der p12-Untereinheit und infolgedessen zur Bildung 

eines aktiven und stabilen Heterodimers (p37/p14). Der Reifungsprozess der 

Caspase-2 wird durch die Abspaltung der Prodomäne abgeschlossen (p19/p12) 

(Aksenova et al., 2013; Baliga et al., 2004). 
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Schlüsselprotein, das an der Induktion des Zellzyklusarrests, der DNA-

Reparatur und der Einleitung von Seneszenz und Apoptose beteiligt ist (Chène, 

2003). Die Regulation von über 100 Genen durch p53 konnte bislang experi-

mentell bestätigt werden (Riley et al., 2008; Whibley et al., 2009). Es ist deshalb 

nicht überraschend, dass man in über 50% aller Tumoren somatische Mutatio-

nen von p53 findet (Hollstein et al., 1991). In gesunden und ungestressten Zel-

len ist p53 aufgrund seiner geringen Halbwertzeit nur in niedriger Konzentration 

zu finden. p53 wird dann durch die Ubiquitinligase MDM2 (Mouse double minu-

te 2 homolog) permanent ubiquitiniert und anschließend proteosomal degradiert 

(Zhao und Xu, 2010). Gleichzeitig fördert p53 die Transkription von MDM2 und 

wirkt so indirekt in einem sogenannten negativen feedback loop inhibierend auf 

seine eigene Expression (Barak et al., 1993). Ist p53 aber durch CHK2 bereits 

phosphoryliert worden, kann MDM2 nicht mehr an p53 binden und dessen Ab-

bau einleiten (Hirao et al., 2000). In Folge dessen kann p53 in der Zelle akku-

mulieren und leitet je nach DNA-Schaden einen vorläufigen Zellzyklusarrest, die 

Seneszenz oder die Apoptose der geschädigten Zelle ein.  

Den Zellzyklusarrest und die Seneszenz steuert p53 maßgeblich über die ver-

mehrte Transkription des CDK-Inhibitors p21 (Georgakilas et al., 2017). Die 

Apoptose leitet p53 durch die Induktion der Transkription von PUMA (p53 upre-

gulated modulator of apoptosis) ein (Nakano und Vousden, 2001, p. 53). PUMA 

gehört zur Familie der BH3-only Proteine. Durch Inhibition der anti-

apoptotischen Bcl-2 (B-cell lymphoma 2) Proteine hat PUMA indirekt einen po-

sitiven Einfluss auf die Aktivität der proapoptotischen Bcl-2 Proteine Bak (Bcl-2 

Antagonist Killer) und Bax (Bcl-2 Associated X protein) (Yu und Zhang, 2008). 

Diese leiten den Ausstrom von Cytochrom C aus dem Intermembranraum des 

Mitochondriums in das Zytoplasma der Zelle ein. Durch die anschließende Bil-

dung des Apoptosoms werden die Effektor-Caspasen 3, 6 und 7 kaskadenartig 

aktiviert und die Apoptose der Zelle induziert (Slee et al., 1999). Dass Caspase-

3 wiederum Caspase-2 durch Spaltung aktivieren kann, unterstreicht die Son-

derrolle und schwierige Klassifizierung von Caspase-2 (Paroni et al., 2001; Van 

de Craen et al., 1999). Keine andere Inititator-Caspase wird durch eine Effektor-

Caspase gespalten.  

Caspase-2 wird aber auch über p53 aktiviert. Als Transkriptionsfaktor von PIDD 

induziert p53 dessen vermehrte Transkription und fördert so indirekt die Aktivie-
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beschleunigte Alterungsprozesse und die damit einhergehende Lebenserwar-

tung entscheidet (Finkel und Holbrook, 2000). Die Lebenserwartung von 

Caspase-2-defizienten Mäusen ist signifikant reduziert. Bei diesen Mäusen ist 

eine erhöhte Konzentration von oxidierten Proteinen in der Leber messbar. Dies 

ist unter anderem auf einen Anstieg von ROS zurückzuführen (Zhang et al., 

2007). In Jurkat T-Zellen führte ein Anstieg von ROS zu einer Caspase-2 Akti-

vierung und einer daraus resultierenden Caspase-2 induzierten Apoptose 

(Dirsch et al., 2004; Finkel und Holbrook, 2000). 

Die Aktivierung von Caspase-2 im Rahmen der death receptor (DR)-

abhängigen Apoptose konnte bislang noch nicht vollständig geklärt werden. In 

humanen T- und B-Zelllinien wird Caspase-2 zum Fas-Rezeptor (FasR) nach 

dessen Stimulation rekrutiert und aktiviert. Die Apoptose kann Caspase-2 in 

Caspase-8-defizienten Zellen jedoch nicht einleiten (Lavrik et al., 2006). Die 

Abwesenheit von Caspase-2 führt in humanen leukämischen Zelllinien aller-

dings zu verminderter Caspase-8 Aktivität und daraus resultierend zu einer ver-

späteten DR-abhängigen Apoptose (Droin et al., 2001). Zudem scheint Caspa-

se-2 für die Prozessierung und somit Aktivierung von Caspase-8 eine wichtige 

Rolle zu spielen (Shin et al., 2005). Sowohl Caspase-2 als auch Caspase-8 

können BID (BH3 interacting-domain death agonist) spalten. Das daraus ent-

stehende trunkierte BID (tBid) gehört wie PUMA zur Familie der BH3-only Pro-

teine (vgl. Abschnitt 1.1.2) und hebt ebenfalls durch Assoziierung mit den antia-

poptotischen Bcl-2-Proteinen deren inhibitorische Wirkung auf die proapoptoti-

schen Proteine Bak und Bax auf (Willis et al., 2007). 

Auch nach ER-Stress (endoplasmatisches Retikulum) ist Caspase-2 ein wichti-

ger Initiator der Apoptose. So kommt es nach Behandlung von Neuroblastom-

zellen mit ER-schädigenden Substanzen zu einer Caspase-2 Aktivierung 

(Dahmer, 2005; Upton et al., 2008). Mit Hilfe konfokaler Mikroskopie konnte 

zudem gezeigt werden, dass Caspase-2 im ER lokalisiert ist und gemeinsam 

mit Caspase-9 nach ER-Stress prozessiert wird. Nach Inhibition dieser beiden 

Caspasen war die durch ER-Stress induzierte Apoptose in HeLa-Zellen signifi-

kant reduziert (Cheung et al., 2006). Des Weiteren sind MEFs (Mouse Embryo-

nic Fibroblasts), die mit Caspase-2 siRNA (small interfering RNA) behandelt 

wurden, deutlich resistenter gegen ER-Stress (Upton et al., 2008). 
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Die Aktivierung von Caspase-2 durch Hitzeschock wird kontrovers diskutiert. In 

Jurkat T-Zellen war nach Hitzeschock eine Caspase-2 Aktivierung mit anschlie-

ßender Induktion der Apoptose über die Prozessierung von BID zu beobachten 

(Bonzon et al., 2006; Tu et al., 2006). Diese Ergebnisse konnten allerdings bis-

lang nicht in anderen Zelllinien reproduziert werden (Krumschnabel et al., 

2009). Des Weiteren wurde bereits eine Caspase-2-unabhängige direkte Akti-

vierung von Bax und Bak nach Hitzeschock beschrieben (Pagliari et al., 2005). 

Die Auffassung, dass Caspase-2 in seiner Funktion ausschließlich für die Regu-

lation der Apoptose verantwortlich ist, hat sich in den letzten Jahren gewandelt. 

Mittlerweile wird Caspase-2 eine wichtige Rolle bei der Kontrolle des Zellzyklus, 

als Tumorsuppressor und als Regulator der genomischen Stabilität zugeschrie-

ben (Puccini et al., 2013). 

1.1.4  Die Rolle von Caspase-2 bei der Kontrolle des Zellzyklus, als 
Tumorsuppressor und als Regulator der genomischen 
Stabilität 

Sechs Schlüsselmerkmale eines Tumors wurden als sogenannte Hallmarks of 

Cancer definiert. Dazu zählen die anhaltende und verstärkte Proliferation, das 

nicht ansprechen auf wachstumshemmende Faktoren, die Resistenz gegenüber 

Zelltod, die unbegrenzte Replikationsfähigkeit, eine verstärkte Angiogenese, die 

Fähigkeit invasiv zu wachsen und die Fähigkeit zu metastasieren (Hanahan und 

Weinberg, 2011). Ursächlich für diese Tumoreigenschaften ist unter anderem 

der Verlust der genomischen Stabilität einer Tumorzelle. Caspase-2 scheint bei 

der Aufrechterhaltung der genomischen Stabilität eine wichtige Rolle zu spielen. 

Wie unter 1.2.1 bereits erwähnt, befindet sich das Casp2-Gen auf Chromosom 

7q34-35, einer Region die bei vielen malignen hämatologischen Erkrankungen, 

wie akute myeloische Leukämie (AML) deletiert ist (Kumar et al., 1995). Bei 

Kindern, die an einer akuten lymphatischen Leukämie (ALL) erkrankt sind und 

die auf die Behandlung mit Chemotherapeutika ein schlechtes Ansprechen zei-

gen, korreliert dies meist mit reduzierter Caspase-2 Expression (Holleman et 

al., 2005). Des Weiteren ist eine verringerte Caspase-2 Expression bei Erwach-

senen mit AML und ALL oft mit einer schlechten Prognose assoziiert (Estrov et 

al., 1998; Faderl et al., 1999). Nicht nur in malignen hämatologischen Erkran-

kungen, sondern auch in diversen soliden Tumoren, wie dem hepatozellulären 
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Karzinom, dem invasiven Mammakarzinom, dem Ovarialkarzinom und dem 

Glioblastom, ist die Expression von Caspase-2 verringert (Ren et al., 2012). 

Diese Beobachtungen decken sich mit einer Studie, bei der die Genexpression 

von Hirnmetastasen, die primär aus Adenokarzinomen der Lunge entstanden 

sind, untersucht wurden. Auch in diesen Zellen war eine verminderte Caspase-

2 Expression messbar (Zohrabian et al., 2007). Zudem findet man vermehrt 

somatische Mutationen von Caspase-2 in Magenkarzinomen und kolorektalen 

Karzinomen (Kim et al., 2011). 

Im Mausmodell führte ein Caspase-2-Knockout (KO) alleine aber noch nicht zu 

einer verstärkten Tumorbildung. In Eµ-Myc transgenen Mäusen, bei denen das 

c-myc-Protoonkogen unter der Kontrolle eines IgH Enhancers (immunoglobulin 

heavy-chain) exprimiert wird, führt die Deletion von nur einem Allel von Caspa-

se-2 hingegen schon zu einer verstärkten Tumorbildung (Harris et al., 1988; Ho 

et al., 2009). Zudem zeigen Capsase-2-defiziente MEFs nach Bestrahlung eine 

verstärkte Proliferation, die in genomischer Instabilität resultiert. Weitere Kenn-

zeichen dieser MEFs sind vermehrte Aneuploidien und signifikant reduzierte 

Telomer-Enden (Dorstyn et al., 2012). Wie genau Caspase-2 dabei die genomi-

sche Stabilität reguliert, ist bis heute noch nicht vollständig geklärt. In den zuvor 

beschrieben MEFs führte die Abwesenheit von Caspase-2 zu einer reduzierten 

Aktivierung von p53. Als Folge war die Induktion der p21-Expression nach 

DNA-Schädigung reduziert (Dorstyn et al., 2012). Anders als in den Caspase-2-

defizienten MEFs, konnte hingegen eine p53-unabhängige translationale Kon-

trolle der p21-Expression durch Caspase-2 in den beiden Tumorzelllinien 

HCT116 und MCF-7 gezeigt werden (Sohn et al., 2011). 

Die translationale Regulation von p21 durch Caspase-2 könnte eine Erklärung 

für die Rolle von Caspase-2 bei der Kontrolle des Zellzyklus, als Tumorsupp-

ressor und als Regulator der genomischen Stabilität sein. 

1.2   p21 

Aktiviert durch Cycline wird die Zellproliferation maßgeblich durch Cyclin-

abhängige Kinasen (CDKs) induziert (Malumbres, 2014). Die CDKs unterliegen 

dabei einer strengen Kontrolle durch zwei verschiedene Klassen von CDK-

Inhibitoren. Während die INK4 (inhibitor of kinase 4)-Familienmitglieder 
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p16INK4a, p15INK4b, p18INK4c, p19INK4d lediglich CDK4 und CDK6 spezifisch bin-

den und inhibieren, sind die drei Familienmitglieder der CIP/KIP Familie 

p21CIP1/WAF1, p27KIP1 (CDK inhibitory protein 1), p57KIP2 (CDK inhibitory protein 

2) für die Inhibition von zahlreichen CDKs verantwortlich (Roussel, 1999; Sherr 

und Roberts, 1999, 1995). Strukturell gemeinsam ist den drei Familienmitglie-

dern der CIP/KIP-Familie nur die homologe N-terminale Region, über die die 

Inhibition der CDKs erfolgt (Besson et al., 2008). 

Das 21 Kilo-Dalton (kDa) große Protein p21 wurde auf unterschiedliche Weise 

entdeckt und beschrieben. Deshalb wird p21 auch als CDK-Inhibitor Protein 1 

(CIP1), als Zielgen WAF des Transkriptionsfaktors p53 und als Sdi1 (senescent 

cell-derived inhibitor 1), einem Inhibitor der DNA-Synthese in seneszenten Fib-

roblasten, bezeichnet (el-Deiry et al., 1993; Harper et al., 1993; Noda et al., 

1994; Xiong et al., 1993).  

p21 spielt nicht nur bei der Regulation des Zellzyklus eine wichtige Rolle, son-

dern steuert auch maßgeblich die DNA-Reparatur, die Seneszenz und die Zell-

alterung. Aus diesem Grund unterliegt p21 einer sehr strengen transkriptionel-

len, aber auch posttranskriptionellen und posttranslationalen Regulation (Jung 

et al., 2010). 

1.2.1  Transkriptionelle Regulation von p21 

Auf Chromosom 6p21.2 befindet sich das für das p21-Protein kodierende 

cdkn1a Gen (el-Deiry et al., 1993). Wie in Abschnitt 1.1.2 beschrieben, reguliert 

p53 die Transkription von p21. Dabei bindet p53 an p53-response elements 

(p53-RE) (el-Deiry et al., 1993). Neben p53, binden auch p63 und p73 

(Abbildung 5), die aufgrund ihrer ähnlichen Struktur zur p53-Familie gehören, 

an die p53-REs (Harms et al., 2004). Auslöser für die p53 vermittelte Induktion 

der p21 Transkription sind extrinsische Faktoren, wie DNA-Schäden oder oxida-

tiver Stress (Jung et al., 2010). Nach DNA-Schäden spielen dabei unter ande-

rem die Proteine BRCA1 (Breast Cancer 1) und Pin1 (Peptidyl-prolyl cis-trans 

isomerase NIMA-interacting 1) bei der p53 Stabilisierung und Aktivierung eine 

große Rolle. Der Tumorsupressor BRCA1 rekrutiert p300/CBP, die wiederum 

durch Acetylierung p53 stabilisieren (Chai et al., 1999). Durch Phosphorylierung 

der Serine -33 und -46 des p53 Proteins, aktiviert Pin p53 und fördert somit indi-
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rekt die p21 Transkription nach DNA-Schäden (Wulf et al., 2002; Zheng et al., 

2002). Als wichtiger Zellzyklus Regulator unterliegt p21 einer sehr strengen 

transkriptionellen Regulation. So binden und regulieren zahlreiche weitere 

Transkriptionsfaktoren unabhängig von p53 die p21-Transkription. 

Im proximalen Teil des p21 Promotors befinden sich sechs Sp1/Sp3 Bindestel-

len. In Abhängigkeit von einer Vielzahl von Faktoren, zu denen auch der 

Wachstumsfaktor TGF-β (Transforming growth factor β) gehört, binden die bei-

den Transkriptionsfaktoren Sp1 und Sp3 über ihre Zinkfingerdomänen an die 

Sp1/Sp3 Bindestellen und können so die Transkription von p21 induzieren (Gar-

tel et al., 2000; Gartel und Tyner, 1999). 

Auf Basis von Interaktionsstudien wird vermutet, dass der Transkriptionsfaktor 

c-Myc, dessen Expression in Tumorzellen oft verstärkt ist, durch Bindung an 

SP1 und SP3 die Transkription von p21 indirekt reprimiert (Gartel et al., 2001). 

Des Weiteren wird eine Bindung von c-Myc an Miz1, einem Initiator-Sequenz 

(INR) bindenden Protein, das der bei der Induktion der p21 Transkription wäh-

rend der hämatopoetischen Zelldifferenzierung eine große Rolle spielt, vermutet 

(Wu et al., 2003). Microarray-Daten sprechen allerdings gegen eine Interaktion 

von Miz1 und p21 (Ziegelbauer et al., 2004).  

Reprimiert wird die Transkription von p21 auch durch den Transkriptionsfaktor 

CUT. Dieser bindet mit seiner Homöodomäne im Bereich der TATA-Box des 

cdkn1a Gens (Coqueret et al., 1998). Neben den oben beschriebenen Tran-

skriptionsfaktor-Bindestellen sind mehrere E-Box (enhancer box)-Elemente für 

die Regulation der p21 Transkription von Bedeutung. Dabei verstärken die bei-

den Helix-Loop-Helix (HLH) Transkriptionsfaktoren E12/E47 durch Bindung an 

die E-Elemente die Transkription von p21. Das HLH-Protein ID1 (inhibitor of 

DNA binding 1) heterodimerisiert wiederum mit E12/E47 und verhindert so de-

ren Bindung an die E-Box-Elemente (Gartel und Radhakrishnan, 2005; Prabhu 

et al., 1997). 
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siert (Saini et al., 2007). Vermittelt durch palindromische Bereiche bildet diese 

pri-miRNA eine Sekundärstruktur aus, bevor die Ribonuklease Drosha diese in 

eine 65- bis 75-Nukleodtid (nt) lange haarnadelförmige pre-miRNA (precursor 

miRNA) aufspaltet (Kim und Kim, 2007). Nach Export wird durch Spaltung 

durch die Endoribonuklease Dicer die reife 20- bis 22 nt lange miRNA gebildet 

(Lund und Dahlberg, 2006; Meister und Tuschl, 2004). 

Die Bindung der miRNA an die entsprechende Ziel-mRNA wird über den RNA-

induced silencing complex (RISC) gesteuert. Die doppelsträngige miRNA bildet 

dabei zunächst mit Proteinen der Argonaut-Familie den prä-RISC-Komplex aus 

(Wilson und Doudna, 2013). Dabei wird doppelsträngige miRNA entwunden und 

in zwei einzelsträngige miRNAs aufgespalten. Einer dieser miRNA Einzelsträn-

ge wird umgehend degradiert. Der im Komplex verbleibende miRNA Einzel-

strang wird Leitstrang genannt (Kim et al., 2007). Dieser als holo-RISC be-

zeichnete Komplex bindet in Abhängigkeit der zwischen den Basen 2-7 gelege-

nen seed-region des Leitstranges an die Ziel-mRNA (Lewis et al., 2005). Die 

Bindung des holo-RISC an die 5‘ und oder 3’UTR der Ziel-mRNAs hat eine 

verminderte mRNA-Translation oder eine vermehrte Degradation der entspre-

chenden mRNA zur Folge (Bartel, 2004; Filipowicz et al., 2008). 

miRNAs des miR-106a-363-, miR-106b-25- und des miR-17-92-Cluster besit-

zen identische Nukleotidsequenzen innerhalb der seed-region, binden mit die-

ser die p21-3’UTR und inhibieren auf diesem Weg die p21-Expression (Fontana 

et al., 2008; Ivanovska et al., 2008; Petrocca et al., 2008) (Abbildung 6A).  

Demzufolge führt die Überexpression dieser miRNAs zu einer verstärkten Zell-

proliferation (Li et al., 2009) . 

Die miRNAs der miR-125- und der miR-29 Familie binden die p53-3’UTR und 

regulieren so indirekt die p21-Expression (Park et al., 2009; Zhang et al., 2009) 

(Abbildung 6A). Mittels Mikroarray-Analysen und bioinformatischen Ansätzen 

konnten weitere miRNAs identifiziert werden, die für die posttranskriptionale 

Regulation von p21 verantwortlich sind (Ivanovska et al., 2008; Petrocca et al., 

2008). Anhand eines Luciferase-Reporter-Assays konnte die direkte Bindung 

von 28  verschiedenen miRNAs an 18 miRNA Bindestellen innerhalb der p21-

3’UTR nachgewiesen werden (Borgdorff et al., 2010; Wu et al., 2010) 

(Abbildung 6B). 

 





Einleitung  17 
 

 

am häufigsten vorkommende Motiv ist das RRM (RNA recognition motif). RRMs 

sind ungefähr 90 AS lang. Abgesehen von einem Leitmotiv im Zentrum ist die 

Struktur der RRMs divers und ermöglicht folglich eine hohe Bindungsspezifität 

(Maris et al., 2005). Die Pumilio-Proteine gehören zu einer weiteren prominen-

ten RBP-Familie. Diese besitzen in der Regel acht als Pumilio-repeats bezeich-

nete Domänen, die wiederum aus zwei alpha-Helices bestehen (Wang et al., 

2001, 2002). Die KH-Domäne (K homology domain) wurde erstmals bei 

hnRNP-K (human heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K) entdeckt und 

wurde seither in zahlreichen weiteren Proteinen identifiziert, die in der Lage sind 

RNA oder ssDNA (single-stranded DNA) zu binden (Valverde et al., 2008). 

Doppelsträngige RNA hingegen wird von den dsRBDs (double stranded RNA 

binding domains) gebunden. Diese kleinen etwa 65 bis 70 AS großen Domänen 

findet man in eukaryotischen Proteinen, aber auch in Bakterien und Viren. Pro-

teine mit dsRBDs sind oft an den Prozessen der RNA-Editierung, -

Prozessierung oder des -Transports beteiligt (Banerjee und Barraud, 2014; 

Masliah et al., 2013). 

DEAD-box Helikasen sind hochkonservierte Enzyme und wurden erstmalig im 

Zusammenhang mit der Auflösung von RNA-Duplex-Strukturen beschrieben 

(Hilbert et al., 2009; Linder und Jankowsky, 2011). Tatsächlich sind sie an na-

hezu allen Prozessen des RNA-Metabolismus- von der Transkription bis zur 

RNA-Degradation beteiligt (Putnam und Jankowsky, 2013). 

In RBPs findet man zumeist nicht nur eine RBD, sondern eine Kombination von 

mehreren der oben beschriebenen Domänen. Dadurch wird eine hohe Spezifi-

tät und Affinität der einzelnen RBPs garantiert (Lunde et al., 2007). RBPs bin-

den allerdings nicht nur an klar definierte Sequenzen in der RNA. Nahezu die 

Hälfte alle RBPs bindet vermeintlich unspezifisch an RNA. Die Bindung an die 

RNA wird dabei unter anderem durch die Konzentration von RBPs in der Zelle 

oder auch durch die Interaktion mit Kofaktoren gesteuert (Jankowsky und Har-

ris, 2015). Des Weiteren besitzen RBPs strukturell viele undefinierte Bereiche. 

Diese Bereiche sind flexibel in ihrer Konformation und können sich dement-

sprechend unterschiedlichen Bindungspartnern anpassen (Calabretta und 

Richard, 2015; Järvelin et al., 2016).  

Die Länge der rund 1500 bp großen p21-3‘UTR lässt erahnen, dass diese einer 

strikten Regulation durch RBPs unterliegt. Als eines der ersten Proteine, das 



Einleitung  18 
 

 

die Stabilität der p21-3‘UTR reguliert, wurde HuD beschrieben (Joseph et al., 

1998). HuD gehört zusammen mit Hel-N, HuC und HuR zur Familie der Elav-

like-proteins (Abbildung 7) (Ma et al., 1996). Die Proteine dieser Familie besit-

zen drei RRMs (Kenan et al., 1991). Über diese RRMs werden AREs der p21-

3’UTR gebunden und so deren Stabilität erhöht (Yano et al., 2005). RBM38 (o-

der auch RNPC1) besitzt im Gegensatz zu den oben beschriebenen Elav-like 

proteins nur eine RRM mit der es die AREs der p21-3’UTR bindet und stabili-

siert. Reguliert wird die RBM38 Transkription wiederrum durch p53 (Shu et al., 

2006). RBM38 reguliert nicht nur durch direkte Bindung an die p21-3’UTR deren 

Stabilität, sondern auch indirekt durch Interaktion mit HUR, dessen Bindungsaf-

finität sich zur p21-3’UTR in der Folge erhöht (Cho et al., 2010). Während die 

oben beschriebenen RBPs die Stabilität der p21-3’UTR erhöhen, bindet AUF1 

(oder auch hnRNP D) mit seinen zwei RRMs die AREs der p21-3‘UTR und de-

stabilisiert diese (Abbildung 7) (Loflin et al., 1999; White et al., 2017). Dabei 

konkurrieren HUR und AUF1, um die Bindung im selben Bereich der p21-

3’UTR. Musashi-1 bindet mit seinen beiden RRMs ebenfalls die p21-3’UTR, 

reguliert dabei aber nicht deren Stabilität, sondern wirkt reprimierend auf die 

p21-Translation (Battelli et al., 2006). 

Die Poly-C-bindenden Proteine 1 und 2 (PCBP1 und 2) besitzen drei KH-

Domänen mit denen sie Poly-C-Sequenzen in DNA und RNA binden können. 

Beide binden an die p21-3’UTR und destabilisieren diese (Abbildung 7) (Wag-

goner et al., 2009). Auch hnRNP K besitzt drei KH-Domänen und destabilisiert 

(wie PCBP1 und 2) die p21-3’UTR (Chaudhury et al., 2010; Yano et al., 2005). 

Des Weiteren reguliert hnRNP K nach Interaktion mit dem p21-RBP RBM42 die 

Aufrechterhaltung des zellulären ATP-Spiegels (Fukuda et al., 2009). 

NF90 gehört zur Familie der dsRBMs (Abbildung 7). Vorwiegend ist NF90 im 

Kern lokalisiert. Nach seiner Translokation in das Zytoplasma, stabilisiert NF90 

die p21-mRNA durch Bindung an die p21-3’UTR (Kao et al., 1994). Die Stabili-

tät der nur 80 bp langen 5’UTR von p21, wird hingegen durch die RBPs 

CUGBP1 (CUG-binding protein 1) und Calreticulin beeinflusst. Beide Proteine 

kompetitieren um eine Bindungsstelle innerhalb der 5‘-UTR. CUGBP1 hat dabei 

einen stabilisierenden und Calreticulin einen destabilisierenden Effekt (Iakova et 

al., 2004). 
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Abbildung 7: Posttranskriptionelle Regulation von p21 durch RBPs . 

Die p21-mRNA-bindende Proteine (p21-mRBPs) besitzen einzelne oder oft mehre-

re unterschiedliche RBDs. Dazu zählen RRMs, KH-Domänen und dsRBDs (Misc;. 

miscellaneous) (Abbildung verändert entnommen aus Jung et al., 2010). 

1.2.4  Posttranskriptionelle Regulation von p21 vermittelt durch 
Caspase-2 

Neben der p53-abhängigen Induktion der Seneszenz reguliert p21 gleichzeitig 

die Aktivierung von Caspasen und die Apoptose. Dabei verhindert p21 nach γ-

IR zwar nicht die Prozessierung von Caspase-2 und die Depolarisierung der 

äußeren Mitochondrienmembran mit der daraus resultierenden Freisetzung von 

Cytochrom c, stoppt hingegen die Einleitung der Apoptose durch die Inhibition 

der Caspase-9-Aktivierung (Sohn et al., 2006).  

Nach knockdown von Caspase-2 gehen HCT116 WT-Zellen nach γ-IR nicht in 

die Seneszenz, sondern in die Apoptose über (Sohn et al., 2011). Messbar ist 

dies durch eine vermehrte Prozessierung und Aktivierung von Caspase-3 und 

einer vermehrten Freisetzung von Laktatdehydrogenase (LDH). Ursächlich hier-
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für ist nicht eine erhöhte Expression von p53 oder Puma, sondern eine vermin-

derte Expression von p21. Die Überexpression von Caspase-2 führt hingegen in 

HCT116 Kolonkarzinom-Zellen zu einer erhöhten p21-Expression. Diese erhöh-

te p21-Expression ist allerdings nicht auf eine verstärkte p21-Transkription zu-

rückzuführen. Auch der vermehrte Abbau von p21 durch proteasomale Degra-

dation oder Spaltung durch Proteasen konnte experimentell von unserer Ar-

beitsgruppe ausgeschlossen werden: Die Behandlung von Caspase-2 defizien-

ten Zellen mit verschiedenen Inhibitoren, die gegen proteasomale oder nicht-

proteasomale Proteasen gerichtet waren, konnten die p21-Proteinexpression 

nicht wieder herstellen. Caspase-2 scheint die p21-Expression auf translationa-

ler Ebene zu regulieren, da der knockdown von Caspase-2 in HCT116 Kolon-

karzinom-Zellen nur die exogene Expression von FLAG-getaggten p21-

Konstrukten beeinflusst, die die 3’UTR von p21 enthalten. 

1.3 Zielsetzung der Arbeit 

Wie einleitend geschildert, wurde die translationale Regulation der p21-

Expression durch Caspase-2 erst vor kurzem von unserer Arbeitsgruppe be-

schrieben. Der zugrunde liegende Mechanismus ist aber bis heute noch unge-

klärt und steht deshalb im Mittelpunkt dieses Forschungsprojektes. Im Einzel-

nen sollte erörtert werden, ob Caspase-2 die Expression von p21 direkt über die 

Bindung an die p21-mRNA oder indirekt über die Interaktion mit anderen Kom-

ponenten, wie RNA-bindenden-Proteinen (mRBPs) oder microRNAs (miRNAs) 

reguliert. Im letzteren Fall sollte die Interaktion von Caspase-2 mit diesen Kom-

ponenten (mRBPs bzw. miRNAs) näher analysiert und charakterisiert werden. 

Für die Analyse sollte zunächst eine p21-mRNA-IP etabliert und die präzipitier-

ten Proteine massenspektrometrisch (MS) identifiziert und deren Rolle in der 

Caspase-2-abhängigen p21 Translation untersucht werden. Im Rahmen dieses 

Screenings sollten auch neue Caspase-2-unabhängige p21-Interaktionspartner 

(mRBPs bzw. miRNAs) identifiziert werden. Um darüber hinaus auch neue ex-

perimentelle Möglichkeiten zu schaffen und um die Auswirkungen einer dauer-

haften Caspase-2 Defizienz auf die p21-Expression in humanen Zellen näher 

zu untersuchen, sollte parallel unter Anwendung des CRISPR/Cas9-System 

(Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats and CRISPR-
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associated) eine HCT116 Caspase-2 knockout Zelllinie (Caspase-2 KO-

Zelllinie) generiert werden. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Materialien 

2.1.1  Chemikalien 

Die Chemikalien wurden, falls nicht anders vermerkt, von den Firmen Sigma-

Aldrich (München), Merck (Darmstadt), AppliChem (Darmstadt) und Roth 

(Karlsruhe) bezogen. Mit einer Milli-Q Biocel-Filteranlage wurde das in der Ar-

beit verwendete Wasser aufbereitet. 
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2.1.2 Kommerzielle Reagenzien und Kits 

Bezeichnung Bezugsfirma 
2X RNA Loading Dye Thermo Fisher Scientific 
Ac-DEVD-AMC BD Pharmingen 
Bio-Rad Protein-Assay  Bio-Rad Laboratories 
DharmaFECT 1 Dharmacon 
DharmaFECT 1 Dharmacon 
DharmaFECT Duo Dharmacon 
DharmaFECT Duo Dharmacon 
Dulbecco's phosphate-buffered saline 
(PBS) 

PAA Laboratories 

Fotales Kälberserum (FCS)  GE Healthcare 
GenElute™ HP Plasmid Maxiprep Kit  Sigma-Aldrich 
GoTaq qPCR Master Mix Promega 
High Capacity cDNA Kit Applied Biosystems 
Maxiprep Kit Sigma-Aldrich 
McCoy's 5a Medium Gibco 
mMESSAGE mMACHINE t 7 Kit Ambion 
Nuclear Extract Kit  active Motif 
ON-TARGETplus SMARTpool Dharmacon 
Penicillin/Streptomycin  Gibco 
Pierce™ Protein G Agarose Thermo Fisher Scientific 
Power SYBRR Green PCR Master 
Mix 

Applied Biosystems 

QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen 
QIAshredder Qiagen 
Restriktionsenzyme  Thermo Fisher Scientific 
RiboTrap Kit MBL Life Science 
RNaseOUT Thermo Fisher Scientific 
RNeasy MinElute Cleanup Kit Qiagen 
SilverQuest™ Silver Staining Kit Thermo Fisher Scientific 
T4 DNA-Ligase  Thermo Fisher Scientific 
TaqMan Gene Expression Assays Applied Biosystems 
Trypsin-EDTA  Gibco 

2.1.3  Polymerasen 

Bezeichnung Bezugsfirma 
Pfu-DNA-Polymerase  Promega 
Phusion Hot Start II High-Fidelity 
DNA Polymerase 

Thermo Fisher Scientific 

T4 DNA Polymerase New England Biolabs 
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2.1.4  Größenstandards 

Bezeichnung Bezugsfirma 
GeneRulerTM 1 kb DNA Ladder  Thermo Fisher Scientific 
GeneRulerTM 100 bp Plus DNA Lad-
der  

Thermo Fisher Scientific 

PageRulerTM Prestained Protein 
Ladder,  

Thermo Fisher Scientific 

RiboRuler High Range RNA Ladder Thermo Fisher Scientific 
SmartLadder DNA Eurogentec 

2.1.5 Plasmide und siRNAs 

Die Zellen wurden mit siRNAs des ON TARGETplus SMART pools (Dharma-

con, Horizon Discovery, Cambrige, UK) und Plasmiden unter Verwendung von 

DharmaFECT1 und DharmaFECT DUO nach Herstellerangaben transfiziert.  

 

siRNAs 
  
Bezeichnung Bezugsfirma 
ON-TARGETplus siCASP2 Dharmacon 
ON-TARGETplus siCON Dharmacon 
ON-TARGETplus siDDX41 Dharmacon 
ON-TARGETplus siPTBP1 Dharmacon 
ON-TARGETplus siRBM47 Dharmacon 
ON-TARGETplus siTrim2 Dharmacon 
 
Plasmidvektoren 
 
Bezeichnung Bezugsquelle/Referenz 
AAVS1 SA-2A-puro-pA  Addgene (Hockemeyer et al., 2009) 
Casp2 SA-2A-puro-pA Donor Vektor D. Peters (vgl. Abschnitt 2.2.9) 
pcDNA4 5‘UTR-Flag-p21 Dr. D. Sohn 
pcDNA4 5‘UTR-Flag-p21-3’UTR Dr. D.Sohn 
pcDNA4 5‘UTR-Flag-p21-Fragment B-
E 

Dr. D.Sohn 

pcDNA4-5’UTR-Flag-p21-Fragment A Dr. D. Sohn 
pcDNA4-5’UTR-Flag-p21-Fragment F Dr. D. Sohn  
pcDNA4-Flag-p21-3‘UTR Dr. D. Sohn 
pSpCas9(BB)-2A-GFP-Vektor Addgene (Ran et al., 2013) 
pSpCas9(BB)-2A-GFP-Vektor+gDNA D. Peters (vgl. Abschnitt 2.2.9) 
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2.1.6  Humane Zelllinien 

Bezeichnung Charakteristika Medium Bezugsquelle 
HCT116/WT Humane Kolon-

karzinom-Zellen 
McCoy’s 5a 
(PromoCell, Hei-
delberg) mit 10% 
(v/v) FCS (Bio-
west; Miami, FL, 
USA), 100 
Units/ml Penicillin 
+ 100 g/ml Strep-
tomycin (PAA 
Laboratories; Pa-
sching, Öster-
reich) 

B. Vogelstein 
(Baltimore, MD, 
USA) 

HCT116/p21-/- p21-defizientes 
Derivat der 
HCT116/WT 

wie HCT116/WT B. Vogelstein 
(Baltimore, MD, 
USA) 

HCT116/p53-/- p53-defizientes 
Derivat der 
HCT116/WT 

wie HCT116/WT B. Vogelstein 
(Baltimore, MD, 
USA) 

HCT116/Casp2-/- Caspase-2 defi-
zientes Derivat 
der HCT116/WT 

wie HCT116/WT D. Peters (Ab-
schnitt 3.1.1) 

2.1.7  Bakterienstamm 

Bezeichnung Verwendung Bezugsquelle 
E. coli OneShot®  
TOP10 

Amplifikation von Plas-
mid-DNA 

Invitrogen 
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2.1.8  Primäre Antikörper 

Antigen Klon Spezies, Isotyp Bezugsquelle 
Argonaute 1  D84G10 Kaninchen IgG Cell Signaling 
Argonaute 2  C34C6 Kaninchen IgG Cell Signaling 
Bromodeoxyuridine 2B1 Maus IgG1 MBL 
Caprin1  Kaninchen IgG Bethyl Lab(Biomol) 
Caspase-2 11B4 Ratte IgG2a Alexis 
DDX41  Kaninchen IgG Sigma-Aldrich 
FMRP (FMR1) D14F4 Kaninchen IgG Cell Signaling 
hnRNP-D (AUF1)  Kaninchen IgG Sigma-Aldrich 
hnRNP-K R332 Kaninchen IgG Cell Signaling 
HuR (ElavL1)  3A2 Maus IgG1 Santa Cruz 
Matrin 3  Kaninchen IgG Bethyl Lab(Biomol) 
Musashi-2 EP1305Y Kaninchen IgG Abcam 
Nucleolin  Kaninchen IgG Abcam  
p21  SX118 Maus IgG1 BD Pharmingen,  
p53 (Ab-1) PAb421 Maus IgG2a Calbiochem, Merck  
PTBP1  Kaninchen IgG Cell Signaling 
PTBP2 2B11  Maus IgG2a Novus Biologicals 
Pumilio-1  Kaninchen IgG  Cell Signaling 
Pumilio-2  Kaninchen IgG  Cell Signaling 
RBM47 EPR9659 Kaninchen IgG  Abcam 
RC3H1 (Roquin-1)  Kaninchen IgG  Novus Biologicals 
RC3H2  Kaninchen IgG Sigma-Aldrich 
Trim25  Kaninchen IgG  Cell Signaling 
Tubulin (alpha-
Tubulin) 

DM1A Maus IgG1 Sigma-Aldrich 

β-Aktin AC-74  AC-74 Maus IgG2a Sigma-Aldrich  

2.1.9  Sekundäre Antikörper 

Bezeichnung Bezugsquelle 
goat anti-mouse IgG (H+L) IRDyeR 
680 LT 

LI-COR Biosciences 

goat anti-mouse IgG (H+L) IRDyeR 
800 CW  

LI-COR Biosciences 

goat anti-rabbit IgG (H+L) IRDyeR 
680 LT 

LI-COR Biosciences 

goat anti-rabbit IgG (H+L) IRDyeR 
800 CW 

LI-COR Biosciences 

goat anti-rat IgG (H+L) IRDyeR 800 
CW 

LI-COR Biosciences 



Material und Methoden  27 
 

 

2.1.10  Oligonukleotide 

DNA-Oligonukleotide (primer) wurden von der Firma Invitrogen bezogen. 25 

nmol lyophilisierte Oligonukleotide wurden in ddH2O auf eine Konzentration von 

100 μM resuspendiert und bei -20 °C gelagert. 
Bezeich-
nung 

Basensequenz (5‘→3‘) 

fw guide-
oligo 

CACCGCCGAGCCTGACTCCGCGCAA 

rv guide-
oligoneu 

AAACTTGCGCGGAGTCAGGCTCGGC 

fw HA-L-SpeI ATTAACCCTCACTAAAGGGACTAGTCGTGAAGT-
TATCGCCATAGGCC 

rv HA-L CGTCCCACCCTTGGCAGGAA 
Template CAAGGGTGGGACGCCCGCCCGAGCCGCTCCGAGCCT-

GACTCCGCGAAGCTTCTGACCTCTTCTCTT-
CCTCCCACAGGGCCTCGAGAAGATCTGGCAGCGG 

fw-template TTCCTGCCAAGGGTGGGACGCCCGC 
rv template GCCCTCTCCGCTGCCAGATCTTCTCGAG 
fw HA-R-
SalI-slic 

GATGCGGTGGGCTCTATGGGTCGACCA-
AGGGCCCGCGGGCGGA 

rv-HA-R -
EcoRI-slic 

GAATTTAGCGGCCGCGAATTCCCTCTGCACAC-
CCGCTCCTTC 

fw 
RT_Casp2 

AGCTGTTGTTGAGCGAATTGT 

rv RT_Casp2 AGCAAGTTGAGGAGTTCCACA 
fw_KO-
Kontrolle 

GCAAAACTCCAGCCACGCCC 

rv_KO-
Kontrolle 

CTGAAGCATCACCCCCTCTGCAC 

2.1.11  Genexpressionsassays 

Für die qPCR-Analysen wurde das TaqMan gene expression assay mit dazu-

gehörigen hier aufgeführten sequenzspezifischen Sonden der Firma Applied 

Biosystems verwendet. 

Bezeichnung Zielgen 
Hs00892482_m1 Caspase-2 
Hs00169602_m1 DDX41 
Hs00259176_m1 PTBP1 
Hs01001785_m1 RBM47 
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2.1.12  Geräte           

Gerät Bezeichnung Bezugsquelle 
Agarosegel-
Ektrophoresekammer 

Modell 40-1214 PeqLab Biotechnologie, 
Erlangen 

Bestrahlungsgerät (-IR) Gulmay Medical RS225 IsodoseControl, Bo-
chum 

Blotapparatur MiniProtean III Bio-Rad Laboratories 
Blot-Entwicklungsgerät Odyssey® Infrared  

Imaging System 
LI-COR® Biosciences 

CCD-Kamera-
System/Software 

LAS 3000 / AIDA  
ImageQuant LAS 4000 / 
Multi Gauge 

Fujifilm Europe, Düs-
seldorf, GE Healthcare, 
München 

Heizblock Rotilabo-Block-Heater 
H250 

Roth 

Inkubationsschüttelschrank Certomat BS-1 Sartorius Stedim Bio-
tech, Göttingen 

NanoDrop Spektralphoto-
meter 

NanoDrop 1000 PeqLab Biotechnologie 

PCR-Gerät TProfessional Standard 
Thermocycler, Blockty-
pe: Gradient 96, 070-
851 

Biometra GmbH 

Plate reader  Tecan Infinite M200 Thermo Fisher 
Scientific 

Real-Time PCR-Gerät 7300 Real Time PCR 
System 

Applied Biosystems, 
Darmstadt 

SDS-PAGE Elektrophore-
sekammer 

Mini-PROTEAN Tetra 
Cell-System 

Bio-Rad Laboratories 

Spectrophotometer Ultrospec 1000 Pharmacia Biotech / 
GE Healthcare, Mün-
chen 

Sterilarbeitsbank HeraSafe Heraeus / Thermo 
Fisher Scientific, 
Langenselbold 

Thermomixer  Comfort  Eppendorf 
Waage  CPA423S / CP124S  Sartorius Stedim Bio-

tech 
Zentrifugen Multifuge 3SR+ und-

Tischzentrifuge Fresco 
17 
Tischzentrifuge 5417R 
RC5B Plus (Super-
speed) 

Heraeus / Thermo 
Fisher 
Scientific 
Eppendorf 
Sorvall / Thermo Fisher 
Scientific, , Langensel-
bold 
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2.2 Methoden 

2.2.1  Transiente Transfektion von Plasmiden und von small-

interfering RNAs (siRNAs) 

Unter transienter Transfektion versteht man das temporäre Einbringen von DNA 

oder RNA in eukaryotische Zellen. Die Transfektion von eukaryotischen Zellen 

mit Plasmid-DNA wurde mit dem Transfektionsreagenz DharmaFECT Duo der 

Firma Dharmacon durchgeführt. Einen Tag nach der Aussaat der Zellen, wur-

den diese den Herstellerangaben entsprechend transfiziert. Am nächsten Tag 

wurden die Zellen je nach Dichte im Verhältnis 1:3 oder 1:4 aufgeteilt und dem 

Experiment entsprechend behandelt. Die Ernte der Zellen erfolgte 48 h nach 

der Transfektion. 

Für die Transfektion der Zellen mit siRNAs wurde der ON-TARGETplus 

SMARTpool verwendet. Der ON-TARGETplus SMARTpool besteht aus vier 

verschiedenen siRNAs, die gegen die gleiche kodierende mRNA gerichtet sind. 

Als Transfektionsreagenz wurde DharmaFECT 1 der Firma Dharmacon ver-

wendet. Die 24 h zuvor ausgesäten Zellen wurden nach Herstellerangaben mit 

siRNA transfiziert und 24 h später im Verhältnis 1:3 oder 1:4  aufgeteilt. Die 

Ernte und Analyse erfolgte weitere 48 h später (Tag 3 nach Transfektion). 

2.2.2  Herstellung von Zellextrakten 

Die adhärenten Zellen wurden mit Hilfe eines Zellschabers von der Zellkultur-

schale abgekratzt, in ein 2 ml Reaktionsgefäß überführt, anschließend durch 

Zentrifugation pelletiert (500 x g, 5 min, 4°C) und mit kaltem (4°C) PBS gewa-

schen. Vor der eigentlichen Lyse wurden die Zellen in flüssigem Stickstoff 

schockgefroren, um die Effizienz des Aufschlusses zu verbessern. Danach er-

folgte der eigentliche Aufschluss der Zellen mit NP-40 Lysepuffer (30 min auf 

Eis). Zur Entfernung der Zellrückstände wurden die Zellen anschließend zentri-

fugiert (20.800 x g, 30 min, 4°C) und der proteinhaltige Überstand in ein 1,5 ml 

Reaktionsgefäß überführt. Mittels Bradford-Methode wurde mit dem Bio-Rad 

Protein-Assay (Bio-Rad Laboratories) die Proteinkonzentration ermittelt. 
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PBS:   
 0,2 g/l KCl 
 0,2 g/l KH2PO4 
 8,0 g/l NaCl 
 1,15 g/l Na2HPO4 wasserfrei 
 
NP-40-Lysepuffer:   
 50 mM Tris/HCl (pH 7,4) 
 150 mM NaCl 
 1 % (v/v) NP-40 
 1 mM Natrium-Pyrophosphat 
 1 mM Natriumorthovanadat 
 10 µg/ml Pepstatin 
 10 µg/ml Aprotinin 
 10 µg/ml Leupeptin 
 1 mM DTT 
 

2.2.3  SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE), 
Silberfärbung, Western Blot 

Mittels SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) 

werden Proteine anhand ihres Molekulargewichtes in einem diskontinuierlichen 

Gel auf Polyacrylamidbasis, bestehend aus einem Sammel- und Trenngel, auf-

getrennt. Dafür wird zuvor ihre Eigenladung durch Zugabe des anionischen De-

tergenz SDS überdeckt. Die zu analysierenden Proteinproben werden deshalb 

zunächst mit den entsprechenden Mengen des SDS haltigen 5 x Probenpuffers 

versetzt, anschließend durch Erhitzen (5 min, 95°C) denaturiert und dann auf 

das Polyacrylamid-Gel aufgetragen. Für die gelelektrophoretische Auftrennung 

wurde das Mini-PROTEAN Tetra Cell-System (Bio-Rad Laboratories) verwen-

det. Während der Elektrophorese wurde eine konstante Stromstärke von 30 mA 

pro Gel angelegt. Die Kammer wurde zuvor mit entsprechenden Mengen an 

Elektorphoresepuffer gefüllt. Zur Kontrolle des Molekulargewichts wurde ein 

vorgefärbter Proteinstandard (PageRulerTM Prestained Protein Ladder) einge-

setzt. 

Für die Visualisierung der aufgetrennten Proteine mittels Silberfärbung wurde 

das SilverQuest™ Silver Staining Kit der Firma Thermo Fisher Scientific ver-

wendet. Die Durchführung erfolgte anhand der Herstellerangaben. Die Doku-

mentation und Auswertung wurde unter Durchlicht am ImageQuant LAS 4000 

mit der Multi Gauge Software durchgeführt. 
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Für die Analyse der durch Gelelektrophorese aufgetrennten Proteine mittels 

Western Blot wurde zunächst eine PVDF-Membran durch einmütiges Schütteln 

in Methanol aktiviert und danach durch Überführen in H2O äquilibriert. Die 

Membran und das Polyacrylamid-Gel wurden im Anschluss mit je einem in 

Transferpuffer getränkten 3 mm Filterpapier (Whatman-Papier) über- und unter-

schichtet und in einer Transfereinheit eingeklemmt. Diese wurde danach in eine 

mit Transferpuffer gefüllte Blot-Kammer (Mini Trans-Blot Cell) überführt. Der 

Transfer erfolgte für 120 Minuten bei 150 mA. Nach dem Transfer wurde die 

Membran eine Stunde unter Schwenken in einer Blockierlösung (3% Milchpul-

ver/PBS) inkubiert. Nach einem zweiminütigen Waschschritt in PBS-T (0,2% 

(v/v) Tween-20 in PBS), wurde die Membran mit einem Skalpell je nach zu un-

tersuchenden Proteinen zurechtgeschnitten. Im Anschluss erfolgte die Inkubati-

on im verdünnten Primärantikörper (PBS-T+ 5% BSA + 1% Natriumazid). Am 

nächsten Morgen wurde die Membran zunächst dreimal für 15 min mit  PBS-T 

gewaschen. Danach erfolgte die Inkubation mit den entsprechenden  Sekun-

därantikörpern (LI-COR Biosciences) im Dunkeln bei Raumtemperatur für eine 

Stunde (Verdünnung in PBS-T: für IRDyeR 680 LT 1:30.000 und IRDyeR 800 

CW 1:15.000). Nach drei weiteren Waschschritten für 5 Minuten in PBS-T und 

einem letzten 5 minütigen Waschritt in PBS, wurde die Membran zunächst zwi-

schen zwei Whatman-Papieren getrocknet. Die Analyse erfolgte am Odyssey 

Infrared Imaging System (LI-COR Biosciences). 

 

5 x Probenpuffer:   
 250 mM Tris/HCl (pH 6,8) 
 10 % 

(w/v) 
SDS 

 0,5 % 
(w/v) 

Bromphenolblau 

 50 % 
(w/v) 

 Glycerin 

 500 mM β-Mercaptoethanol 
 
Elektrophoresepuffer:   
 25 mM Tris/HCL(pH 8,3) 
 192 mM Glycin 
 1% (w/v) SDS 
 
Transferpuffer:   
 25 mM Tris/HCL (pH 8,3) 
 192 mM Glycin 
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2.2.4  Fluorometrischer Caspase-3-Substrattest 

Mit dem fluorometrischen Substrattest kann man die relativen DEVDase-

Aktivität messen. Dafür wurden die zuvor hergestellten Zelllysate (vgl. Abschnitt 

2.2.2) verwendet. Pro Probe wurden 50 µg des Zellextrakts in einem Volumen 

von insgesamt 50 µl in einer schwarzen 96-Well-Platte vorgelegt. Im Anschluss 

wurden 150 μl Substratpuffer, der das fluorogene DEVDase-Substrat Ac-DEVD-

AMC (BD Pharmingen) enthält hinzugegeben. Danach erfolgte die Messung der 

Fluoreszenzemission bei 442 nm über einen Zeitraum von 5 h in Abständen von 

10 min mit einem Fluorometer (Tecan Infinite M200) bei einer Anregungswellen-

länge von 346 nm mittels der Tecan i-control Software Version 1.5.14.0. Die 

Fluoreszenzemission wird durch die Freisetzung des Fluorochrom Aminome-

thylcuomarin, das durch aktive Caspase-3 vom Substrat Ac-DEVD-AMC abge-

spalten wird, erzeugt. 

 

Substratpuffer   
 50 mM HEPES, pH 7,3 
 100 mM NaCl 
 10% (w/v) Sucrose 
 0,1% (w/v) CHAPS 
 10 mM DTT 
 50 μM Ac-DEVD-AMC 
 

2.2.5  RNA-Isolierung, c-DNA-Synthese und real-time quantitative 
PCR (qPCR) 

Die RNA wurde aus pellettierten Zellen (vgl. Abschnitt 2.2.2) extrahiert. Für die 

Aufreinigung wurde das RNeasy Kit und der QIAshredder der Firma Qiagen 

nach Herstellerangaben verwendet. Die aufgereinigte RNA wurde mit Hilfe des 

High Capacity cDNA Kit (Applied Biosystems) nach Herstellerangaben in cDNA 

umgeschrieben. Für die qPCR-Analysen wurde das Taqman Gene Expression 

Assay System mit dazugehörigen sequenzspezifischen Sonden der Firma Ap-

plied Biosystems verwendet. Die Durchführung erfolgte dabei nach Hersteller-

angaben. Die Messung erfolgte mit dem 7300 Real-Time PCR System von Ap-

plied Biosystems.  

Als Kontrolle für die Caspase-2 KO-Klone wurden auch qPCRs mit einem se-

quenzspezifischen Primerpaar durchgeführt. Die qPCRs mit sequenzspezifi-
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schen Primern ermöglicht die Quantifizierung der PCR-Amplifikation während 

der PCR-Reaktion. Dies wird durch Messung der Fluoreszenzintensitäten in der 

exponentiellen Phase der PCR ermöglicht. Die Fluoreszenz nimmt mit der 

Menge von PCR-Produkten proportional zu. Für die PCR wurde der GoTaq 

qPCR Master Mix der Firma Promega verwendet. Dieser enthält neben der 

GoTaq Hot Start Polymerase, MgCl2, dNTPs und entsprechenden Reaktions-

puffer auch einen Farbstoff der mit der neu synthetisierten doppelsträngigen 

DNA interkaliert. Der Nachteil dieser Markierungsmethode ist die geringe Spezi-

fität. Zwischen den einzelnen PCR-Produkten kann mit dieser Methode nicht 

unterschieden werden. Deshalb wurde nach Abschluss der PCR eine Schmelz-

kurvenanalyse durchgeführt mit deren Hilfe man die Fragment-Längen und da-

mit die Spezifität der PCR-Reaktion überprüfen konnte. Um die Spezifität der 

PCR-Reaktion zu erhöhen wurden die Primer so designt, dass diese exon-

überspannend und die entstehenden Amplicons einer Länge zwischen 80 und 

150 bp entsprachen. Die Durchführung der qPCR erfolgte anhand der Angaben 

von Promega. 

2.2.6  in vitro Herstellung von mRNA und Durchführung einer 
mRNA-IP 

Mit Hilfe der mRNA-IP ist es möglich, die spezifisch mit einer bestimmten 

mRNA assoziierten mRBPs und miRNAs zu untersuchen. Im ersten Schritt 

musste dafür zunächst in vitro mRNA hergestellt werden. Dafür wurde zunächst 

ein Vektor, der als Template für die folgende mRNA-Synthese eingesetzt wur-

de, linearisiert. In zwei parallelen Ansätzen wurden 5 µg des Vektors (pCDNA4 

Flag-p21) mit jeweils 3 µl des Enzyms FastDigist-MssI für 3 h bei 37 °C verdaut. 

Anschließend wurden beide Ansätze vereinigt. Die Restriktion wurde durch die 

Zugabe von 0.5 M EDTA (1/20 des Gesamtvolumens) und 3 M Na-Acetat (1/10 

des Gesamtvolumens) gestoppt. Im Anschluss erfolgte eine ETOH-Fällung 

durch Zugabe von ETOH (2 x des Volumens). Die Proben wurden bei -20 °C für 

15 min inkubiert und danach für 15 min bei 20.800 x g und 4 °C abzentrifugiert. 

Der Überstand wurde im Anschluss verworfen und das zurückgebliebene DNA-

Pellet an der Luft bei RT getrocknet, bevor es in 20 µl nuklease-freies H2O auf-

genommen wurde. Die anschließende in vitro Synthese der mRNA wurde mit 

dem mMESSAGE mMACHINE t 7 Kit der Firma Ambion nach Herstelleranga-
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ben durchgeführt. Es wurden 0,5 µg des zuvor linearisierten Plasmids und 2 µl 

50 mM 5-Bromo-UTP (mitgeliefert mit dem Ribo Trap Kit) eingesetzt. Die an-

schließende Lithium Chlorid-Aufreinigung der RNA wurde nach Herstelleranga-

ben mit den im mMESSAGE mMACHINE t 7 Kit enthalten Reagenzien durchge-

führt. 

Die Qualität der synthetisierten mRNA wurde mittels eines 1% Agarosegels 

überprüft. Durch Erhitzen wurden dafür 0,5 g Agarose in 31 ml DEPC-

(Diethylpyrocarbonat) H2O gelöst. Anschließend wurden 5 ml des 10x MOPS-

Puffers, 9 ml 37% Formaldehyd und 3 µl Ethidiumbromid zum Ansatz gegeben. 

Nach Auffüllen auf ein Gesamtvolumen von 50 ml durch Zugabe von entspre-

chenden Mengen an DEPC-H2O erfolgte die Auspolymerisierung des Gels für 1 

h bei RT in einer Gelkammer (PerfectBlue Gelsystem Mini L). Der RNA-

Größenstandard (RiboRuler High Range RNA Ladder) und die zuvor syntheti-

sierten RNA-Proben wurden nach Anleitung des Herstellers mit entsprechenden 

Mengen an Ladepuffer (Thermo Scientific 2x RNA loading dye) versetzt. Pro 

Probe wurden zwischen 0,5 bis 1 µg RNA auf das Gel aufgetragen. Zur Gel-

Dokumentation wurde der ImageQuant LAS 4000 (GE Healthcare) mit der Multi 

Gauge Software Version 3.2 (Fujifilm) verwendet. 

 

MOPS Puffer  
(10X, pH 7,0)  

  

 200 mM MOPS (3-(N-Morpholino)propansulfonsäure) 
 20 mM NaOAc  
 10 mM  EDTA  
 
Die mRNA-IP wurde mit dem RiboTrap Kit der Firma MBL durchgeführt 

(Abbildung 8 und vgl. Herstellerangaben). Für die mRNA-IP mussten zunächst 

entsprechende Mengen an Zelllysaten vorbereitet werden. Dafür wurden ca. 10-

12 x 106 HCT116 WT-Zellen pro Ansatz benötigt. 4 x 106 Zellen wurden auf ei-

ner 145 mm x 20 mm Cellstar Zellkulturschale (Greiner) ausgesät. 24 h später 

erfolgte die Transfektion der Zellen (vgl. 2.2.1). 48 h nach Aussaat wurden die 

Zellen trypsiniert und im Verhältnis 1:4 gesplittet. 96 h nach Aussaat der Zellen 

erfolgte die Ernte und die zytoplasmatische Extraktion der Zellen mit dem Nu-

clear Extract Kit der Firma Active Motif. Diese wurde nach Herstellerangaben 

durchgeführt. Um bei der Extraktion eine RNA Degradation zu verhindern, wur-

de dem im Nuclear Extract Kit enthaltenen hypotonischen Puffer zusätzlich 
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RNAseOut (Endkonzentration 200 U/ ml) hinzugeführt. Des Weiteren wurde die 

Extraktion, sowie die folgende mRNA-IP, bei 4 °C durchgeführt. Um eine un-

spezifische Bindung der Proteine bzw. miRNAs mit den für die IP verwendeten 

G-Agarose beads zu minimieren, wurden die zytoplasmatischen Extrakte zu-

nächst in einem sogenannten preclear-Schritt gemeinsam mit den verwendeten 

G-Agarose beads 1 h bei 4°C auf dem Drehrad inkubiert. Nach Zentrifugation 

wurden die Extrakte von den beads getrennt und die OD jedes Ansatz wurde 

mittels Bradford-Methode bestimmt, (vgl. Abschnitt 2.2.2), damit für die folgende 

mRNA-IP gleiche Mengen an Protein eingesetzt werden konnten. 

Parallel zum preclear-Schritt wurden entsprechende Mengen an G-Agarose 

beads zunächst mit anti-BrdU Antikörpern beladen. Im Anschluss entstand 

durch Inkubation mit jeweils 50 pmol der 5-bromo-UTP (BrU)-markierten RNA 

auf dem Drehrad (1 h bei 4°C) der Komplex aus G-Agarose beads, anti-BrdU 

Antikörpern und BrU-markierter RNA. Die mRNA-IP erfolgte durch Inkubation 

der zytoplasmatischen Extrakte mit diesem Komplex (auf dem Drehrad für 3 h 

bei 4°C). Im Anschluss folgten mehrere Waschschritte mit dem im RiboTrap Kit 

enthaltenen Waschpuffern. Die Elution der an die mRNA gebundenen miRNAs 

und mRBPs wurde durch Zugabe eines BrdU/DMSO haltigen Puffers erreicht. 

(detaillierte Versuchsdurchführung siehe Herstellerangaben des Ribo Trap Kit). 
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Abbildung 8: Schematische Darstellung einer mRNA-IP. 
Die für das jeweilige Experiment zu untersuchende mRNA wird in vitro transkribiert und mit BrU 

markiert. Anschließend wird diese an mit anti-BrdU-Antikörper beladene beads gekoppelt. Die-

ser Komplex wird mit zuvor präparierten zytoplasmatischen Extrakten inkubiert. Im Anschluss 

werden unspezifisch gebundene mRBPs bzw. miRNAs zunächst durch Waschritte entfernt, 

bevor spezifisch gebundene mRBPs und miRNAs eluiert werden. Eine Protein-Analyse kann 

anschließend durch Silberfärbung, Western Blot oder MS erfolgen (Abbildung verändert ent-

nommen aus Anleitung des Ribo Trap Kit). 

2.2.7  Transformation von Bakterien mittels Hitzeschock und 
Plasmid-Präparation 

Die entsprechenden chemisch kompetenten Bakterien (E. coli OneShot® 

TOP10 Invitrogen) wurden zunächst auf Eis aufgetaut. Anschließend wurden 

0,2 bis 0,5 µg des Plasmides oder 0,5 µl eines Ligationsansatzes (bei Klonie-

rungen) zu den aufgetauten Bakterien gegeben. Nach einer 30 minütigen Inku-

bation auf Eis erfolgte ein kurzer Hitzeschock der Bakterien (ca. 45 sec bei 42 

°C). Danach wurden die Bakterien für weitere 2 min auf Eis inkubiert, bevor zu 

dem Ansatz das vorgewärmte SOC-Medium hinzugegeben wurde. Nach einer 
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Inkubation (1 min) unter Schütteln bei 37 ° C wurden die Bakterien zur Selektion 

auf Antibiotika-haltigen Platten ausgestrichen und über Nacht bei 37°C inku-

biert. Ausgewählte Einzelkolonien wurden zur Vermehrung über Nacht bei 37°C 

unter Schütteln in Antibiotika-haltigem LB-Medium kultiviert. Für die Plasmid-

Präparation wurden die Bakterien am folgenden Tag zunächst pelletiert (5 min, 

20.800 x g, bei 4°C). Mit den Puffern P1 bis P3 (Qiagen) wurde anschließend 

eine alkalische Lyse durchgeführt. Im letzten Schritt wurden durch Zentrifugati-

on (15 min, 20.800 x g, bei 4°C) die Zellrückstände entfernt. Mittels Phenol-

Chloroform-Extraktion (Zentrifugation für 10 min bei 20.800 x g, 4°C) wurden im 

nächsten Schritt unerwünschte Proteine entfernt. Danach wurde die DNA mit 

100 % Ethanol gefällt (30 min, -20°C). Die DNA wurde danach mit 80% Ethanol 

gewaschen und in H2O aufgenommen. Anschließend wurde die Plasmid-DNA 

mit einem Restriktionsverdau überprüft. Die DNA-Konzentration der Plasmid-

DNA wurde mittels NanoDrop Spektralphotometer bestimmt. Für die Herstel-

lung größerer Plasmid Mengen wurde eine Maxi-Präparation mit dem GenElu-

te™ HP Plasmid Maxiprep Kit der Firma Sigma-Aldrich den Herstellerangaben 

entsprechend durchgeführt. 

 

P1 (Qiagen):   
 50 mM Tris/HCL (pH 8,0) 
 10 mM EDTA 
 100 µg/ml RNase A 
 
P2 (Qiagen):   
 200 mM NaOH 
 1% (w/v) SDS 
 
P3 (Qiagen):   
 3,0 M Kalium-Acetat (pH 5,5) 
 
LB-Medium: 
pH 7,0 

  

 1 % (w/v) Trypton 
 0,5 (w/v) Hefeextrakt 
 10 g/l NaCl 
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SOC-Medium: 
pH 7,0 

  

 20 g/l Trypton 
 5 g/l Hefeextrakt 
 0,5 g/l NaCl 
 2,5 mM  KCl 
 10 mM MgCl2 
 20 mM Glucose 
 

2.2.8  SLIC (Sequence & Ligation Independent Cloning) 

SLIC ermöglicht die sequenzunabhängige Klonierung von DNA-Fragmenten. 

Dafür werden einzelsträngige DNA-Überhänge des entsprechenden Vektors 

und des einzufügenden DNA-Fragments (Insert) mit Hilfe der Exonuklease-

Aktivität der T4-Polymerase erzeugt (Li und Elledge, 2007). 

Zunächst wurde der entsprechende Zielvektor mit Restriktionsenzymen lineari-

siert. Gleichzeitig wurde ein Insert mittels PCR erzeugt. Dabei war zu beachten, 

dass durch die PCR ein Überhang entsteht, der homolog zum Vektor ist. Je 

nach Größe des Inserts musste die Größe des Überhangs angepasst werden 

(kleinere Fragmente sollten einen ca. 20 bp Überhang enthalten; große Frag-

mente bis zu 40 bp). Wurde als Template für die PCR-Reaktion bakterielle DNA 

verwendet, musste der Ansatz anschließend mit DpnI bei 37°C für eine Stunde 

inkubiert werden, um die bakterielle DNA zu entfernen. Das Insert, sowie der 

Vektor wurden im Anschluss mittels PCR QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) 

aufgereinigt. Je 1 µg Insert und Vektor wurden danach mit 0,5 U T4-Polymerase 

(NEB) in einem 30 µl Ansatz bei 22°C inkubiert. Je nach Länge des Überhangs 

war die Inkubationszeit zu wählen (30 min bei 20 bp; 60 min für 40 bp). Die Re-

aktion wurde durch Hinzugabe von 1/10 Volumens 10mM dCTP gestoppt. Der 

Ansatz wurde nun auf Eis gehalten. 150 ng des Vektors wurden mit der ent-

sprechenden Menge des Inserts in einem molekularen Verhältnis von 1:1 oder 

2:1 (Vektor zu Insert) für 30 min bei 37°C annealed. Der Ansatz wurde an-

schließend nach dem unter Abschnitt 2.2.1 beschriebenem Protokoll transfor-

miert. 
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2.2.9  Generierung einer Caspase-2 KO Zelllinie mit dem CRISPR-
Cas9-System 

CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) sind sich 

wiederholende DNA Abschnitte die im Erbgut vieler Bakterien und Achaeen 

vorkommen. Gemeinsam mit den Cas (CRISPR-associated)-Endonucleasen 

bilden sie einen adaptiven antiviralen Abwehrmechanismus von Bakterien (Hor-

vath und Barrangou, 2010). Bei dem CRISPR-Cas9 System nutzt man diesen 

Mechanismus, um gezielt Doppelstrangbrüche an einer bestimmten Stelle in 

der DNA zu erzeugen. Dabei wird die Schnittstelle in der DNA über die soge-

nannte guide RNA (gRNA) bestimmt. Diese ist ein Fusionsprodukt aus crRNA 

und tracrRNA (trans-activating crRNA). Die crRNA beinhaltet eine 20 bp lange 

Nukleotidsequenz die komplementär zur Zielsequenz in der DNA ist (Zhang et 

al., 2016). Dieser schließt sich ein Abschnitt an der mit der tracrRNA hybridisie-

ren kann. Die tracrRNA besteht immer aus derselben Sequenz und bildet eine 

durch mehrere Haarnadelstrukturen gekennzeichnete Sekundärstruktur aus, die 

an die Cas-Endonuklease bindet. Für die Binding von Cas9 an die gRNA ist 

außerdem ein sogenanntes protospacer adjacent motif (PAM)-mit der Sequenz 

5‘-NGG notwendig, dass sich unmittelbar an die Zielsequenz anschließen 

muss. Die Cas9 schneidet 3 bp stromaufwärts dieser Sequenz. Die anschlie-

ßende DNA-Reparatur des Doppelstrangbruchs erfolgt durch non-homologous 

end joining (NHEJ) oder aber durch homology-directed repair (HDR), wenn 

gleichzeitig zu den Zellen ein Donorkonstrukt transfiziert wird (vgl. Abschnitt 

3.1.1 und Ran et al., 2013). Für die Erzeugung der DNA-Doppelstrangbrüche 

wurde der pSpCas9(BB)-2A-GFP-Vektor verwendet. Dieser wurde von der Fir-

ma Addgene bezogen (Abbildung 9 A) und ermöglicht die Koexpression einer 

Cas9-Endonuklease, einer gRNA und eines grün fluoreszierende Protein (green 

fluorescent protein; GFP) unter der Kontrolle eines U6-Promotors. Die Cas9 

und das GFP sind über ein 2A self-cleaving peptide (2A) miteinander verbun-

den (Liu et al., 2017). Diese virale 2A-Peptid-Sequenz ermöglicht dabei die po-

lycistronische Expression der beiden Proteine durch cotranslationale Teilung. 

Der pSpCas9(BB)-2A-GFP-Vektor wurde mit dem Restriktionsenzym BbsI ver-

daut, wodurch die in der Abbildung 9 A dargestellten einzelsträngigen DNA-

Überhänge erzeugt werden. Im Anschluss erfolgte nach einem kurzen anneal-

ing-Schritt die Ligation der zwei teilweise komplementären Primer fw guide-oligo 
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und rv guide-oligoneu in den pSpCas9(BB)-2A-GFP-Vektor, um die gewünschte 

gRNA in den Vektor zu integrieren. Die Schritte wurden nach dem von Ran et 

al., 2013 dargestellten Protokoll durchgeführt. Für die Klonierung des Donorvek-

tors wurde der AAVS1 SA-2A-puro-pA Donorvektor als Ausgangsvektor ver-

wendet (Abbildung 9 B). Der Vektor wurde ebenfalls von der Firma Addgene 

bezogen und wurde ursprünglich als Donorvektor für den gezielten Gen-

knockout mittels Zinkfinger-Nukleasen (ZFN) entworfen (Hockemeyer et al., 

2009). Mit diesem Vektor ist es möglich über einen beliebigen endogenen Pro-

motor eine Puromycin-Resistenz (PuroR) zu exprimieren. Für diesen Zweck 

besitzt der Vektor eine splice acceptor site (SA), ein 2A self-cleaving peptide 

(2A) und eine Poly (A)-Sequenz (pA). Für die erfolgreiche Expression der 

PuroR musste die Sequenz in frame in das erste Intron des Zielgens integriert 

werden (vgl. Abschnitt 3.1.1). Für die hier durchgeführte Klonierung in das erste 

Intron des Casp2-Gens musste aus diesem Grund eine zusätzliche Base hinter 

die SA-Sequenz kloniert werden. Deshalb wurde der Vektor mit den Restrikti-

onsenzymen SpeI und BglII verdaut (Schnittstellen vgl. Abbildung 9 B). Dabei 

wurde nicht nur die EcoRI Schnittstelle bei bp 283, sondern auch die gesamte 

SA entfernt. Mittels SLIC (vgl. Abschnitt 2.2.8) wurde ein Fragment in den Vek-

tor integriert, dass einen ca. 850 bp langen Homologiebereich (homology arm, 

HA) stromaufwärts der Cas9-Schnittstelle im Casp2-Intron (bezeichnet als 

Casp2-HA-L) und die SA-site inklusive eines zusätzlichen Adenosins enthält. 

Für die Klonierung wurden zunächst zwei einzelne Fragmente mittels PCR 

amplifiziert. Mit den Primern fw HA-L-SpeI und rv HA-L wurde ein ca. 850 bp 

langes Fragment aus genomischer DNA von HCT116 WT-Zellen amplifiziert, 

das 5‘ eine 20 bp homologe Sequenz zum Vektor besitzt. Für das zweite Frag-

ment wurden drei verschiedene Primer (Template, fw-template, rv-template) 

synthetisiert. Der 81 bp lange Template-Primer diente dabei als DNA-Template 

für die sich anschließende PCR-Reaktion. Dieses zweite Fragment ist 5‘ 20 bp 

zum ersten Fragment und 3‘ 20 bp zum Donorvektor überlappend. Des Weite-

ren enthält es die SA-site mit dem zusätzlich eingefügten Adenosin. Nach er-

folgreicher Klonierung des Casp2-HA-L mittels SLIC wurde auch der Casp2-

HA-R mit demselben Verfahren in den Vektor kloniert. Dafür wurde der Vektor 

mit den Enzymen EcoRI und SalI geschnitten und anschließend aufgereinigt. Im 

Anschluss wurde mit den Primern fw-HA-R-SalI-slic und rv-HA-R -EcoRI-slic ein 
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Für den knockout wurden 2 x 106 HCT116 WT-Zellen auf eine 145 mm x 20 mm 

Cellstar Zellkulturschale (Greiner) ausplattiert. Parallel wurden 3 µg des Donor-

vektors mittels Verdau mit den Restriktionsenzymen SpeI und EcoRI linearisiert. 

Die Aufreinigung erfolgte durch gelelektrophoretische Auftrennung und an-

schließender Gel-Extraktion mit dem QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen). Am 

nächsten Morgen erfolgte die Transfektion der Zellen mit 500 ng des linearisier-

ten Donorvektors und 500 ng des pSpCas9(BB)-2A-GFP nach üblichem Proto-

koll (vgl. Abschnitt 2.2.1). 8 h später wurden die Zellen im Verhältnis 1:5 gesplit-

tet und unter Zugabe von Pyromycin-haltigen Medium (1 µg/ml) zur weiteren 

Selektion kultiviert. Gewachsene Zellklone wurden in den folgenden Tagen ein-

zeln in 24 Well Zellkultur Multiwell Platten (Greiner) überführt und kultiviert. Ein 

Teil der jeweiligen Klone wurde bei -80°C in Kryo-Röhrchen (Nunc, Thermo 

Fisher Scientific) weggefroren. Die Analyse der Klone erfolgte mittels Western 

Blot, qPCR und genomischer PCR. Für die qPCR wurden die Primer fw 

RT_Casp2 und rv RT_Casp2 und für die genomische PCR die Primer fw_KO-

Kontrolle und rv_KO-Kontrolle verwendet.  
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3 Ergebnisse 

3.1 Identifizierung von Komponenten, die an der Caspase-
2-abhängigen Expression von p21 beteiligt sind 

3.1.1  Generierung einer Caspase-2 KO-Zelllinie  

Die Abhängigkeit der p21-Expression von Caspase-2 wurde erstmalig durch 

unsere Arbeitsgruppe beschrieben. Hierbei stellte sich heraus, dass diese Re-

gulation auf translationaler Ebene erfolgt und von der Anwesenheit der p21-

3’UTR abhängig ist (Sohn et al., 2011). Um den dahinter stehenden Mechanis-

mus aufzuklären, wurden mehrere Strategien verfolgt. Unter anderem sollte 

eine Caspase-2 KO-Zelllinie generiert werden, um damit neue experimentelle 

Möglichkeiten für weitere Analysen zu schaffen. So sollte anhand einer Caspa-

se-2 KO-Zelllinie überprüft werden, wie sich die dauerhafte Abwesenheit von 

Caspase-2 auf die p21-Expression und damit auf stressinduzierte Signalwege 

auswirkt. Auch sollten hiermit Limitierungen aufgehoben werden, die mit der 

Verwendung von siRNAs einhergehen. So wurde in den bisher durchgeführten 

Experimenten die Caspase-2 Expression durch Transfektion spezifischer siRN-

As für einem gewissen Zeitraum herunterreguliert. Hierbei zeigte es sich, dass 

dies am Tag 3 nach Transfektion am effektivsten war. Dies erschwerte unter 

anderem die Koexpression von Plasmiden, die schon zwei Tage nach Transfek-

tion am stärksten exprimiert werden.  

Für die Generierung von Caspase-2 KO-Zelllinien wurde das CRISPR-Cas9-

System angewandt (vgl. Abschnitt 2.2.9). Die dabei verfolgte knockout-Strategie 

wird in Abbildung 10 verdeutlicht. Bei erfolgreicher Integration des Donorvektors 

ermöglicht die eingefügte SA-site und das sich hinter der Sequenz für die 

Puromycin-Resistenz (PuroR) befindende pA, die endogene Transkription einer 

mRNA, die für ein Fusionsprotein, bestehend aus dem 1. Exon von Casp2 und 

der PuroR besteht, kodiert. Beide, Casp2 und PuroR, sind durch eine 2A-

Sequenz voneinander getrennt. An diesem 21 AS langen Bereich kommt es 

nach erfolgter Translation zur Spaltung des Fusionsproteins, bei dem ein funkti-

onsloses, 25 AS kleines Protein translatiert aus dem 1. Exon von Casp2 und 

eine funktionsfähige PuroR hervorgeht. 
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Abbildung 11: Auswahl und Design der gRNA. 
A) Analyse der DNA des 1. Introns von Casp2 mittels CRISPR designing tool 

(http://tools.genome-engineering.org). Die guide #1 Sequenz wies die höchste Spezifität auf 

(score 95). B) 6 mögliche Exon off-targets sind mit dieser Sequenz möglich. Die Wahrschein-

lichkeit unerwünschter Doppelstrangbrüche an diesen Stellen ist aber sehr gering (score 0-0,2). 

Im Rahmen des Screenings wurden 107 Zellklone generiert. Die Expression 

von Caspase-2 wurde anschließend mittels Western Blot überprüft. 7 Klone 

zeigten keine - und ein Klon (Klon 32) eine verringerte Caspase-2 Expression 

(Abbildung 12 A). Eine Erklärung hierfür könnte sein, dass bei Klon 32 die In-

tegration des Donorvektors nur auf einem Allel stattgefunden hat. Diese Vermu-

tung sollte mit Hilfe einer PCR überprüft werden. Die beiden hierfür verwende-

ten Primer (fw_KO-Kontrolle; rv_KO-Kontrolle) liegen unmittelbar außerhalb der 

Schnittstelle (Abbildung 12 B). Bei erfolgreicher Integration würde somit ein 

PCR-Fragment mit einer Länge von 2192 bp bestehend aus den beiden Homo-

logiearmen (HA-L und HA-R) und des SA-2A-Puro-pA Bereiches amplifiziert. 

Das PCR-Amplifikat in HCT116 WT-Zellen hat eine Länge von 1282 bp. Bei den 

Klonen 15, 17, 19, 35, 37, 49 und 53 wurde der Donorvektor erfolgreich inte-
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griert (Abbildung 12 C). Bei Klon 32 bestätigte die PCR die Annahme. Bei die-

sem Klon hat ein heterozygoter knockin stattgefunden. Daher konnte mittels 

PCR sowohl das lange 2192 bp als auch das kurze 1282 bp Amplifikat nachge-

wiesen werden.  

Auf transkriptioneller-Ebene wurde die Expression von Caspase-2 in einigen 

Klonen mittels sequenzspezifischer Primer qPCR analysiert. Dafür wurden be-

reits getestete Primer aus einer Primer-Bank verwendet (vgl. 

https://pga.mgh.harvard.edu/cgi-bin/primerbank/new_search2.cgi und Tang et 

al., 2016). Mit dem verwendeten Primerpaar (fw RT_Casp2; rv RT_Casp2) kann 

sowohl die Transkription der langen Casp2-L als auch der kurzen Casp2-S Iso-

form nachgewiesen werden. Die Expression von Caspase-2 war in Zellen, die 

zuvor mit Caspase-2 siRNA behandelt wurden, im Vergleich zu den unbehan-

delten WT-Zellen, stark reduziert (Abbildung 12 D). Bei Klon 32, bei dem der 

knockin nur auf einem Allel stattgefunden hat, war die Caspase-2 Expression, 

wie zu erwarten, halbiert. Bei den Klonen 15, 19, 35, 49 und 53, bei denen der 

Donorvektor auf beiden Allelen erfolgreich integriert wurde, war keine Caspase-

2 mRNA nachweisbar. Dieses Ergebnis konnte auch mittels qPCR mit einer 

Casp2-Taqman-Sonde, die ebenfalls beide Caspase-2-Transkripte (L und S) 

bindet, bestätigt werden (n=1, nicht gezeigt). 
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(p21-3’UTR und 5’UTR-p21) synthetisiert. Die Überprüfung der Qualität und der 

Länge der synthetisierten mRNAs erfolgte durch gelelektrophoretische Auftren-

nung. Die 3’UTR, die einer strikten Regulation durch mRBPs und miRNAs un-

terliegt, ist mit 1527 bp deutlich länger, als die 5’UTR mit nur 80 bp (Abbildung 

15 A). Die beiden mRNA-Konstrukte wurden im Anschluss mit Extrakten von 

unbehandelten HCT116 WT-Zellen inkubiert. Die anschließende Silberfärbung 

bestätigte nicht nur die erfolgreiche Etablierung dieser Methode, sondern zeigte 

auch eine vermehrte Proteinbindung an die 3’UTR im Vergleich zum 5’UTR 

Konstrukt (Abbildung 15 B).  

Um die Fragestellung zu beantworten, ob Caspase-2 in der Lage ist die p21-

Expression durch direkte Bindung an die p21-3’UTR zu beeinflussen und um 

gleichzeitig die Spezifität der p21-mRNA-IP zu überprüfen, wurde eine eventu-

elle Bindung von Caspase-2 sowie bekannter p21-mRBPs Proteine an die 

3’UTR und 5’UTR anhand Western Blot-Analysen untersucht. Hierbei zeigte 

sich eindeutig, dass Caspase-2 mit keinem der beiden Konstrukte kopräzipitiert 

wurde (Abbildung 15 C). Dies deckt sich auch mit der Tatsache, dass Caspase-

2 keine bekannte RBD besitzt. Demzufolge steuert Caspase-2 die translationale 

Regulation der p21-Expression sehr wahrscheinlich über einen indirekten Me-

chanismus. Anders als Caspase-2 konnten die RBPs hnRNP-K, HuR und 

AUF1, deren Bindung an die p21-3’UTR bereits beschrieben wurde, spezifisch 

mit der 3’UTR präzipitiert werden (Lal et al., 2004; Yano et al., 2005) (Abbildung 

15 C). Auch die RISC-Komponente Argonaut-2, welche vermittelt durch miRN-

As ebenfalls an mRNAs bindet, wurde vermehrt mit der durch miRNAs stark 

regulierten 3’UTR präzipitiert. Nukleolin dagegen wurde zwar aufgrund seiner 

sequenzunabhängigen Bindung in Präzipitaten beider Konstrukte nachgewie-

sen, aber bedingt durch dessen präferentielle Bindung an längere mRNA-

Sequenzen, verstärkt in Präzipitaten der wesentlich längeren p21-3’UTR (Ab-

delmohsen und Gorospe, 2012). Schließlich diente die Beobachtung, dass so-

wohl der Transkriptionsfaktor p53, als auch Tubulin, die beide nicht als p21-

mRBPs bekannt sind, weder an die 3’UTR noch die 5’UTR binden, als ein wei-

teres Indiz für die Spezifität der durchgeführten p21-mRNA-IP.  
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bevor im Anschluss die quantitative Analyse der präzipitierten miRNAs durch 

qPCR erfolgte. Mit dieser Methodik konnte die Bindung der bereits bekannten 

p21-mRNA-bindenden miRNAs (miRNA-17 und miRNA-106b) an die p21-

3’UTR nachgewiesen werden (Abbildung 16). Als Negativkontrolle wurde die 

Bindung von RNU6b an die beiden Fragmente getestet. Bei RNU6b handelt es 

sich um spleißosomale RNA, die oft für die Normalisierung von quantitativen 

miRNA-Analysen verwendet wird. Diese bindet genauso wie die miRNA-30e, 

von der unsere Arbeitsgruppe erst kürzlich nachwies, dass sie die p21-

Expression auf transkriptionelle Weise induziert (Sohn et al., 2016), weder an 

die 5‘ noch 3’UTR von p21. Die Standardabweichungen zwischen den einzel-

nen qPCRs waren sehr hoch (Abbildung 16). Weitere Experimente wiesen so-

gar noch stärkere Varianzen auf (nicht gezeigt). Die starken Schwankungen 

entstanden durch die Vielzahl von Aufreinigungsschritten, die für die RNA-

Analyse notwendig sind. Sie ließen sich auch nach mehrmaliger Wiederholung 

des Experimentes nicht reduzieren. Demzufolge war es mit dieser Methodik 

zwar möglich die Bindung oder Nicht-Bindung einer miRNA an ein bestimmtes 

RNA-Fragment nachzuweisen, für vergleichende Analysen von Bindungsunter-

schieden in An- bzw. Abwesenheit von Caspase-2 war die Qualität der Proben 

allerdings nicht ausreichend (Abbildung 16). Der geplante unbiased approach, -

die Analyse der Proben mittels RNA-Sequenzierung in Kooperation mit Dr. Pab-

lo Landgraf,- konnte aus diesem Grund im Rahmen dieser Dissertation nicht 

durchgeführt werden. 
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Abbildung 16: Nachweis von spezifisch an die p21-3’UTR gebundener miRNAs. 

p21-mRNA-IPs wurden nach RNA-Isolation auf die Kopräzipitation der angegeben miRNAs 

mittels qPCR untersucht. Das Diagramm zeigt die relativen Expressionsunterschiede der jewei-

ligen miRNAs im Vergleich zur Ausgangsmenge im Input (log aus ∆CT). Der Mittelwert von log 

aus ∆CT wurde aus 2 unabhängigen Experimenten ermittelt.  

3.1.2.3 Einfluss von Caspase-2 auf die Bindung von bekannten p21-
mRBPs (biased approach) 

Wie in Abschnitt 3.1.2.1 veranschaulicht, konnte eine p21-mRNA-IP erfolgreich 

mit zwei verschiedenen Konstrukten etabliert werden und mRBPs deren Bin-

dung an die p21-3’UTR bereits beschrieben wurde, spezifisch mittels Western 

Blot nachgewiesen werden. Zudem konnte eine direkte Bindung von Caspase-2 

an die p21-3’UTR ausgeschlossen werden. Im nächsten Schritt sollte die Bin-

dung dieser p21-mRBPs an die p21-3’UTR in Abhängigkeit von Caspase-2 ana-

lysiert werden. Aus diesem Grund wurde die p21-mRNA-IP diesmal mit Zellly-

saten von Zellen, die drei Tage zuvor entweder mit siCon oder siCasp2 behan-

delt wurden, wiederholt. Hierfür wurden die präzipitierten Proteine zunächst mit-

tels SDS-PAGE aufgetrennt und anschließend mittels Silberfärbung gefärbt, um 

mögliche Unterschiede im Bandenmuster zu erkennen. Entsprechende Protein-

banden sollten in einem nächsten Schritt ausgeschnitten und mittels MS analy-

siert werden. Allerdings waren weder beim Vergleich des Bandenmusters des 

Inputs, noch beim Vergleich der Bandenmuster der beiden IPs deutliche Unter-

schiede zu erkennen (Abbildung 17 A). Die Methodik war aufgrund der großen 
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Anzahl an präzipitierten Proteinen nicht sensitiv genug. Deshalb wurde die Bin-

dung der p21-mRBPs hnRNP-K, HuR und AUF1 in Abhängigkeit der Caspase-2 

Expression anhand Western Blot-Analysen untersucht. Es zeigte sich aber, 

dass die Expression der untersuchten p21-mRBPs nicht durch den knockdown 

von Caspase-2 beeinflusst wird (Abbildung 17 B). Des Weiteren hat auch die 

An- oder Abwesenheit von Caspase-2 keinen Einfluss auf die Bindung der un-

tersuchten p21-mRBPs an die p21-3’UTR. Diese waren in beiden Eluaten in 

vergleichbaren Mengen nachweisbar. Somit können hnRNP-K, HuR und AUF1 

als potenzielle Interaktionspartner für die Caspase-2-abhänge p21-Expression 

ausgeschlossen werden.  

Um auf anderem Wege noch einmal zu überprüfen, ob Caspase-2 die Regulati-

on von p21 auf translationaler Ebene über miRNAs steuert, wurde die Bindung 

der Argonaut Proteine 1 und 2 in Abhängigkeit der Caspase-2 Expression un-

tersucht. Auch Ihre Bindung an die p21-3’UTR war unabhängig von Caspase-2. 

Dies weist darauf hin, dass auch miRNAs sehr wahrscheinlich nicht die gesuch-

ten Kofaktoren für die Caspase-2-abhängige p21-Regulation darstellen.  

 





Ergebnisse  56 
 

 

HCT116 WT-Zellen mit Caspase-2 siRNA transfiziert und die DDX41-

Expression in γIR bestrahlten und unbestrahlten Zellen analysiert (Abbildung 18 

B). Unter beiden Bedingungen hat der knockdown von Caspase-2 keinen Ein-

fluss auf die Expression von DDX41. Wie schon in vorherigen Experimenten zu 

beobachten war, wird auch die Expression von hnRNP-K, HuR und AUF1 durch 

die Abwesenheit von Caspase-2 weder in unbestrahlten noch in bestrahlten 

HCT116 WT-Zellen beeinflusst (Abbildung 17 B).  

Im nächsten Schritt wurde die p21-Expression in bestrahlten und unbestrahlten 

HCT116 WT-Zellen nach Kotransfektion mit siDDX41 und siCasp2 untersucht 

(Abbildung 18 C). Die Expression von p21 ist, wie bereits von unserer Arbeits-

gruppe beschrieben, nach Transfektion mit Caspase-2 siRNA stark vermindert 

(Sohn et al., 2011). Im Gegensatz hierzu ist die Expression von p21 in Abwe-

senheit von DDX41 im Vergleich zu den Kontrollen unabhängig von γIR deutlich 

erhöht. Die Expression von p53 wird hingegen durch den knockdown von 

DDX41 nicht beeinflusst. Wenn DDX41 als Kofaktor für die Caspase-2-

abhängige Induktion der p21-Expression verantwortlich wäre, würde man bei 

Kotransfektion beider siRNAs eine Expression von p21 auf ähnlichem Niveau 

wie in den Kontrollzellen erwarten. Die p21-Expression ist bei Kotransfektion 

beider siRNAs im Vergleich zu den Kontrollen jedoch sichtbar vermindert. Eine 

weitere p21-mRNA-IP in An- bzw. Abwesenheit von Caspase-2 bestätigte, dass 

DDX41 unabhängig von Caspase-2 die p21-Expression reguliert. Die Bindung 

von DDX41 an die p21-mRNA wurde durch den knockdown von Caspase-2 

nicht beeinträchtigt (Abbildung 18 D).  
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gegen in die Apoptose getrieben. In siDDX41-transfizierten HCT116 WT-Zellen 

ist die DEVDAse-Aktivität nach γIR geringer als in den Kontrollzellen (Abbildung 

19 A), wodurch diese vor der Apoptose geschützt werden. Dies ist auf die ver-

stärkte Expression von p21 in Abwesenheit von DDX41 zurückzuführen 

(Abbildung 18 C). In HCT116 p21-/- und HCT116 p53-/- -Zellen, die nicht in der 

Lage sind p21 zu exprimieren, hat der knockdown von DDX41 hingegen keinen 

Einfluss auf die DEVDAse-Aktivität (Abbildung 19 B), was die Spezifität dieses 

Prozesses unterstreicht. 

Mit den dargestellten Ergebnissen konnte gezeigt werden, dass DDX41 spezi-

fisch an die p21-3UTR bindet und dadurch dessen Expression Caspase-2-

unabhängig reguliert. Da hierdurch die Expression von p53 nicht beeinflusst 

wird (Abbildung 18 C), kann vermutet werden, dass die Regulation von p21 

durch DDX41 nicht auf transkriptioneller, sondern auf translationaler Ebene 

stattfindet. Einen ersten Hinweis hierfür lieferte eine qPCR Analyse der p21-

mRNA-Expression in HCT116 WT-Zellen 4h und 24 h nach γIR. Die Abwesen-

heit von DDX41 hat demnach keinen Einfluss auf die Expression der p21-

mRNA (Abbildung 19 C). Der genaue Regulationsmechanismus der DDX41-

abhängigen p21-Expression wird weiterhin in der Arbeitsgruppe untersucht.  
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ased approach) durchgeführt werden, um p21-mRBPs zu identifizieren, die in 

An- bzw. Abwesenheit von Caspase-2 ein verändertes Bindeverhalten an die 

p21-3‘UTR aufweisen. Hierfür wurden erneut p21-mRNA-IPs mit Lysaten von 

Zellen durchgeführt, die zuvor entweder mit siCon oder siCasp2 transfiziert 

wurden. Die präzipitierten Proteine wurden anschließend in Kooperation mit der 

Arbeitsgruppe von Prof. Kai Stühler mittels MS identifiziert, quantifiziert und 

analysiert. Zur Identifizierung geeigneter Kandidaten sollten dabei nicht die ab-

soluten Mengen an präzipitierten Proteinen miteinander verglichen werden, 

sondern nur solche Proteine, die spezifisch an die p21-3’UTR gebunden haben. 

Deshalb wurden gleichzeitig IPs mit der 5’UTR durchgeführt. Die hierbei präzipi-

tierten Proteine wurden ebenfalls mit MS identifiziert und quantifiziert und mit 

den mit der 3‘UTR präzipitierten Proteinmengen verglichen. Als Messgröße 

hierfür wurde die sogenannte t-test difference gebildet. Diese besteht aus der 

Differenz der Mittelwerte der präzipitierten Mengen eines jeweiligen Proteins 

zwischen 3’UTR und 5’UTR. So war es möglich eine Rangliste der präzipitierten 

Proteine zu erstellen, beginnend mit dem in den Proben der 3‘UTR am stärks-

ten angereicherten Proteine (vgl. Tabelle Anhang 2). In der Tabelle wurden nur 

Proteine aufgeführt die zwischen 3’UTR und 5‘UTR signifikant unterschiedlich 

stark vorhanden waren. Des Weiteren wurden alle Proteine aus der Tabelle ge-

löscht, die mittels MS nicht eindeutig erkannt wurden, sodass für eine weitere 

Analyse 224 Proteine übrig blieben. 

Eine Klassifizierung dieser Proteine erfolgte anschließend anhand einer von 

Gerstberger et al., 2014 zusammengestellten Liste, die alle potenziellen RBPs 

des Genoms enthält (vgl. Tabelle Anhang 2 Spalte „consensus RNA target“). 

Das menschliche Genom besteht aus ca. 20.500 proteinkodierenden Genen. 

Nur 1542 (ca. 7,5%) dieser Proteine sind RBPs und somit am RNA-

Metabolismus beteiligt (Abbildung 20 A). Von diesen sind wiederum 692 (ca. 

3%) mRBPs und nur 169 (ca. 0,8%) ribosomale Proteine (Gerstberger et al., 

2014). 

Im Gegensatz zu einem Gesamtanteil von ca. 7,5% an RBPs im Genom, be-

trägt der Anteil an RBPs unter den 224 Proteinen, die signifikant in den Proben 

mit der p21-3’UTR angereichert worden waren 56,5% (127). Der Hauptanteil 

hiervon waren mit 33% (74) mRBPs (Abbildung 20 B). Zusätzlich wurden acht 

bereits bekannte p21-mRBPs mit der p21-3’UTR spezifisch präzipitiert (3,5%). 
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Abbildung 20: Anreicherung von mRBPs in IPs mit der p21-3’UTR. 

A) Schematische Darstellung des Anteils von RBPs im Genom. Der Anteil von Genen die für 

RBPs kodieren beträgt 7,5%. 3% aller Gene des Genoms kodieren mRBPs. B) Schematische 

Darstellung des Anteils von RBPs die spezifisch mit der p21-3’UTR präzipitiert wurden. 56,5% 

der präzipitierten Proteine konnten als RBPs und 33% als mRBPs klassifiziert werden. 

Neben den bereits mittels Western Blot nachgewiesenen bekannten p21-

mRBPs hnRNP-K, HuR und AUF1, konnten mit Hilfe der MS-Analyse auch die 

p21-mRBPs PCBP2, Tristetraprolin (ZFP36), Musashi-1, Fragile X mental re-

tardation syndrome-related protein 1 (FXR1) und das im Rahmen der Disserta-

tion erstmals als p21-mRBP identifizierte DDX41 spezifisch mit der p21-3’UTR 

präzipitiert werden (vgl. Tabelle 1). Der Nachweis bereits bekannter p21-

mRBPs  und die starke Anreicherung von mRBPs, die noch nicht als p21-

mRBPs beschrieben wurden, ist ein Indiz für die Spezifität der durchgeführten 

IP.  

Die Proteine Pumilio homolog 2 (Pum2), Polypyrimidine tract-binding protein 2 

(PTBP2) und Tripartite motif-containing protein 25 (Trim25) konnten als poten-
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zielle Interaktionspartner für die Caspase-2-abhängige p21-Expression identifi-

ziert werden. Ihre Bindung an die p21-3’UTR war beim Vergleich von mRNA-

IPs mit Lysaten von Zellen, die zuvor entweder mit siCon bzw. siCasp2 trans-

fiziert worden waren, signifikant verändert. Deshalb rückten diese drei Proteine 

in den Fokus weiterer Experimente. 

Tabelle 1: Rangliste der mit der p21-3’UTR präzipitierten mRBPs.  

Rang
-liste 

Proteinname Gen t-test 
diff. 

1 RNA-binding protein 47 RBM47 8,58 
3 Poly(rC)-binding protein 2 PCBP2 7,91 
5 Pumilio homolog 2 PUM2 7,75 
9 Matrin-3 MATR3 7,36 

12 human antigen R HuR/ELAVL1 7,13 
14 Tristetraprolin ZFP36 6,30 
22 RNA-binding protein Musashi homolog 1 MSI1 5,65 
26 RNA-binding protein Musashi homolog 2 MSI2 5,50 

28 RING finger and CCCH-type zinc finger domain-containing 
protein 2 RC3H2 5,41 

31 Polypyrimidine tract-binding protein 1 PTBP1 5,31 
32 Pumilio homolog 1 PUM1 5,29 
37 Fragile X mental retardation protein 1 FMR1 5,08 
42 Polypyrimidine tract-binding protein 2 PTBP2 4,91 
43 Probable E3 ubiquitin-protein ligase Roquin RC3H1 4,88 
44 Fragile X mental retardation syndrome-related protein 1 FXR1 4,82 
59 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K HNRNPK 4,48 
98 (AU-rich element RNA binding protein 1 AUF1/HNRNPD 3,70 

103 Probable ATP-dependent RNA helicase DDX41 DDX41 3,60 
127 Tripartite motif-containing protein 25 TRIM25 2,94 
137 Caprin-1 CAPRIN1 2,31 

Legende 

verifizierte p21-mRBPs 

putative p21-mRBPs: Bindung an die p21-3'UTR unabhängig von Caspase-2 

putative p21-mRBPs: Bindung an die p21-3'UTR potenziell Caspase-2-abhängig 

3.1.2.6 Sind die mRBPs Pum2, PTBP2 und Trim25 potenzielle 
Kofaktoren der Caspase-2-abhängigen p21-Expression? 

Um eine mögliche Caspase-2 vermittelte p21-Regulation über die mRBPs 

Pum2, PTBP2 und Trim25 zu prüfen, sollte im nächsten Schritt die p21-

Expression von bestrahlten und unbestrahlten HCT116 WT-Zellen nach Trans-

fektion mit siPum2, siPTBP und siTrim25 bei gleichzeitiger Transfektion mit si-

Casp2 mittels Western Blot analysiert werden. Obwohl mehrere Antikörper für 

Pum2 und für PTBP2 getestet wurden, scheiterten weiterführende Experimente 
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an der mangelhaften Spezifität dieser Antikörper. So stellte sich heraus, dass 

der zu Beginn verwendete PTBP2 Antikörper nicht PTBP2, sondern primär 

PTBP1 gebunden hat (vgl. Bachelorthesis Lisa Cristin Hüsemann; Heinrich 

Heine Universität Düsseldorf 2014).  

Mit Trim25 dagegen konnten weiterführende Experimente durchgeführt werden. 

Allerdings hatte der knockdown von Trim25 weder in bestrahlten noch in unbe-

strahlten HCT116 WT-Zellen Einfluss auf die p21-Expression (Abbildung 21 A). 

Auch unterscheidet sich diese nach gleichzeitigem Doppel-knockdown von 

Trim25 und Caspase-2 in unbestrahlten bzw. bestrahlten HCT116 WT-Zellen 

nicht von HCT116 WT-Zellen, die nur mit siCasp2 transfiziert wurden. Im Ver-

gleich zu den Kontrollen ist die p21-Expression unter beiden Bedingungen stark 

reduziert, so dass dieser Effekt allein dem Caspase-2 knockdown zugeschrie-

ben werden kann. Dennoch sollte die Bindung von Trim25 an die p21-3’UTR 

mittels Western Blot bestätigt werden, wozu erneut p21-mRNA-IPs mit Zelllysa-

ten von Zellen durchgeführt wurden, die zuvor entweder mit siCon oder siCasp2 

transfiziert wurden. Im Gegensatz zur MS-Analyse konnte aber hierdurch weder 

in An- noch in Abwesenheit von Caspase-2 eine Bindung von Trim25 an die 

p21-3’UTR festgestellt werden (Abbildung 21 B). Somit konnte Trim25 als Inter-

aktionspartner der Caspase-2-abhängigen p21-Reguation ausgeschlossen 

werden. 
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chen, die die vollständige p21-3‘UTR beinhaltete. Wie bei den vorherigen 

mRNA-IPs wurde hierfür zunächst die BrU-markierte mRNA der einzelnen 

Fragmente in vitro synthetisiert. Fragment A besteht aus der 80 bp langen 

5’UTR, dem 533 bp langem p21-ORF und einem 435 bp langen ersten Ab-

schnitt der p21-3’UTR (Abbildung 23 A). Wie bei Fragment A, sind auch bei 

Fragment B-E, die 5’UTR und der p21-ORF Teil des Konstruktes. Der 435 bp 

lange erste Abschnitt der p21-3’UTR fehlt bei Fragment B-E. Stattdessen ist der 

sich anschließende 436 bp lange Bereich Teil des Konstruktes. Das Fragment F 

beinhaltet neben der 5’UTR von p21 und dem p21-ORF einen distalen Bereich 

von bp 895 bis bp 1527 der p21-3’UTR (Abbildung 23 A). Für dieses Experi-

ment wurden unbehandelte HCT116 WT-Zellen zunächst lysiert und die zyto-

plasmatische Fraktion dieser Zellen extrahiert. Diese wurde für die folgenden 

mRNA-IPs verwendet. PTBP1 wurde nur bei dem Konstrukt mit der vollständi-

gen p21-3’UTR nachgewiesen und scheint folglich die gesamte p21-3’UTR für 

die Bindung zu benötigen (Abbildung 23 B). RBM47 hingegen bindet zwar 

ebenfalls am stärksten an das vollständige p21-3’UTR Konstrukt, wurde aber 

darüber hinaus auch mit den Fragmenten A und F präzipitiert. Um die Spezifität 

der mRNA-IP zu überprüfen, wurde die Bindung der Proteine Aktin, AUF1, HuR 

und Nukleolin an die einzelnen Fragmente der p21-3’UTR untersucht. In Über-

einstimmung mit Lal et al., 2004 binden AUF 1 und HUR im vorderen Bereich 

der p21-3’UTR. Eine schwache Bindung von HuR im Bereich von Fragment B-E 

ist ebenfalls zu erkennen (Abbildung 23 B). Im distalen Bereich der p21-3’UTR 

bindet ausschließlich Nukleolin, dessen Bindung an RNA wie bereits beschrie-

ben sequenzunabhängig erfolgt. Aktin hingegen bindet weder die vollständige 

p21-3’UTR, noch eines der Fragmente (Abbildung 23 B), wodurch wiederum die 

Spezifität dieser Technik verifiziert werden konnte. 
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spielen könnten, konnte dies in weiteren Untersuchungen aber nicht bestätigt 

werden. Es ist aber gelungen, zahlreiche neue p21-mRBPs zu identifizieren 

(DDX41, PTBP1, RBM47), die nicht nur an die 3’UTR der p21-mRNA binden, 

sondern dadurch auch dessen Expression regulieren. Zusammen mit der Gene-

rierung zahlreicher Caspase-2 KO-Zelllinien, deren Nutzen aus Zeitgründen 

leider noch nicht in der vorliegenden Arbeit, aber sicherlich in zukünftigen Pro-

jekten herausgearbeitet werden wird, konnten hier neue Komponenten der p21-

Regulation und deren Bedeutung in stressinduzierten Signalwegen identifiziert 

werden (Peters et. al., 2017; Radine et. al., 2020). 
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4 Diskussion 

4.1 Die γIR-induzierte p21-Expression ist in den Caspase-
2 KO-Zelllinien verringert 

Mit der Entdeckung und Nutzung von zinc-finger nucleases (ZFN) und transcrip-

tion activator-like effector nucleases (TALEN) wurde die Gentechnik revolutio-

niert, da es erstmals möglich war das Genom zielgenau zu modifizieren bzw. 

editieren (genome editing) (Joung und Sander, 2013; Urnov et al., 2010). Den-

noch sind diese Methoden (ZNF, TALEN) im Vergleich zur CRISPR/Cas9-

Technik sehr aufwendig und kostenintensiv. Deshalb findet genome editing erst 

seit der Entdeckung des CRISPR/Cas9-Systems breite Anwendung in der in 

vitro-, in vivo-, Grundlagen-, sowie der präklinischen Forschung (Chen et al., 

2015; Cong et al., 2013; Lander, 2016). Auch in klinischen Studien kommt 

CRISPR-Cas9 bereits zum Einsatz und liefert in Verbindung mit CAR-T-Zellen 

vielversprechende Therapieoptionen für die zukünftige Krebsbehandlung (Cy-

ranoski, 2016; Salas-Mckee et al., 2019). In der vorliegenden Arbeit wurden 

Caspase-2 KO-Zelllinien mittels CRISPR/Cas9 generiert, indem ein Donorvek-

tor in den Zielbereich (Intron 1) integriert wurde. Mittels genomischer PCR 

konnte die homozygote Integration (bzw. für Klon 32 die heterozygote Integrati-

on) des Donorvektors in den Zielbereich bestätigt werden (Abbildung 12 C). 

Sowohl die Transkription von Caspase-2, als auch die Proteinexpression von 

Caspase-2 ist bei den untersuchten Zelllinien vollständig, bzw. bei Klon 32 par-

tiell, inhibiert wie durch qPCR- und Western Blot-Analysen eindeutig gezeigt 

werden konnte (Abbildung 12 A und D).  

Die γIR-induzierte p21-Expression ist bei den Klonen 15, 17, 19, 35, 49 und 53, 

genau wie bei HCT116 WT-Zellen die zuvor mit siCasp2 behandelt wurden, 

stark reduziert. Bei Klon 32 ist die Inhibition der p21-Proteinexpression auf 

Grund der noch vorhandenen reduzierten Caspase-2 Expression nur partiell zu 

beobachten. Bei Klon 37 hingegen ist keine Caspase-2 Expression auf tran-

skriptioneller und auf Proteinebene messbar, dennoch ist die Induktion der p21-

Expression nicht reduziert. Ursächlich hierfür könnten sogenannte off-target-

Effekte (Zhang et al., 2015) sein. Diese off-target-Mutationen treten an den Stel-

len auf, an denen die gewählte Targetsequenz partielle Homologien aufweist. 
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Durch die hier gewählte Methodik, bei der die Integration innerhalb des Introns 

erfolgte, sollten die off-targets minimiert werden. Die verwendete gRNA war 

hoch spezifisch und dementsprechend waren off-targets laut CRISPR designing 

tool nur in sechs möglichen Exons mit einer sehr geringen Wahrscheinlichkeit 

möglich (Abbildung 11 B). Sollte jedoch eines dieser Gene betroffen sein, könn-

te dies auch indirekt Einfluss auf die p21-Expression haben. Zwar ist für keines 

dieser möglichen off-targets bislang eine direkte Regulation von p21 beschrie-

ben worden, allerdings sind zumindest bei drei dieser Proteine Dysregulationen 

in verschiedenen Tumoren bekannt. So korreliert bei hepatozellulären Karzino-

men eine vermehrte ZNTB20 (Zinc finger and BTB domain-containing 20) Ex-

pression mit einer verringerten p21-Expression (Kan et al., 2016). Eine Überex-

pression von DDX27 (DEAD-box helicase 27) in gastrointestinalen Tumoren ist 

mit einer verstärkten Metastasierung und damit einhergehend mit einer schlech-

ten Prognose assoziiert (Tang et al., 2018; Tsukamoto et al., 2015). Des Weite-

ren korreliert eine verringerte NFKBIA (NFKB Inhibitor Alpha)-Expression bei 

niedriggradigen Gliom-Patienten und Patienten mit einem Glioblastoma multi-

forme mit einer schlechten Prognose (Kinker et al., 2016; Zhao et al., 2014). Ein 

indirekter Einfluss der Proteine auf die p21-Expression scheint somit zumindest 

möglich. Off-targets, besonders für Klon 37, könnten in einem weiteren Schritt 

mit enzymatischen missmatch-Kits überprüft werden. Hierbei wird zunächst ein 

Bereich von 600-1000 bp im Bereich der möglichen Schnittstelle in WT-Zellen 

und dem entsprechenden Klon mittels PCR amplifiziert. Im Anschluss werden 

diese zusammengeführt, denaturiert und annealed. Sollten Mutationen entstan-

den sein, bilden sich Heteroduplex-Strukturen aus, die von Endonukleasen er-

kannt und geschnitten werden (Vouillot et al., 2015).  

Diese Caspase-2 KO-Zelllinien sollten nicht nur wie schon erwähnt zur Verifizie-

rung der p21-Regulation herangezogen werden, sondern auch für die p21-

mRNA-IPs verwendet werden, um damit Kollaborationspartner zu identifizieren, 

die in der Caspase-2-abhängigen p21-Expression beteiligt sind.  

Die Klonierung des Donorvektors, insbesondere das Einfügen der zusätzlichen 

Base hinter die SA-Sequenz, das notwendig war, um einen späteren knockin 

des Konstruktes in frame zu ermöglichen, nahm sehr viel Zeit in anspruch. Da 

dies bislang der erste knockout mittels CRISPR/Cas9 war der in der Arbeits-

gruppe generiert wurde, mussten die notwendigen Arbeitsschritte nach dem 
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Protokoll von Ran et al., 2013 zunächst etabliert werden. Aus diesem Grund 

standen die Caspase-2 KO-Zelllinien erst zum Ende der Doktorarbeit zur Verfü-

gung, sodass die geplanten Analysen nicht mehr durchgeführt werden konnten.  

 

4.2 Caspase-2 reguliert die p21-Expression weder direkt 
durch Bindung der p21-3’UTR noch indirekt über die 
p21-mRBPs hnRNP-K, HuR, AUF1, Argonaut-2 und 
Trim25 

Nach DNA-Schäden wird p21 für diverse Prozesse benötigt (Cazzalini et al., 

2010; Karimian et al., 2016). Caspase-2 spielt bei dieser p21-Induktion eine 

wichtige Rolle. Wie schon zuvor gezeigt, beeinflusst Caspase-2 weder die 

Transkription von p21, noch wird der proteosomale Abbau von p21 durch 

Caspase-2 reguliert (Sohn et al., 2011). Bei einem knockdown von Caspase-2 

in HCT116 WT-Zellen wurde ausschließlich die exogene Expression von FLAG-

getaggten p21-Konstrukten, die die p21-3’UTR enthielten, beeinflusst. Daher 

scheint Caspase-2 p21 auf translationaler Ebene zu regulieren und hierfür die 

p21-3’UTR zu benötigen (Sohn et al., 2011). Diesbezüglich zeigten p21-mRNA-

IPs und anschließende Western Blot- und MS-Analysen der präzipitierten Prote-

ine, dass Caspase-2 dies nicht über direkte Bindung an die p21-mRNA vermit-

telt (Abbildung 15 C und Tabelle 1). Diese Beobachtung ist auch in Überein-

stimmung mit der Tatsache, dass Caspase-2 keine bekannten mRNA-

bindenden Domänen besitzt. Dadurch wird eine Beteiligung von RBPs und/oder 

miRNAs, deren Expression oder Bindung an die p21-mRNA durch Caspase-2 

reguliert werden, sehr wahrscheinlich. Potenzielle Kandidaten hierfür wären die 

p21-mRBPs hnRNP-K, Argonaut-2, HuR und AUF1, da deren Bindung an die 

p21-3’UTR bereits beschrieben wurde (Lal et al., 2004; Yano et al., 2005) und 

die auch im Rahmen dieser Arbeit durch MS-Analysen bestätigt wurden. Au-

ßerdem wurde hnRNP-K von der Arbeitsgruppe von Dr. C. Brancolini (Universi-

tät Udine, Italien) anhand eines yeast-two-hybrid screens als möglicher Interak-

tionspartner von Caspase-2 identifiziert (persönliche Mitteilung).  

Darüber hinaus wurde erst kürzlich die Interaktion von Argonaut-2 und AUF1 

beschrieben, bei der AUF1 den Abbau von bestimmten miRNAs verstärkt (Min 
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et al., 2017). Dabei bindet AUF1 häufig an die gleiche Stelle an der mRNA, wie 

bestimmte miRNAs, kann aber auch direkt Argonout-2 mit bestimmten miRNAs 

beladen oder den Abbau bestimmter miRNAs verstärken (Wu et al., 2013; Yoon 

et al., 2015). 

Ebenso wie AUF1 war auch HuR ein Kandidat für die Caspase-2-abhängige 

p21-Regulation, denn neben der Bindung der 3’UTR der p21-mRNA, wurde be-

reits beschrieben, dass HuR Caspase-2 auf translationaler Ebene reguliert 

(Winkler et al., 2014). Dabei bindet HuR die IRES (internal ribosomal entry site) 

innerhalb der Caspase-2 5’UTR und inhibiert so deren Translation (Badawi et 

al., 2018). Der gleiche Mechanismus wurde bereits für die HuR-abhängige p27-

Expression beschrieben (Kullmann et al., 2002). In Kolonkarzinom-Zellen führt 

die Inhibition von Caspase-2 durch HuR zu einer verstärkten Resistenz gegen-

über den Chemotherapeutika Doxorubicin und Paclitaxel (Badawi et al., 2018; 

Eberhardt et al., 2019).  

Auch das in dieser Arbeit zum ersten Mal als p21-mRBP identifizierte Trim25 

reguliert die Caspase-2 Expression in Kolonkarzinom-Zellen auf translationaler 

Ebene durch Bindung der Caspase-2 5’UTR und trägt wie HuR zur Chemothe-

rapie Resistenz bei (Nasrullah et al., 2019). Obwohl Trim25 keine der klassi-

schen RBDs besitzt, wurde mehrfach beschrieben, dass es zur RNA-

Stabilisierung und Prozessierung beiträgt (Heikel et al., 2016). Hierfür scheint 

die erst kürzlich beschriebene PRY/SPRY Domäne verantwortlich zu sein 

(Choudhury et al., 2017). Ursprünglich wurde Trim25 als E3 Ligase beschrie-

ben, die im Interferon-Signalweg eine Rolle spielt und somit eine wichtige Funk-

tion bei der antiviralen Zellantwort übernimmt (Heikel et al., 2016). Trim25 

scheint aber auch besonders für die Tumorgenese und Metastasierung von Be-

deutung zu sein. In vielen Tumoren liegt dementsprechend eine Trim25 Über-

expression vor, die mit einer schlechten Prognose der Patienten korreliert 

(Hatakeyama, 2011). So zeigten auch in dieser Arbeit vergleichende MS-

Analysen von p21-mRNA-IPs mit Caspase-2-profizienten und -defizienten Zel-

lextrakten, dass die Bindung von Trim25 an die p21-3’UTR signifikant verändert 

war (vgl. Tabelle 1). Anschließende Western Blot Analysen konnten allerdings 

weder eine Bindung von Trim25 an die p21-3’UTR bestätigen, noch war die Ex-

pression von p21 in An- bzw. Abwesenheit von Trim25 verändert. Somit konnte 
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Trim25 als möglicher Interaktionspartner für die Caspase-2-abhängige p21-

Expression ausgeschlossen werden. 

Ähnliche Resultate wurden auch zu den zuvor erwähnten RBPs hnRNP-K, Ar-

gonaut-2, HuR und AUF1 erzielt. So wurden weder deren Expression noch de-

ren Bindung an die p21-mRNA durch Modulation der Caspase-2 Expression 

beeinträchtigt, weswegen neben Trim25 auch diese p21-mRBPs nicht an der 

Caspase-2-abhängigen p21-Expression involviert sind (Abbildung 17 B und Ta-

belle 1). 

Im Rahmen der Arbeit wurden nur p21-mRBPs untersucht, die beim Vergleich 

der präzipitierten Proteinmengen zwischen 3‘UTR und 5‘UTR eine t-test diffe-

rence von >2,9 aufwiesen und gleichzeitig signifikant unterschiedlich in An- 

bzw. Abwesenheit von Caspase-2 präzipitiert wurden (vgl. Tabelle 1 und An-

hang 2). Um eventuell doch noch in zukünftigen Analysen Interaktionspartner 

für die Caspase-2 abhängige p21-Regulation zu identifizieren, könnte der Kan-

didatenkreis auf Proteine mit geringeren Unterschieden ausgeweitet werden. 

Eine weitere Möglichkeit den Kandidatenkreis zu spezifizieren, wären Caspase-

2 pulldown-assays. Durch einen Abgleich dieser Daten mit den aus der hier be-

schriebenen MS-Analyse, könnte eine Caspase-2-abhängige Bindung dieser 

Interaktionspartner an die p21-3’UTR abgeklärt werden.  

Neben RBPs können natürlich auch miRNAs in der Caspase-2-abhängigen p21 

Expression beteiligt sein. Die Untersuchung einzelner, mittels mRNA-IP koprä-

zipitierter miRNAs scheiterte jedoch an der Qualität der Proben. Zwar konnte 

die bereits bekannte Bindung von miR-106b und miR-17 an die p21-3’UTR 

(Ivanovska et al., 2008) mittels qPCR bestätigt werden, ob diese Regulation in 

Abhängigkeit von Caspase-2 erfolgt, konnte mit der verwendeten Methodik je-

doch nicht überprüft werden. Gerade bei der Isolierung und Quantifizierung von 

miRNAs kann es zu großen Varianzen kommen, besonders bei der hier ange-

wendeten Säulen-basierten Aufreinigung (Brown et al., 2018). Diese Varianzen 

können bei miRNA Expressions-Analysen von Zellen oder Gewebeschnitten 

durch die Verwendung von Referenz-miRNAs, wie z.B. RNU6B, miR-25-3p o-

der miR-93-5p ausgeglichen werden (Das et al., 2016; Gee et al., 2011; Torres 

et al., 2013). Diese eignen sich aber nicht als Referenzstandard für die Analyse 

von miRNAs die mittels mRNA-IP spezifisch mit der p21-mRNA kopräzipitiert 

wurden. Mit einer Optimierung der hier durchgeführten Methodik, könnte es 
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aber dennoch zukünftig möglich sein die Caspase-2-abhängige Bindung von 

miRNAs an die p21-3’UTR zu untersuchen. Unter anderem zeigen neuere Un-

tersuchungen, dass sich durch Zugabe von Glykogen die Qualität der Aufreini-

gung bei dem hier verwendeten QIAGEN miRNeasy kit verbessern lässt (Duy et 

al., 2015). 

 

4.3 Identifizierung von DDX41 als neuen Caspase-2-
unabhängigen Regulator der p21-Expression 

Neben hnRNP-K wurde auch DDX41 in der Arbeitsgruppe von Dr. C. Brancolini 

(Universität Udine, Italien) als möglicher Interaktionspartner von Caspase-2 mit-

tels Y2H identifiziert. Zwar eignet sich diese Technik hervorragend um Protein-

Proteininteraktionen in einem zellulären System mit in vivo ähnlichen Verhält-

nissen wie z.B. den entsprechenden eukaryotischen posttranslationalen Modifi-

kation zu testen, denoch ist das Auftreten von falsch-positiven Ergebnissen ein 

großes Problem (Deane et al., 2002). Ursächlich hierfür ist unter anderem, dass 

sich durch die Erzeugung von Fusionsproteinen die Bindungseigenschaften der 

ursprünglichen Proteine verändern können. Des Weiteren können mit dieser 

Methodik fälschlicherweise auch Proteine kolokalisiert werden, die unter physio-

logischen Bedingungen nicht gemeinsam in der Zelle vorliegen (Brückner et al., 

2009). Dennoch war DDX41 ein interessanter Kandidat für die Caspase-2-

abhängige p21-Regulation, auch wenn eine direkte Bindung von DDX41 an die 

p21-mRNA bislang noch nicht beschrieben wurde. DDX41 gehört zur Gruppe 

der DEAD-box Proteine, einer sehr heterogenen und diversen Gruppe von Pro-

teinen, die an allen Aspekten des RNA-Metabolismus, wie Transkription, Spli-

cing, RNA-Transport, mRNA decay oder auch der Ribosomen-Biogenese, be-

teiligt sind (Rocak und Linder, 2004). Der Name der DEAD-box Proteine leitet 

sich von der stark konservierten Aminosäurensequenz Asp-Glu-Ala-Asp (D-E-

A-D) ab (Linder et al., 1989). Auch DDX41 scheint an diversen Prozessen betei-

ligt zu sein. Mutationsexperimente mit abs (Abstrakt), dem zu DDX41 homolo-

gen Protein in Drosophila zeigten, dass dieses für die Zellpolarität, Zellteilung 

und Apoptose essentiell ist (Irion et al., 2004; Irion und Leptin, 1999). Des Wei-

teren scheint DDX41, wie p21, eine Rolle als Tumorsupressor einzunehmen. 
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Insbesondere bei Patienten mit hämatologischen Erkrankungen oder myelo-

dysplastischen Syndromen (MDS), findet man vermehrt DDX41 Mutationen 

(Hosono, 2019; Lewinsohn et al., 2016). Zudem wirkt sich eine veränderte Ex-

pression von DDX41 in myeloischen Leukämie-Zelllinien auf die Proliferation 

und die Fähigkeit dieser Zellen Kolonien auszubilden aus (Polprasert et al., 

2015). Die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten fluorometrischen DEVD-

Substrattests zeigten, dass DDX41 Einfluss auf die Apoptose der HCT116 WT-

Zellen ausübt. Der knockdown von DDX41 schützte HCT116 WT-Zellen vor der 

γIR-induzierten Apoptose (Abbildung 19 A). Die Tatsache, dass die Abwesen-

heit von DDX41 in HCT116 p21-/-- und HCT116 p53-/- -Zelllinien, die nicht in der 

Lage sind p21 zu exprimieren, keinen Einfluss auf die DEVDAse-Aktivität hat, 

war ein klarer Hinweis darauf, dass DDX41 dies über die Regulation der p21-

Expression vermittelt (Abbildung 19 B).  

Um zu überprüfen, ob DDX41 tatsächlich der Kofaktor für die Caspase-2 vermit-

telte p21-Regulation ist, wurden p21-mRNA-IPs in An- oder Abwesenheit von 

Caspase-2 durchgeführt. Hierbei konnte die spezifische Bindung von DDX41 an 

die p21-3’UTR erstmals mittels Western Blot- und MS-Analysen nachgewiesen 

werden (Abbildung 18 D und Tabelle 1). Zudem führt der knockdown von 

DDX41 nicht nur in unbestrahlten, sondern auch in bestrahlten HCT116 WT-

Zellen zu einer verstärkten endogenen p21-Expression (Abbildung 18 C). Diese 

vermehrte p21-Expression erklärt die verringerte Apoptoserate dieser Zellen 

nach γIR-Behandlung (Abbildung 19 A), da p21 nicht nur inhibierend auf den 

Zellzyklus einwirkt, sondern auch auf apoptotische Prozesse (Sohn et al., 

2006). Allerdings erfolgt auch die Bindung von DDX41 an die p21-3’UTR und 

die hieraus resultierende Regulation der p21-Expression unabhängig von 

Caspase-2, da weder die Expression von DDX41 noch dessen Bindung an die 

p21-mRNA in An- bzw. Abwesenheit von Caspase-2 beeinflusst war (Abbildung 

18 C und D). Anders als die beiden DEAD-box Proteine DDX3 und DDX5, die 

bereits als Regulatoren der p21-Transkription beschrieben wurden (Bates et al., 

2005; Chao et al., 2006), hat DDX41 keinen Einfluss auf die p21-Transkription, 

wie ebenfalls in der vorliegenden Arbeit demonstriert wurde (Abbildung 19 C).  

Das Drosophila DDX41 Homolog abs reguliert die Expression von SNX2 (Sort-

ing Nexin-2), einem Protein, dass für den Proteintransport unter anderem im 

Golgi Netzwerk, den Endosomen und Lysosomen verantwortlich ist. Die mRNA-
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Expression von SNX2 wird dabei von abs nicht beeinflusst (Abdul-Ghani et al., 

2005). Des Weiteren reguliert abs die Expression von Insc (Inscuteable), einem 

Protein, das für die Zellpolarität und die Ausrichtung des Spindelapparates von 

Bedeutung ist, auf posttranskriptionaler Ebene (Irion et al., 2004). Auch wenn 

man berücksichtigen muss, dass sich homologe Proteine in ihrer Funktion in 

verschiedenen Spezies unterscheiden können, war dies neben der nachgewie-

senen Bindung von DDX41 an die p21-3’UTR, ein weiterer Hinweis dafür, dass 

DDX41 p21 auf posttranskriptionaler Ebene regulieren könnte. Zudem konnte in 

weiterführenden Experimenten gezeigt werden, dass der knockdown bzw. die 

Überexpression von DDX41 ausschließlich die Expression von Flag-p21- oder 

Luciferase-Konstrukten, die die p21-3’UTR enthielten, beeinflusst (Peters et al., 

2017). 

Weder die p53-Proteinexpression, noch die p21-mRNA-Transkription wurde 

durch den knockdown von DDX41 verändert (Abbildung 18 C und Abbildung 19 

C). Somit ist eine durch p53-vermittelte Induktion der p21-Transkription, nicht 

ursächlich für die hier beobachtete verstärkte p21-Proteinexpression nach 

DDX41 knockdown. Im Rahmen dieser Arbeit konnte DDX41 daher als neuer 

Regulator der p21-Expression identifiziert werden. Diese Regulation erfolgt je-

doch unabhängig von Caspase-2 und scheint auf posttranskriptionaler Ebene 

stattzufinden.  

4.4 Identifizierung der mRBPs RBM47 und PTBP1 als 
neue Regulatoren der p21-Expression 

PTBP1, welches auch als hnRNP 1 bezeichnet wird, besitzt wie die anderen 

Mitglieder der hnRNP-Familie, eine RRM-Domäne (Ghetti et al., 1992; Singh et 

al., 1995). Eine Bindung an die p21-mRNA ist bislang noch nicht beschrieben 

worden, allerdings ist bekannt, dass PTBP1 Polypyrimidin-reiche Bereiche bin-

det und eine Schlüsselrolle bei der Regulation des alternativen Splicing ein-

nimmt (Patton et al., 1991). Des Weiteren scheint neben der mRNA-

Stabilisierung und des mRNA-Transports besonders die Initiation der Translati-

on über IRES eine zentrale Funktion von PTBP1 zu sein (Romanelli et al., 

2013). Während der Apoptose wird die Synthese der meisten Proteine inhibiert. 

IRES-vermittelt werden jedoch einige für die Apoptose benötigte Proteine in 
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Abhängigkeit von PTBP1 weiterhin translatiert und exprimiert (Bushell et al., 

2006). Zudem steuert PTBP1 die Bindung des RISC-Komplexes, bestehend 

aus Argonout-2 und miR-101, an die MCL1 (Myeloid cell leukemia 1) –mRNA. 

Dadurch wird die Expression dieses anti-apoptotischen Proteins, das zur Fami-

lie der BCL-2 Proteine gehört, inhibiert (Cui und Placzek, 2018). Konträr hierzu 

konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass PTBP1 nicht 

nur die p21-3’UTR bindet, sondern auch für die Expression von p21, einem anti-

apoptotischen Protein, benötigt wird (Abbildung 22 A und Abbildung 25 A). Da 

p21 die Zellen nach γIR vor Apoptose schützt, wurde in den HCT116 WT-Zellen 

nach knockdown von PTBP1, bei denen die bestrahlungsinduzierte p21-

Expression vermindert war, eine erhöhte Apoptoserate (DEVDase-Aktivität) er-

wartet (Jänicke et al., 2007). Dem war aber nicht so. Der Einfluss von PTBP1 

auf die zuvor beschriebenen pro-apoptotischen Prozesse, könnte eine Erklä-

rung dafür sein, dass trotz verminderter p21-Expression in den PTBP1-

defizienten Zellen, keine erhöhte DEVDase-Aktivität messbar war (Abbildung 25 

B). 

Bislang gibt es keine Hinweise dafür, dass PTBP1 als Transkriptionsfaktor die 

Genexpression steuert. So wird auch die p21-Transktiption, wie in dieser Arbeit 

gezeigt werden konnte, nicht durch die An- bzw. Abwesenheit von PTBP1 be-

einflusst. Daher scheint PTBP1 die p21-Expression posttranskriptionell zu regu-

lieren. Allerdings hatte ein knockdown von PTBP1 keinen Effekt auf die Stabili-

tät der p21-mRNA. Hierfür kann es zahlreiche Ursachen geben. Zum einen 

könnte die Regulation der p21-Expression durch PTBP1 auf posttranslationaler 

Ebene erfolgen. Eine weitere Erklärung könnte sein, dass PTBP1 die Speiche-

rung der p21-mRNA in processing bodies (P-bodies) reguliert. In den P-bodies 

können mRNAs temporär gespeichert werden, um diese entweder zu degradie-

ren oder zu einem späteren Zeitpunkt der Translation wieder zuzuführen (Aizer 

et al., 2014; Wang et al., 2018).  

Der genaue Regulationsmechanismus der PTBP1-abhängigen p21-Expression 

konnte im Rahmen des Projektes nicht aufgeklärt werden. Da jedoch Dysregu-

lationen von p21 und PTBP1 bei einigen Erkrankungen von klinischer Relevanz 

sind , könnte die Erforschung des zugrundeliegenden Regulationsmechanismus 

neue Therapiemöglichkeiten eröffnen. Erst vor kurzem wurde beschrieben, 

dass PTBP1 über die Modulation von yin yang 2 (YY2), die Expression der Zell-
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zyklusregulatoren p53, p21, Cdkn1c, und Cdkn2b beeinflusst und auf diese 

Weise die Proliferation vaskulärer Glattmuskelzellen steuert (Wang et al., 

2019). Eine Dysregulation dieser Zellen führt zu Gefäßerkrankungen wie Arteri-

osklerose (Bennett et al., 2016). Die Tatsache, dass in zahlreichen Tumoren mit 

schlechter Prognose und Resistenz gegenüber Tumortherapien sowohl die Ex-

pression von PTBP1, als auch die von p21 dysreguliert ist, könnte ein weiterer 

Hinweis dafür sein, dass die p21-Expression von PTBP1 abhängig ist 

(Abukhdeir und Park, 2008; Cheung et al., 2009; He et al., 2014; Migaldi et al., 

2000; Wang et al., 2017). Daher könnte PTBP1 ein aussichtsreiches Zielprotein 

für künftige Krebstherapien darstellen. 

Auch die Dysregulation verschiedener RBM (RNA-binding motif)-Proteine korre-

liert mit Tumorgenese und mit Tumorprogression (Jung et al., 2020; Zhou et al., 

2017). Erst kürzlich wurde gezeigt, dass RBM47 eine wichtige Rolle für die Pro-

gression und Metastasierung von Tumoren spielt. So steht die Expression von 

RBM47 bei Patienten mit Lungenkarzinomen, Mamakarzinomen und Kolonkar-

zinomen im Zusammenhang mit einer verbesserten Prognose (Sakurai et al., 

2016). In Drüsenzellen des Brustepithels, die eine epithelial-mesenchymale 

Transition (EMT) durchlaufen haben, wird die RBM47 Expression durch den 

transformierenden Wachstumsfaktor-β (transforming growth factor β, TGF-β) 

unterdrückt (Vanharanta et al., 2014). Auch in Lungenkarzinomzellen inhibiert 

TGF-β die Expression von RBM47. Dies führt zu einer verringerten Expression 

der beiden nuclear factor erythroid related factor-2 (Nrf2)-Antagonisten KEAP1 

und Cullin (Sakurai et al., 2016). Der Transkriptionsfaktor Nrf2 wiederum spielt 

bei der Resistenz gegenüber oxidativen Stress und in Tumortherapien eine 

wichtige Rolle (Singh et al., 2009; Wang et al., 2008).  

Ursprünglich wurde RBM47, das zusammen mit SYNCRIP (alternativ auch als 

hnRNP-Q bezeichnet), hnRNP-R, DND1, A1CF (APOBEC1 complementation 

factor), und RBM46 zur paralogen Familie der hnRNP-R/Q-Proteine gehört, als 

bedeutendes Schlüsselprotein in der embryonalen Kopfentwicklung des Zebra-

fisch (Danio rerio) identifiziert (Guan et al., 2013). Die Abwesenheit von RBM47 

führt in diesem Tiermodell zu Veränderungen des Wnt8a-Signalwegs und als 

Folge zu Zebrafisch-Phänotypen ohne Kopf oder mit stark verkleinertem Kopf. 

Auch bei der embryonalen Mausentwicklung spielt RBM47 eine wichtige Rolle. 

Die meisten RBM47 knockout-Embryonen sterben innerhalb der Schwanger-
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schaftsmitte und die wenigen überlebenden Embryonen sind als adulte Mäuse 

deutlich kleiner als WT–Mäuse (Fossat et al., 2016). Insbesondere bei der prä-

mRNA-Prozessierung scheint RBM47 eine wichtige Funktion zu übernehmen. 

So wurde bereits eine Beteiligung von RBM47 beim alternativen Splicing, aber 

auch als wichtiger Kofaktor bei der APOBEC1- vermittelten C-zu-U RNA–

Editierung, beschrieben (Cieply et al., 2016; Fossat et al., 2014; Wolfe et al., 

2019). 

Bei der in dieser Arbeit durchgeführten MS-Analyse war RBM47 das in den 

Präzipitaten der p21-3’UTR IP am stärksten angereicherte Protein (vgl. Tabelle 

1). Die spezifische Bindung von RBM47 an die p21-3’UTR konnte ebenfalls mit-

tels Western Blot-Analysen dieser IP Präzipitate bestätigt werden (Abbildung 22 

A). Im Gegensatz dazu wurde die p21-mRNA in zwei Screenings mit Mamakar-

zinom- bzw. Lungenkarzinom-Zelllinien, bei denen IPs mit Flag-RBM47 Kon-

strukten durchgeführt und nach daran gebundenen mRNAs analysiert wurden, 

nicht bzw. nur in sehr geringen Mengen detektiert (Rang 1363 von 2500 detek-

tieren mRNAs) (Sakurai et al., 2016; Vanharanta et al., 2014). Für diese konträ-

ren Ergebnisse gibt es mehrere Erklärungen. Die Induktion von p21 erfolgt nach 

zellulärem Stress, wie z.B. nach DNA-Schäden. Die beiden Screenings hinge-

gen wurden mit unbehandelten Zellen durchgeführt, sodass p21-mRNA vermut-

lich nur in sehr geringen Mengen in den für die IP verwendeten Zelllysaten vor-

lag. Im Gegensatz dazu wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit IPs mit 

BrU-markierter p21-mRNA durchgeführt. Eine weitere Erklärung könnten die 

unterschiedlichen zellulären Systeme (BrM2-, A549-, HCT116-Zellen) mit mög-

licherweise unterschiedlichen mRNA-Profilen sein, die für die IPs verwendet 

wurden. So unterscheiden sich die mit Flag-RBM47 kopräzipitierten mRNAs der 

beiden Screenings deutlich (Sakurai et al., 2016; Vanharanta et al., 2014). Ins-

gesamt scheint RBM47 ein breites mRNA-Spektrum zu binden. Vanharanta et 

al., 2014 konnten im Rahmen Ihres Screenings keine klare mRNA-Bindestellen-

Sequenz für RBM47 definieren. Häufig erfolgte die Bindung von RBM47 aber 

innerhalb der 3’UTR der detektieren mRNAs (Vanharanta et al., 2014). Neben 

den mRNA-IPs mit der 5’UTR und p21-3’UTR wurden in der vorliegenden Arbeit 

auch IPs mit drei unterschiedlichen 3’UTR Fragmenten der p21-mRNA durch-

geführt (Abbildung 23 B). Eine Bindung von RBM47 konnte dabei in zwei Frag-

menten nachgewiesen werden (Fragment A und F), woraus sich die Schlußfol-
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gerung ergibt, dass RBM47 an mehreren Stellen die p21-3‘UTR bindet. Anders 

als Vanharanta et al., 2014 prognostizierten Ray et al., 2013 im Rahmen einer 

bioinformatischen und systemischen Analyse von RNA-Motiven eine mögliche 

RBM47-Bindestelle für das Bankivahuhn (Gallus gallus) und den westlichen 

Krallenfrosch (Xenopus tropicalis). Interessanterweise ist die hierbei prognosti-

zierte wahrscheinlichste RBM47-Bindestelle GAUGA U bzw. A aber nicht Teil 

der humanen p21-3’UTR (vgl. Anhang 1 A und B). Zumindest Übereinstimmun-

gen zu den letzten 5 Basen dieser prognostizierten Sequenz finden sich aber 

zweimal in Fragment A (AUGAA) und zweimal in Fragment F (AUGAU) 

(Anhang 1 B). Für Fragment B-E, bei dem nur eine äußerst schwache Bindung 

detektiert wurde, findet sich keine dieser Sequenzen (Abbildung 23 B und An-

hang 1 B). Allerdings findet man auch für den p21-ORF, der wie im Rahmen 

dieser Arbeit gezeigt werden konnte nicht von RBM47 gebunden wird, zweimal 

die Sequenz GAUGA, also ebenfalls eine Übereinstimmung mit 5 Basenpaaren 

der für Huhn und Frosch prognostizierten Sequenz. Um zu überprüfen, ob diese 

Sequenzbereiche entscheidend für eine RBM47 Bindung sind, könnten in ei-

nem nächsten Schritt Mutationen in diesem Bereich erzeugt werden und die 

mRNA-IPs mit den mutierten Konstrukten wiederholt werden. Darüber hinaus 

könnten auch weitere Konstrukte mit kleineren Fragmenten erstellt werden, um 

den Bereich, der für eine RBM47 Bindung notwendig ist, genauer einzugrenzen. 

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Expression von RBM47 weder 

durch γIR, noch durch die Abwesenheit von p53 beeinflusst wird (Abbildung 24 

B). Umgekehrt ist die p53-Expression, genauso wie die Expression von p21 in 

Abwesenheit von RBM47 vermindert (Abbildung 27 A). Weiterführende Experi-

mente zeigten, dass RBM47 p53 auf transkriptioneller Ebene reguliert, da die 

p53-Transkription nach knockdown von RBM47 signifikant reduziert ist (Radine 

et al., 2020). Des Weiteren wird weder der proteasomale Abbau noch die Stabi-

lität der p53-mRNA in An- bzw. Abwesenheit von RBM47 beeinträchtigt (Radine 

et al., 2020). Die reduzierte Expression von p53, der als Transkriptionsfaktor 

maßgeblich für die Induktion der p21-Expression verantwortlich ist, ist die Ursa-

che für die beobachte reduzierte p21-Expression in Abwesenheit von RBM47 

(Abbildung 27 A). Aufgrund dieser verminderten p21-Expression war eine ver-

mehrte Apoptoserate dieser Zellen nach γIR mittels DEVDase-Assay messbar 

(Abbildung 27 B). Es wurde erwartet, dass die direkte Bindung von RBM47 an 
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die p21-3’UTR zu einer Stabilisierung dieser mRNA führt und somit den durch 

p53 vermittelten Effekt auf die p21-Expression weiter verstärkt. Mittels Stabili-

täts-Assay konnte hingegen der gegenteilige Effekt demonstriert werden 

(Abbildung 28 B). Weiterführende Experimente zeigten, dass auch hierfür p53 

benötigt wird, da in HCT116 p53-/- -Zellen dieser Effekt nicht zu beobachten war 

(Radine et al., 2020). So scheint RBM47 eine besondere und wichtige Regulati-

onsfunktion zu übernehmen, da es anscheinend das Zellschicksal in Richtung 

Seneszenz oder Apoptose lenken kann. 

Zusammenfassend läßt sich feststellen, dass die Bearbeitung dieses Projekts 

zwar nicht die gewünschte Identifizierung des Kofaktors ergab, über den 

Caspase-2 die Regulation der p21-Expression steuert, mit der erfolgreichen 

Generierung von verschiedenen Caspase-2 KO-Zelllinien sollte es aber möglich 

sein, dieses Ziel in zukünftigen Projekten zu erreichen. Darüber hinaus wurden 

in der vorliegenden Arbeit erstmalig zahlreiche RBPs identifiziert, die an die 

3’UTR der p21-mRNA binden (Anhang 2). Drei von diesen neu identifizierten 

p21-mRBPs, nämlich DDX41, PTBP1 und RBM47 wurden dabei näher charak-

terisiert. Während DDX41 die p21-Expression auf translationaler Ebene inhi-

biert, wird diese durch PTBP1 posttranslational aktiviert. RBM47 hingegen regu-

liert p21 über einen dualen Mechanismus. So steuert RBM47 über die Induktion 

der p53-Transkription indirekt die Transkription von p21, während es durch di-

rekte Bindung der 3’UTR die p21-mRNA destabilisiert.  
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Anhang 1: Putative RBM47-Bindestellen innerhalb der 5’UTR-p21-3’UTR. 

A) Anhand der RNA-bindenden Motive prognostizierte Bindestellen der dargestellten Proteine 

für verschiedene Organismen (Abbildung verändert entnommen aus Ray et al., 2013). B) Über-

einstimmungen von fünf bps der aus A zu entnehmenden putativen Bindesequenz für RBM47 

innerhalb der humanen 5’UTR-p21-3’UTR sind rot markiert. Die Sequenz der p21-3’UTR wurde 

in die drei Fragmente A, B-E und F aufgeteilt.  

 
Anhang 2: Mit der p21-3’UTR präzipitierte mRBPs sortiert nach t-test difference 
 

t-test 
diff. Protein names Gene names consensus 

RNA target 
8,58 RNA-binding protein 47 RBM47 mRNA 
8,49 Transmembrane Protein 130 TMEM130  

7,91 Poly(rC)-binding protein 2 PCBP2 p21-mRBP 
7,83 Polypyrimidine tract-binding protein 3 PTBP3 mRNA 
7,75 Pumilio homolog 2 PUM2 mRNA 
7,47 F-box/WD repeat-containing protein 11 FBXW11  

7,42 SLAIN motif-containing protein 2 SLAIN2  

7,40 Far upstream element-binding protein 3 FUBP3 mRNA 
7,36 Matrin-3 MATR3 mRNA 
7,22 Neuronal pentraxin-2 NPTX2  

7,14 Staphylococcal nuclease domain-containing protein 1 SND1 mRNA 
7,13 ELAV-like protein 1 ELAVL1 p21-mRBP 
6,42 RNA-binding protein 10 RBM10 mRNA 
6,30 Tristetraprolin ZFP36 p21-mRBP 
6,27 rRNA-processing protein UTP23 homolog UTP23 snoRNA 
6,10 Splicing factor 3B subunit 4 SF3B4 mRNA 
5,86 Tudor domain-containing protein 3 TDRD3 mRNA 
5,85 Cleavage and polyadenylation specificity factor subunit 5 NUDT21 mRNA 
5,81 Protein salvador homolog 1 SAV1  

5,74 RING finger protein 10 RNF10  

5,67 Serine/threonine-protein kinase MRCK alpha CDC42BPA  

5,65 RNA-binding protein Musashi homolog 1 MSI1 p21-mRBP 
5,58 Small nuclear ribonucleoprotein Sm D3 SNRPD3 snRNA 
5,53 Pseudouridylate synthase 7 homolog PUS7 rRNA 
5,52 Proline/serine-rich coiled-coil protein 1 PSRC1  

5,50 RNA-binding protein Musashi homolog 2 MSI2 mRNA 
5,48 EF-hand calcium-binding domain-containing protein 7 EFCAB7  

5,41 RING finger and CCCH-type zinc finger  
domain-containing protein 2 

RC3H2 mRNA 

5,40 Mitochondrial 2-oxoglutarate/malate carrier protein SLC25A11  

5,38 Putative RNA-binding protein 15 RBM15 mRNA 
5,31 Polypyrimidine tract-binding protein 1 PTBP1 mRNA 
5,29 Pumilio homolog 1 PUM1 mRNA 
5,25 Protein Smaug homolog 2 SAMD4B mRNA 
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t-test 
diff. Protein names Gene names consensus 

RNA target 
5,21 Selenocysteine insertion sequence-binding protein 2-like SECISBP2L mRNA 
5,20 Nucleolysin TIAR TIAL1 mRNA 
5,17 SURP and G-patch domain-containing protein 2 SUGP2 mRNA 
5,08 Fragile X mental retardation protein 1 FMR1 mRNA 
5,06 Casein kinase I isoform delta CSNK1D  

5,06 CLIP-associating protein 1 CLASP1  

5,05 Ribosomal RNA processing protein 36 homolog RRP36 rRNA 
5,01 G2 and S phase-expressed protein 1 GTSE1  

4,91 Polypyrimidine tract-binding protein 2 PTBP2 mRNA 
4,88 Probable E3 ubiquitin-protein ligase Roquin RC3H1 mRNA 
4,82 Fragile X mental retardation syndrome-related protein 1 FXR1 p21-mRBP 
4,79 Nucleosome assembly protein 1-like 1 NAP1L1  

4,78 E3 ubiquitin-protein ligase DZIP3 DZIP3 mRNA 
4,77 DNA dC->dU-editing enzyme APOBEC-3C APOBEC3C  

4,76 Sperm-associated antigen 5 SPAG5  

4,75 Transcription elongation factor B polypeptide 1 TCEB1  

4,74 Regulator of nonsense transcripts 2 UPF2 mRNA 
4,68 Histone lysine demethylase PHF8 PHF8  

4,64 Nucleophosmin NPM1 rRNA 
4,60 Ankyrin repeat domain-containing protein 11 ANKRD11  

4,58 Probable ATP-dependent RNA helicase DDX17 DDX17 mRNA 
4,56 Pre-mRNA branch site protein p14 SF3B14 mRNA 
4,55 SAFB-like transcription modulator SLTM mRNA 
4,49 Putative RNA-binding protein 3 RBM3 mRNA 
4,48 Splicing factor 3B subunit 1 SF3B1 mRNA 
4,48 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K HNRNPK p21-mRBP 
4,47 Brain-specific angiogenesis inhibitor 1-associated protein 2 BAIAP2  

4,45 DEP domain-containing protein 1B DEPDC1B  

4,45 Protein FAM83F FAM83F  

4,44 Bifunctional glutamate/proline--tRNA ligase EPRS tRNA 
4,43 THAP domain-containing protein 11 THAP11  

4,43 Nucleolar protein of 40 kDa ZCCHC17 unknown 
4,43 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein L HNRNPL mRNA 
4,41 Kelch-like ECH-associated protein 1 KEAP1  

4,39 Protein virilizer homolog KIAA1429  

4,38 UPF0468 protein C16orf80 C16orf80  

4,33 U4/U6.U5 tri-snRNP-associated protein 2 USP39 snRNA 
4,31 Serine/threonine-protein kinase 3 STK3  

4,30 E3 ubiquitin-protein ligase RBBP6 RBBP6 mRNA 
4,30 MAP/microtubule affinity-regulating kinase 4 MARK4  

4,28 E3 ubiquitin-protein ligase NRDP1 RNF41  

4,28 Telomeric repeat-binding factor 2 TERF2  

4,23 DNA topoisomerase 3-beta-1;DNA topoisomerase TOP3B mRNA 
4,20 Protein SCAF11 SCAF11 mRNA 
4,17 RNA-binding protein PNO1 PNO1 rRNA 
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t-test 
diff. Protein names Gene names consensus 

RNA target 
4,17 Splicing Regulatory Glutamic Acid And Lysine Rich Protein 1 SREK1 mRNA 
4,16 Cytoskeleton-associated protein 5 CKAP5  

4,13 Protein FAM83D FAM83D  

4,04 WD repeat-containing protein 74 WDR74  

4,01 Zinc finger protein 408 ZNF408  

3,97 PHD and RING finger domain-containing protein 1 PHRF1 mRNA 
3,96 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein D-like HNRPDL  

3,96 60S ribosomal protein L38 RPL38 ribosome 
3,95 Chromobox protein homolog 6 CBX6  

3,92 Zinc finger protein 407 ZNF407  

3,89 Cyclin-dependent kinase 13 CDK13  

3,89 Lysine--tRNA ligase KARS tRNA 
3,87 Transducin beta-like protein 3 TBL3 snoRNA 
3,86 pre-rRNA processing protein FTSJ3 FTSJ3 rRNA 
3,81 Protein regulator of cytokinesis 1 PRC1  

3,80 CLIP-associating protein 2 CLASP2  

3,75 Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 31 USP31  

3,74 Casein kinase I isoform alpha CSNK1A1  

3,72 Rho guanine nucleotide exchange factor 2 ARHGEF2  

3,70 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein D0 HNRNPD p21-mRBP 
3,64 Plakophilin-4 PKP4  

3,64 ATP-binding cassette sub-family F member 1 ABCF1 mRNA 
3,63 Pre-mRNA-splicing regulator WTAP WTAP  

3,62 U2 snRNP-associated SURP motif-containing protein U2SURP snRNA 
3,60 Probable ATP-dependent RNA helicase DDX41 DDX41 p21-mRBP 
3,57 Zinc finger protein 638 ZNF638 mRNA 
3,57 RNA-binding protein 25 RBM25 mRNA 
3,53 Leukemia inhibitory factor receptor LIFR  

3,41 Dystonin DST  

3,40 Cytoplasmic FMR1-interacting protein 1 CYFIP1  

3,39 Poly(rC)-binding protein 1 PCBP1 mRNA 
3,36 F-actin-capping protein subunit beta CAPZB  

3,36 Fragile X mental retardation syndrome-related protein 2 FXR2 mRNA 
3,34 PC4 and SFRS1-interacting protein PSIP1 mRNA 
3,34 Junctophilin-1 JPH1  

3,33 F-actin-capping protein subunit alpha-1 CAPZA1  

3,22 2-5-oligoadenylate synthase-like protein OASL ncRNA 
3,22 Splicing factor U2AF 65 kDa subunit U2AF2 mRNA 

3,18 tRNA (adenine(58)-N(1))-methyltransferase  
catalytic subunit TRMT61A 

TRMT61A tRNA 

3,15 Dolichol-phosphate mannosyltransferase DPM1  

3,12 Eukaryotic translation initiation factor 5B EIF5B tRNA 
3,11 Nucleolar MIF4G domain-containing protein 1 NOM1 rRNA 
3,10 Nuclear fragile X mental retardation-interacting protein 2 NUFIP2 mRNA 
3,09 Proline-rich protein 11 PRR11  
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t-test 
diff. Protein names Gene names consensus 

RNA target 

3,08 Aminoacyl tRNA synthase complex-interacting 
 multifunctional protein 2 

AIMP2 tRNA 

2,99 Katanin p60 ATPase-containing subunit A1 KATNA1  

2,97 DNA dC->dU-editing enzyme APOBEC-3B APOBEC3B  

2,96 Exosome component 10 EXOSC10 diverse 
2,94 E3 ubiquitin/ISG15 ligase TRIM25 TRIM25 mRNA 
2,93 Probable ATP-dependent RNA helicase DDX23 DDX23 snRNA 
2,72 40S ribosomal protein S20 RPS20 ribosome 
2,70 Probable ATP-dependent RNA helicase DDX49 DDX49 rRNA 
2,67 Splicing factor 3B subunit 3 SF3B3 mRNA 
2,63 Serine/arginine-rich splicing factor 11 SRSF11 mRNA 
2,57 ESF1 homolog ESF1 rRNA 
2,44 DEP domain-containing protein 1A DEPDC1  

2,39 Protein PRRC2A PRRC2A  

2,35 Microtubule-associated protein 4 MAP4  

2,31 Caprin-1 CAPRIN1 mRNA 
2,28 Splicing factor 3B subunit 2 SF3B2 mRNA 
2,15 Ribosome-binding protein 1 RRBP1 mRNA 
2,13 Helicase with zinc finger domain 2 HELZ2 mRNA 
2,10 Probable ATP-dependent RNA helicase DDX20 DDX20 snRNA 
2,00 Receptor expression-enhancing protein 6 REEP6  

2,00 Nucleolar transcription factor 1 UBTF rRNA 
1,99 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A0 HNRNPA0 mRNA 
1,94 Protein PRRC2C PRRC2C  

1,92 U3 small nucleolar RNA-interacting protein 2 RRP9 snoRNA 
1,89 Translation machinery-associated protein 16 TMA16  

1,88 Probable helicase senataxin SETX mRNA 
1,86 Probable ATP-dependent RNA helicase DDX5 DDX5 mRNA 
1,85 Cleavage and polyadenylation specificity factor subunit 1 CPSF1 mRNA 
1,77 Disks large homolog 5 DLG5  

1,73 Protein SOGA2 SOGA2  

1,71 Centrosomal protein of 170 kDa CEP170  

1,71 116 kDa U5 small nuclear ribonucleoprotein component EFTUD2 tRNA 
1,66 Ribosome biogenesis protein BMS1 homolog BMS1 rRNA 
1,65 Putative uncharacterized protein C19orf73 C19orf73  

1,57 Microtubule-associated serine/threonine-protein kinase 2 MAST2  

1,57 Cytoskeleton-associated protein 2 CKAP2  

1,53 Ataxin-2-like protein ATXN2L mRNA 
1,52 Thyroid hormone receptor-associated protein 3 THRAP3 mRNA 
1,48 Nuclear export mediator factor NEMF NEMF  

1,42 Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins A2/B1 HNRNPA2B1 mRNA 
1,42 Serine/threonine-protein kinase MARK2 MARK2  

1,42 MAP7 domain-containing protein 3 MAP7D3  

1,41 Microtubule-associated tumor suppressor 1 MTUS1  

1,41 Ensconsin MAP7  
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t-test 
diff. Protein names Gene names consensus 

RNA target 
1,40 Translation initiation factor eIF-2B subunit delta EIF2B4 mRNA 
1,31 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A3 HNRNPA3 mRNA 
1,30 RNA 3-terminal phosphate cyclase-like protein RCL1 rRNA 
1,28 Pre-mRNA-processing factor 19 PRPF19 mRNA 
1,27 Protein LYRIC MTDH  

1,26 Replication factor C subunit 2 RFC2  

1,26 Eukaryotic translation initiation factor 2 subunit 1 EIF2S1 tRNA 
1,25 60S ribosomal protein L22-like 1 RPL22L1 ribosome 
1,22 Telomerase-binding protein EST1A SMG6 mRNA 
1,21 Putative methyltransferase NSUN5 NSUN5 rRNA 
1,20 Probable ATP-dependent RNA helicase DDX47 DDX47 rRNA 
1,20 Activator of basal transcription 1 ABT1 mRNA 
1,20 Pre-mRNA 3-end-processing factor FIP1 FIP1L1 mRNA 
1,19 Protein FRG1 FRG1 mRNA 
1,16 Ras GTPase-activating protein-binding protein 2 G3BP2 mRNA 
1,15 RNA-binding protein 39 RBM39 mRNA 
1,15 RNA-binding protein 27 RBM27 mRNA 
1,12 U5 small nuclear ribonucleoprotein 200 kDa helicase SNRNP200 snRNA 
1,09 Transcription elongation factor B polypeptide 3 TCEB3  

1,08 U3 small nucleolar RNA-associated protein 18 homolog UTP18 snoRNA 
1,08 PHD finger protein 6 PHF6  

1,07 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U HNRNPU mRNA 
1,07 Spindle and centriole-associated protein 1 SPICE1  

1,07 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A/B HNRNPAB mRNA 
1,06 Probable ATP-dependent RNA helicase DDX10 DDX10 rRNA 
1,05 Eukaryotic translation initiation factor 2 subunit 2 EIF2S2 tRNA 
1,01 Holliday junction recognition protein HJURP  

1,00 Mortality factor 4-like protein 2 MORF4L2  

1,00 Small nuclear ribonucleoprotein Sm D1 SNRPD1 snRNA 
0,99 Protein SOGA1;N-terminal form;C-terminal 80 kDa form SOGA1  

0,98 Cell division cycle 5-like protein CDC5L mRNA 
0,97 E3 ubiquitin-protein ligase TRIM56 TRIM56 unknown 
0,93 Microprocessor complex subunit DGCR8 DGCR8 ncRNA 
0,91 MAP/microtubule affinity-regulating kinase 3 MARK3  

0,89 Lysine-specific demethylase 2B KDM2B  

0,87 Transcriptional repressor NF-X1 NFX1 mRNA 
0,86 Replication factor C subunit 1 RFC1  

0,86 Replication factor C subunit 5 RFC5  

0,84 Replication factor C subunit 4 RFC4  

0,84 Protein FAM207A FAM207A  

0,84 Cyclin-K CCNK  

0,82 Pre-rRNA-processing protein TSR1 homolog TSR1 rRNA 
0,78 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein Q SYNCRIP mRNA 
0,77 MAP7 domain-containing protein 1 MAP7D1  

0,76 H/ACA ribonucleoprotein complex subunit 4 DKC1 snoRNA 
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t-test 
diff. Protein names Gene names consensus 

RNA target 
0,72 Polymerase I and transcript release factor PTRF rRNA 
0,65 U4/U6.U5 tri-snRNP-associated protein 1 SART1 snRNA 
0,62 Regulator of nonsense transcripts 3B UPF3B mRNA 
0,60 THAP domain-containing protein 4 THAP4  

0,59 Cyclin-dependent kinase 12 CDK12  

0,57 Pescadillo homolog PES1 rRNA 
0,57 Signal recognition particle 14 kDa protein SRP14 ncRNA 
0,52 DDB1- and CUL4-associated factor 13 DCAF13 rRNA 
0,45 DNA excision repair protein ERCC-6 ERCC6  

0,41 Transcription initiation factor IIE subunit beta GTF2E2  

0,39 Protein ECT2 ECT2  

0,39 Superkiller viralicidic activity 2-like 2 SKIV2L2 diverse 
0,22 Trinucleotide repeat-containing gene 6A protein TNRC6A mRNA 
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