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Eine Reise von tausend Meilen beginnt mit einem einzigen Schritt — Lao Zi



Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der potenziellen zellzyklusabhangigen
Induktion des Tumorsuppressorproteins p21 im Kontext von DNA-Schadigungen. p21
ist als Cyclin-abhangiger-Kinasen-Inhibitor (CKI) ein zentraler Regulator der
Zellzyklusprogression, der Uber p53-abhangige und -unabhangige Wege reguliert wird
und entscheidend zur Aufrechterhaltung der genomischen Stabilitat beitragt. Eine
Fehlregulation kann die Tumorentstehung begunstigen und den therapeutischen

Erfolg beeintrachtigen.

In Vorarbeiten des gastgebenden Instituts wurde das grun fluoreszierende Protein-
(GFP) Gen in die HT-1080 Zelllinie mittels CRISPR/Cas9-Methode integriert. Wahrend
der Rekombination fusionierte das GFP gezielt mit dem endogenen p21-Gen. Die
daraus resultierende fluoreszierende Zelllinie HT-p21GFP ermdglicht es, die
Expression von p21-GFP auf Einzelzellebene sichtbar zu machen. Diese Eigenschaft
wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit genutzt, um mittels Durchflusszytometrie
und konfokaler Lebendzellfluoreszenzmikroskopie die Dynamik und Regulation von
p21-GFP detailliert zu analysieren. Ziel war es, die Dynamik und Heterogenitat der
p21-GFP-Expression nach Behandlung mit Rontgenstrahlen und Camptothecin (CPT)

zu untersuchen.

Unsere Ergebnisse im Rahmen der durchflusszytometrischen Analyse zeigten eine
dosisabhangige lineare Zunahme der p21-GFP-Expression bei Rontgenexposition
sowie eine biphasische Reaktion auf die CPT-Behandlung. Im Zuge des Live cell
imaging beobachteten wir, dass die p21-GFP-Expression unabhangig von der
Zellzyklusphase zum Zeitpunkt der DNA-Schadensinduktion war. In G1- und G2-
Phasen konnte die Anwesenheit von p21-GFP nachgewiesen werden. p21-GFP wurde
jedoch in den S-Phasen vollstandig abgebaut. Die p21-GFP-Expression ging mit einer
verlangerten G1-Phasenlange und erhohter Zelltodrate einher.

Zusammenfassend konnten charakteristische Dosis-Wirkungsbeziehungen der p21-
Expression fur die jeweiligen Induktoren eines DNA-Schadens beobachtet werden. Die
Ergebnisse unserer Arbeit suggerieren, dass p21-GFP kunftig als diagnostisches
Werkzeug zur |dentifikation der Toxizitat verschiedener Noxen geeignet sein konnte.



Abstract

This study focuses on the potential cell cycle—-dependent induction of the tumor
suppressor protein p21 in the context of DNA damage. As a cyclin-dependent kinase
inhibitor (CDKI), p21 is a key regulator of cell cycle progression. It is controlled through
both p53-dependent and independent pathways and plays a crucial role in maintaining
the genomic stability. Dysregulation of p21 can promote tumorigenesis and impair
therapeutic outcomes.

In preliminary work conducted at the host institute, the green fluorescent protein (GFP)
gene was integrated into the HT-1080 cell line using CRISPR/Cas9 technology. During
homologous recombination, GFP was specifically fused to the endogenous p21 gene.
The resulting fluorescent cell line, HT-p21GFP, enables visualization of p21-GFP
expression at the single-cell level. This feature was leveraged in the present study to
analyse the dynamics and regulation of p21-GFP using flow cytometry and confocal
live-cell fluorescence microscopy. The aim was to investigate the dynamics and
heterogeneity of p21-GFP expression following treatment with ionizing radiation and
the chemotherapeutic agent camptothecin (CPT).

Flow cytometric analysis revealed a dose-dependent linear increase in p21-GFP
expression following irradiation, while CPT treatment induced a biphasic response. In
live-cell imaging, we observed that p21-GFP expression was independent of the cell
cycle phase at the time of DNA damage induction. p21-GFP was detectable in G1 and
G2 phases but was completely degraded during the S phase. Notably, increased p21-
GFP expression correlated with prolonged G1 phase duration and higher rates of cell
death.

In conclusion, distinct dose—response relationships of p21 expression were observed
for each DNA-damaging agent. Our findings suggest that p21-GFP may serve as a
valuable diagnostic tool for assessing the cytotoxicity of various genotoxic stressors in
the future.
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1 Einleitung

1.1 Zellzyklus

Zellen durchlaufen zur Vermehrung einen sogenannten Zellzyklus (Abb.1). Ein solcher
Zyklus ist definiert durch die Zeitspanne zwischen der Heranreifung einer Zelle aus
einer Mutterzelle bis hin zu ihrer Teilung in zwei Tochterzellen, die das identische
Erbmaterial aufweisen. In vitro betragt die Zeit eines kompletten Zyklus einer
menschlichen Zelle ungefahr 24 h, in vivo jedoch langer oder dieser findet erst gar
nicht statt (Horn et al., 2019).

Mitose

Abb. 1: Zellzyklus. Dieser besteht aus vier Zellzyklusphasen: G1-Phase (grau), S-Phase (gelb), G2-
Phase (griin) und Mitose (orange). Alternativ kann die Zelle nach der Mitose in die GO-Phase (blau)
Ubergehen, wo keine Zellteilung stattfindet und zu einem spéateren Zeitpunkt wieder aktiv in den

Zellzyklus eintreten.

1.1.1 Zellzyklusphasen
Ein Zellzyklus gliedert sich in vier Phasen:

e G1-Phase



e S (-ynthese) -Phase
e (G2-Phase
e M (-itose) -Phase

Die ersten drei genannten Phasen werden als Interphase zusammengefasst und

dienen hauptsachlich zur Vorbereitung auf die letzte Phase der Zellteilung.

Die G1-Phase zeichnet sich durch das Wachsen und die Heranreifung der Zelle sowie
die Synthese von Proteinen aus, die fur die weiteren Phasen und Verdopplung des
Genoms von groler Bedeutung sind. Je nach Zellart kann die Lange der G1-Phase
von 3 bis zu 12 h reichen (Rassow et al., 2016). Nach Ausreifung der Zelle und
Synthese aller bendtigten Bestandteile fur die bevorstehende Zellteilung, wird am
Ende der G1-Phase durch die Stimulation von Wachstumsfaktoren der Eintritt in die S-
Phase angeregt. Bis zum Abschluss der Mitose erfolgt der weitere Verlauf des
Zellzyklus nach dem Alles-oder-nichts-Gesetz. Bei einem Uberangebot der
Zellpopulation, einem Mangel an Wachstumsfaktoren oder dem Erreichen eines
bestimmten Differenzierungsgrades gehen einige Zellen in die GO-Phase Uber. In
dieser Ruhephase wir der Zustand der Zelle ohne weitere Entfaltung beibehalten.
Alternativ kann es zu einem spateren Zeitpunkt zu einem Wechsel in die aktive G1-
Phase kommen (Konigshoff und Brandenburger, 2018).

Als Vorbereitung auf die Zellteilung findet in der S-Phase die DNA-Replikation statt.
Hierbei wird das Erbmaterial der Zelle verdoppelt, sodass am Ende des Stadiums
jedes Chromosom aus jeweils zwei Schwesterchromatiden besteht. Da hierbei Uber 3
Milliarden Basenpaare abgeschrieben werden mussen, betragt die Dauer der Phase
etwa 7 h (Horn et al., 2019).

Anschlielend beginnen die Zellen sich in der G2-Phase von ihren Nachbarzellen
abzul6sen. Durch die Aufnahme von Flussigkeit nimmt die Zellgestalt an GroRe und
Volumen zu. In dieser pramitotischen Phase wird kontrolliert, ob wahrend der Synthese
Replikationsfehler entstanden sind, die gegebenenfalls repariert werden. Ist die Dauer
der Reparatur zu lang oder werden viele Fehler detektiert, kann dies zur Einleitung der
Zellapoptose fuhren. Zusatzlich werden in der G2-Phase vermehrt RNA-Molekule
sowie Proteinkinasen synthetisiert, die fur die bevorstehende Zellteilung wichtig sind.
In etwa betragt die Dauer der G2-Phase 4 h (Horn et al., 2019).
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Abb. 2: M-Phase. Hier findet die Mitose (Zellkernteilung) mit finf Phasen (Prophase, Prometaphase,
Metaphase, Anaphase, Telophase) sowie die anschliefende Zytokinese (Zellteilung) statt. Dabei wird
die Erbinformation gleichmaRig auf zwei Tochterzellen verteilt. Jede Tochterzelle tritt anschlieRend in

die Interphase Uber. Eigene lllustration in Anlehnung an Diagrama Mitosis, Jpablo cad (10.5.2009).

In der M-Phase (Abb.2) erfolgt die Mitose (Zellkernteilung) sowie die Zytokinese
(Zellteilung). Dabei setzt sich die Mitose aus funf verschiedenen Phasen zusammen:

e Prophase

e Prometaphase
e Metaphase

e Anaphase

e Telophase

Der Ablauf der Prophase setzt sich zusammen aus der Trennung der Zentrosome,
der Bildung von Mitosespindel und der Auflosung des Nukleolus. Das Ende dieser
Phase ist charakterisiert durch die maximale Chromosomenkondensation, wobei die
Chromatiden dabei sichtbar werden. Die Prometaphase zeichnet sich durch den
Zerfall der Zellmembran aus. In der Metaphase reihen sich die Chromosomen mit Hilfe

des Spindelapparates an der Aquatorialebene an, welche mit ihren Mikrotubuli an den
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Kinetochoren binden. In der Anaphase trennen sich die Schwesterchromatiden durch
den Zug der Spindelfasern an die entgegengesetzten Pole. Schlussendlich kommt es
in der Telophase zur Dekondensation der Chromosomen, Aufldsung des
Spindelapparates, Neubildung einer Kernmembran und Formierung neuer Nukleoli
sowie zum Eintritt in die rRNA-Synthese. Die nachfolgende Zytokinese bezeichnet die
Abschnurung der Mutterzelle in zwei Tochterzellen mit jeweils demselben Erbgut, die
jeweils in die G1-Phase eintreten und einen neuen Zellzyklus durchlaufen (Nordheim
et al., 2018; Horn et al., 2019). Die Zeitspanne der Mitose betragt in etwa 0,5 bis 1 h
(Horn et al., 2019).

1.1.2 Regulation des Zellzyklus

Der Ablauf eines Zellzyklus muss strengstens reguliert werden, da die unkontrollierte
Proliferation von entarteten Zellen zur Entstehung von Tumoren fuhren kann. Hierzu
gibt es diverse Zellzyklus-Kontrollsysteme und Regulatoren, die nur bei Vollstandigkeit
aller erforderlichen Faktoren den weiteren Vorgang des Zellzyklus erlauben und somit
zur Qualitatssicherung beitragen. Trotz Reparaturmechanismen kann es zu
irreversiblen DNA-Fehlern kommen, welche durch einen programmierten Zelltod
(Apoptose) ausgeschaltet werden.

Wichtige Bausteine des Zellzyklus-Kontrollsystems bilden zwei grol3e Gruppen:

e Cycline

e Cyclin-abhangige-Kinasen (CDK)

Cycline sind als regulierende Proteine des Zellzyklus aufgrund ihrer
Kontrollzustandigkeit fur die CDK-Aktivitat von groRer Bedeutung. Es wird
unterschieden zwischen Cyclin A, -B, -D, -E, die mit Ausnahme von Cyclin D (Abb. 3),
wahrend des Zyklus immer wieder auf- und abgebaut werden (Rassow et al., 2016;
Horn et al., 2019). Zudem konnen Cycline in zwei Gruppen eingeteilt werden.
Einerseits gibt es die G1-Cycline, die wahrend der G1-Phase aktiv sind und fur den
Ubertritt in die S-Phase essenziell sind. Wichtige Vertreter dieser Gruppe sind Cyclin
D und E. Andererseits unterscheidet man die G2-Cycline, die am Ubergang in die
Mitose beteiligt sind. Zu dieser Gruppe zahlt zum Beispiel das Cyclin B (Hirsch-
Kaufmann et al., 2009; Horn et al., 2019).



Cycline

CDK 1

G1 Phase S Phase G2 Phase Mitose

Abb. 3: Cycline und CDKs wahrend des Zellzyklus. Cyclin A, -B und -E werden zyklisch aufgebaut
und abgebaut, wahrend Cyclin D dauerhaft vorhanden ist. CDK4 und -6 sind in der G1-Phase aktiv,
wahrend CDK2 in der S-Phase und CDK1 in der G2- und M-Phase eine hdéhere Konzentration
aufweisen. Eigene lllustration in Anlehnung an Horn et al., 2019 (S. 306, Abb. 13.15).

Bei den CDKs handelt es sich um Proteinkinasen, die wie der Name schon sagt, von
Cyclinen abhangig sind. CDKs und Cycline bilden gemeinsame Komplexe, die uUber
De- und Phosphorylierung sowie CDK-Inhibitoren (CDKI) reguliert werden. In
menschlichen Zellen unterscheidet man zwischen CDK1, -2, -4, -6, die nicht einer
zyklischen Expression unterliegen. CDKs werden in jeder Zellzyklusphase exprimiert
und an bestimmten Ubergangen aktiviert. Zudem phosphorylieren sie weitere Enzyme
und Transkriptionsfaktoren, die den Ubertritt in die nachste Phase initiieren (Horn et
al., 2019; Koolman und Rohm, 2019).

Weitere Bestandteile des Kontrollsystems sind die Restriktionspunkte innerhalb
eines Zyklus. Wichtige Kontroll- und Ubergangspunkte sitzen am:

e G1-S-Ubergang
e G2-M-Ubergang
e Spindelkontrollpunkt in der M-Phase

Am Ubergang zwischen der G1- und S-Phase wird die Ausreifung der Zelle, die
genugende Verfugbarkeit von Nahrstoffen und Wachstumsfaktoren sowie bestehende
DNA-Schaden uberpruft. Schlechte Bedingungen fur die weitere Entwicklung der
Zellen konnen zu einem G1-Arrest fuhren. Beteiligt an diesem Kontrollpunkt sind
Wachstumsfaktoren-abhangige D-Cycline, die mit CDK4 und CDK6 einen Komplex
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bilden. Der D-Cyclin/CDK4/6-Komplex fuhrt zur vermehrten Phosphorylierung des
Retinoblastom-Proteins (pRB), welches ein zentrales Schlusselprotein im Zellzyklus
darstellt und auf diese Weise inaktiviert wird. Dadurch wird die Freisetzung der
Transkriptionsfaktoren der Familie E2F gefordert, die im normalen Zustand an das
pRB gebunden vorliegen. Gegen Ende der G1-Phase kommt der E-Cyclin/CDK2-
Komplex hinzu, der weitere Phosphate an das pRB hangt. Somit wird der

Restriktionspunkt Uberwunden und die S-Phase eingeleitet.

Vor Ubertritt in die Mitose wird am G2-M-Ubergang kontrolliert, ob die Replikation der
DNA vollstandig und fehlerfrei erfolgt ist. Beim Auffinden von Replikationsfehlern wird
der Zellzyklus angehalten, um den Schaden zu reparieren. Eine wichtige Rolle spielt
hierbei das CDK1, welches einen Komplex mit Cyclin B bildet und Proteine
phosphoryliert, die fir den Zerfall der Kernlamina sowie die Reorganisation des
Zytoskeletts verantwortlich ist.

Der Spindelkontrollpunkt liegt gegen Ende der Mitose vor. Hierbei wird die
Korrektheit der Verknupfung zwischen den Mikrotubuli an den jeweiligen Kinetochoren
der Chromatiden kontrolliert. Falls dies nicht der Fall ist, kann es zu einem M-Arrest
kommen (Horn et al., 2019).

Um die Aktivitat der CDKs zu regulieren, gibt es sogenannte Cyclin-abhangige-
Kinasen-Inhibitoren (CDKI). Dazu zahlen die CDKIls der Ink4-Familie (p15, p16, p17,
p18, p19), die speziell hemmend auf CDK4/-6 wirken und dadurch einen G1-Arrest
induzieren kdonnen. Des Weiteren konnen CDKIs der Cip/Kip-Familie (p21, p27, 57)
unterschieden werden, die eine breitere Spezifitat fur verschiedene CDKs aufweisen
(Rassow et al., 2016).

1.2 p21

Im Jahr 1993 wurden erstmals Publikationen Uber das Protein p21 von zwei
verschiedenen Arbeitsgruppen unabhangig voneinander veroffentlicht. In diesem
Zusammenhang erklart sich die unterschiedliche Namensgebung des Proteins. Denn
Harper et al. (1993) beschrieb p21°®' (CDK-interacting protein 1) als einen Inhibitor
der CDKs und die Wichtigkeit des Proteins in der Regulation der Zellproliferation. Die
Forschungsgruppe von el-Deiry et al. (1993) wiederum beschaftigte sich in ihren
Untersuchungen mit der Funktion von p21Waf' (wild-type p53-activated fragment 1) als
Mediator der p53-vermittelten Suppression des Zellwachstums.



1.2.1 Aufbau von p21

Beim Menschen sitzt das fur p21 codierende Gen CDKN1A (cyclin dependent kinase
inhibitor 1A) auf Chromosom 6 an Lokus p21.2 (el-Deiry et al., 1993). p21 gehort wie
bereits im letzten Kapitel (s. 1.1.2) erwahnt, zur Familie Cip/Kip der CDKI. Das Protein
besitzt eine molekulare Masse von 21 kDa und setzt sich aus 164 Aminosauren sowie
eines N- und C-Terminus zusammen (Harper et al., 1993). Beide terminalen Domanen
sind zustandig fur die unterschiedlichen Interaktionen von p21 mit zellzyklusrelevanten
Proteinen, wie zum Beispiel Transkriptionsfaktoren, Caspasen und Proteinkinasen
(Dotto, 2000).

Im Gegensatz zum C-Terminus, wurde im N-Terminus eine Sequenzhomologie
innerhalb der Cip/Kip-Familie beobachtet (Polyak et al., 1994; Toyoshima und Hunter,
1994; Nakanishi et al., 1995), die insbesondere eine wichtige Rolle in der Bindung an
Cyclin/CDK-Komplexe spielt (Chen et al., 1995; Sherr und Roberts, 1999). An der N-
terminalen Domane besitzt p21 zusatzlich das Cyclin-Bindungsmotiv 1 (Cy1), wahrend
an der C-terminalen Region das schwacher bindende Cy2 lokalisiert ist. Diese
Bindungsmotive ermdglichen eine Bindung an die Untereinheiten der Cycline und sind
somit fur die p21-vermittelte Aktivitatshemmung von Cyclin/CDK-Komplexen
unverzichtbar (Chen et al., 1996). DarUber hinaus interagiert p21 mit CDK fur eine
optimale Inhibierung Uber ein CDK-Bindungsmotiv K, das sich ebenfalls im N-Terminus
befindet (Chen et al., 1996; Child und Mann, 2006).

Im Bereich der C-terminalen Doméane weist p21 eine Bindungsstelle fur das
sogenannte Proliferating-Cell-Nuclear-Antigen (PCNA) auf, worauf im nachsten
Kapitel (s. 1.2.3) naher eingegangen wird (Warbrick et al., 1995; Luo et al., 1995).

1.2.2 Funktion von p21 als CDKI

Die bekannteste und meist erforschte Funktion von p21 ist seine Tumorsuppressor-
Rolle als CDKI. Eine erhohte Konzentration von p21 als Antwort auf genotoxischen
Stress fuhrt zur direkten Bindung und damit zur Hemmung der Cyclin/CDK-Komplexe.
Da p21, wie bereits in Kapitel 1.1.2 genannt, eine breite Spezifitat aufweist, ist es in
der Lage CDK1, -2, -4, -6 zu inhibieren (Georgakilas et al., 2017). Durch die Einleitung
des Zellarrests kann p21 bei erhohter Expression den Ubergang in die verschiedenen
Zellzyklusphasen anhalten (Di Leonardo et al., 1994; Duli¢ et al., 1994; Ogryzko et al.,
1997; Niculescu et al., 1998; Radhakrishnan et al., 2004; Charrier-Svournin et al.,
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2004; Neganova et al., 2011). Die somit entstandene Unterbrechung der Zellteilung
verhindert die unkontrollierte Vermehrung von Zellen mit defektem DNA-Erbgut und
verschafft Zeit, den Fehler im Genom zu beheben. Gelingt der Zelle dies nicht, verfallt
sie in die zellulare Seneszenz (Chang et al., 2000) oder sie geht in die Apoptose
(Bartek und Lukas, 2007).

1.2.3 Funktion von p21 im Zusammenhang mit PCNA

Eine weitere Funktion von p21 ist die Inhibierung der DNA-Synthese wahrend der
Replikation Uber die PCNA interacting petide-box (PIP-box), die wie zuvor erwahnt am
C-Terminus lokalisiert ist (Xiong et al., 1993; Warbrick et al., 1995; Luo et al., 1995;
Warbrick 1998; Kelman und Hurwitz, 1998; Ando et al., 2001). PCNA stellt sowohl
aufgrund ihrer Ringklemmstruktur (Kroker und Bruning 2015) als auch ihrer Fahigkeit
an die DNA-Polymerasen & und € wahrend der Elongationsphase zu binden, einen
wichtigen Cofaktor der DNA-Replikation dar (Waga et al., 1994; Flores-Rozas et al.
1994). Mit dieser Eigenschaft sichert PCNA eine gesteigerte Prozessivitat und
verhindert die Dissoziation der Polymerase vom DNA-Strang (Gulbis et al., 1996).

Es existieren weitere Strukturen, die ebenfalls Uber das PIP-box Motiv an PCNA
binden konnen und daher miteinander in Konkurrenz stehen (Warbrick et al. 1998).
Bisher weist jedoch p21 die héchste Bindungsaffinitat fur PCNA auf (Moldovan et al.,
2007; Havens und Walter, 2009; Punchihewa et al., 2012; Mailand et al., 2013). So
besitzen zum Beispiel p66, eine Untereinheit der DNA-Polymerase & und die Flap-
Endonuklease 1 (FEN1) im Vergleich zu p21 eine 189- bis 725-fach schwachere
Affinitat fur PCNA (Bruning und Shamoo 2004). Zudem ist PCNA sowohl an DNA-
Reparaturmechanismen (Mismatch-Reparatur (MMR), Basenexzisionsreparatur
(BER), Nukleotidexzisionsreparatur (NER)) als auch an verschiedenen
postreplikativen Prozessen beteiligt (Jonsson und Hubscher, 1997; Kelman, 1997,
Moldovan et al., 2007;).

Die Bindung von p21 an PCNA bewirkt demnach zum einem eine Arretierung des
Zellzyklus wahrend der S-Phase und zum anderen die Modulation verschiedener DNA-
Reparaturmechanismen (Abbas und Dutta 2009). Hierzu ist anzumerken, dass p21
eine duale Rolle im Prozess der DNA-Reparatur spielt. Einerseits erlaubt p21 die DNA-
Reparatur durch die Blockierung der Replikation (Warbrick et al. 1995; Gulbis et al.
1996), andererseits besitzt p21 die Fahigkeit andere PCNA-Bindungspartner Uber die



erhohte Affinitat zur PIP-box zu verdrangen. Letzteres kann in einer negativen Wirkung
auf PCNA-abhangige DNA-Reparaturmechanismen resultieren (Abbas und Dutta,
2009; Georgakilas et al., 2017).

1.2.4 Rolle von p21 in der Apoptose

Des Weiteren spielt p21 eine wichtige Rolle in der Inhibition der Apoptose. Apoptose-
regulierende Kinasen und Proteasen konnen direkt mit p21 interagieren und werden
auf diese Weise gehemmt (Asada et al., 1999). So besitzt p21 die Fahigkeit Uber die
ersten 33 Aminosauren am N-Terminus eine Interaktion mit Procaspase-3 einzugehen.
Die Bindung an den inaktiven Vorlaufer inhibiert die Konversion in die aktive Effektor-
Caspase-3. Folglich kommt es zum Abbruch der Fas-Rezeptor-induzierten Caspasen-
Kaskade und die Einleitung des programmierten Zelltodes wird verhindert (Suzuki et
al., 1999). Als Reaktion auf oxidativen Stress, UV-Licht und Zytokin Ausschuattungen,
wie zum Beipspiel Tumornekrosefaktoren, wird der MAP-Kinase-Signalweg (MAP,
mitogen-activated protein) aktiviert. Die katalytischen Aktivitaten der Apoptose-
fordernden Kinasen des MAPK-Signalweges wie ASK1(apoptosis signal regulation
kinase 1), JNK (c-Jun-N-terminale Kinasen) und p38 konnen ebenfalls von p21
gehemmt werden (Asada et al., 1999). Zusatzlich kann p21 sowohl die Induktion von
mitogenen als auch von Apoptose-fordernden Genen positiv beeinflussen (Chang et
al., 2000). Aufgrund des anti-apoptotischen Potentials und damit einhergehend
unterstutzende Wirkung auf onkogene Prozesse, kann in der Zusammenschau der
Ergebnisse verschiedener Studien, p21 nicht dem klassischen Tumorsuppressor

zugeordnet werden.

Im Gegensatz dazu, weisen einige Studien auf die proapoptotische Wirkung von p21
wahrend des Zellzyklusstillstandes in Folge von Erbgutschadigung hin. Ob p21 pro-
oder antiapoptotisch fungiert, scheint sowohl von seiner zellularen Lokalisation als
auch vom Zelltyp, Stressfaktor und von der Art der Apoptose-Stimuli abzuhangen (Al
Bitar und Gali-Muhtasib, 2019). Ein ebenfalls bestimmender Faktor fur den weiteren
Vorgang — DNA-Reparatur oder Apoptose — ist das Verhaltnis zwischen der p21-
Expression und der DNA-Schadigung (Cazzalini et al., 2010). Geringe DNA-Schaden
fuhren zur p21-induzierten Inhibition der Apoptose und damit zur DNA-Reparatur,
wohingegen eine hohe Anzahl von DNA-Schaden eine Apoptose einleitet. Einige
Arbeitsgruppen haben gezeigt, dass Caspase-3 p21 spaltet und dadurch eine
Apoptose herbeifuhrt (Gervais et al., 1998; Zhang et al., 1999, Jin et al., 2000). Es
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besteht eine Korrelation zwischen der Akkumulierung von p21 im Nukleus und eine
dadurch optimierte Apoptose (Gartel 2005). Jedoch bleibt noch unerforscht, ob die
Anwesenheit von p21 essenziell fur den programmierten Zelltod ist. Zudem ist eine
direkte Rolle von p21 in der Apoptose bisher unklar, da eine Vielzahl von Variablen die
Aktivitat von p21 zu beeinflussen scheint (Al Bitar und Gali-Muhtashib, 2019). Viele
Studien haben bislang, wie oben beschrieben nur die direkte Interaktion von p21 mit
Apoptose-fordernden zytoplastischen Proteinen zeigen konnen. Neben einem
Modulator der Apoptose (Gartel und Tyner, 2002; Gartel, 2005) ist p21 auch an der
Autophagie beteiligt (Zheng et al., 2019).

Zusammenfassend |asst sich sagen, dass p21 vielfaltige Funktionen in der Regulation
des Zellzyklus, der DNA-Reparatur, der Apoptose sowie Seneszenz besitzt.
Ausschlaggebend fur die komplexe Funktion ist der Expressionsstatus von p21. Dieser
wird zum einen Uber die p53-abhangige oder -unabhangige Transkription und zum
anderen posttranskriptionell Uber die Proteinstabilisierung durch Phosphorlylierung
oder Uber den Ubiquitin-abhangigen und -unabhangigen Abbau von p21 reguliert (s.
1.2.5und 1.2.6).

1.2.5 Regulation liber p53-abhangige Transkription

p21 ist ein Zielgen des Tumorsuppressors p53, der auch als Wachter des Genoms
(Lane, 1992) bekannt ist. Im Promotorbereich des p21 codierenden Gens CDKN1A
(s. 1.2.1) sitzen zwei hoch konservierte Stellen, woran p53 direkt binden kann und
damit einen wichtigen Transkriptionsregulator von p21 darstellt (el-Deiry, 1998). Es
gibt zahlreiche extrinsische Ursachen wie Strahlung und Chemikalien, aber auch
intrinsische Stresssignale wie Replikationsfehler und DNA-Schaden, die zur
Aktivierung von p53 und dadurch zur Induktion der p21-Expression fuhren konnen.

1.2.6 Regulation liber p53-unabhangige Transkription

Neben der p53-abhangigen Expression gibt es zahlreiche weitere p53-unabhangige
Wege =zur Transkriptionsstimulation von p21. Extrazellulare antiproliferative
Signale, wie zum Beispiel TGF-B (Transforming Growth Factor beta), fUhren zur
Aktivierung von verschiedenen Transkriptionsfaktoren, die ebenfalls einen Einfluss

auf die p21-Induktion besitzen. Zu diesen Transkriptionsfaktoren zahlen unter
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anderem Sp1, Sp3, Smads, STATs, C/EBPa und C/EBP (Gartel und Tyner, 1999;
Abbas und Dutta, 2009).

1.2.7 Posttranskriptionelle Regulation tiiber Phosphorylierung

Auch posttranskriptionell gibt es einige Mechanismen zur Regulation von p21. Es
ist bekannt, dass Phosphorylierungen an Threonin-145 oder Serin-146 zur
Proteinstabilisierung von p21 beitragen und das Zelliberleben fordern (Wulf et al.,
2002; Li et al., 2002). Zudem wurde in einer Studie gezeigt, dass beide zuvor
genannten Phosphorylierungen die Bindung von p21 an PCNA verhindern (Rdssig
et al., 2001; Karimian et al., 2016).

1.2.8 Ubiquitin-abhangiger und -unabhangiger Abbau von p21

Der Abbau von p21 kann Ubiquitin-abhangig oder -unabhangig erfolgen. Eine
Vielzahl von Ligasen, die im Zellzyklus beteiligt sind, kdnnen je nach Stadium des
Zellzyklus den Ubiquitin-abhangigen Abbau von p21 durch Proteasomen fordern
(Jung et al.,, 2011). Wahrend der Prometaphase kontrolliert zum Beispiel der
APC/CCdc20-Komplex (Anaphase Promoting Complex/Cyclosome Cdc20) den
Abbau von p21 und begunstigt damit die Aktivierung von CDK1, die fur die weiteren
Zellzyklusphasen von Bedeutung sind (Amador et al., 2007). SCFskp2 und
CRL4Cdt2 sind weitere Proteine, die vor allem in der S-phase den Ubiquitin-
abhangigen p21-Abbau als Ziel haben (Bornstein et al., 2003; Kim et al., 2008; Al
Bitar und Gali-Muhtasib; 2019).

Der Ubiquitin-unabhangige Abbau erfolgt Uber die direkte Bindung von p21 an die
C8-Alpha-Untereinheit des 20s Proteasoms (Touitou et al., 2001). Zudem kann
Mdm2, welches bekanntlich fir den Abbau von p53 zustandig ist, ebenfalls den
Abbau von p21 initiieren. Dies erfolgt jedoch unabhangig von seiner Ublichen E3-
Ubiquitinligasen-Eigenschaft (Jin et al., 2003; Al Bitar und Gali-Muhtasib, 2019).

1.2.9 Zellulare Lokalisation von p21

Wie zuvor schon erwahnt (s. 1.2.4), wird die komplexe Funktion von p21 auch von
seiner zellularen Lokalisation beeinflusst. Nukleolares p21 begunstigt durch die

Bindung an PCNA und die Hemmung der Cyclin/CDK-Komplexen seine
11



Tumorsuppressorfunktion (LaBaer et al., 1997). Hingegen korreliert die
zytoplasmatische Lokalisation mit der onkogenen Eigenschaft von p21. Hierzu
zeigten Studien, dass zytoplasmatisches p21 die Translokalisation des
CDK4/Cyclin D1-Komplexes in den Nukleus fordert. Des Weiteren kann p21 im
Zytoplasma zur Hemmung der Apoptose an ASK1 und Caspase 3 binden (Asada
et al., 1999; Tanaka et al., 2002). Beide genannten Mechanismen tragen zur
Unterstitzung der Zellzyklusprogression und damit des onkogenen Potentials von
p21 bei.

1.3 DNA-Schaden und -Reparatur

DNA-Schaden in Folge von endogenen oder exogenen Ursachen weisen veranderte
chemische Strukturen der DNA auf. Werden Lasionen an der DNA nicht oder falsch
behoben, kdnnen diese zur Apoptose oder im schlimmsten Fall zu Mutationen fuhren,
die bei Progression unkontrollierter Zellteilung die Karzinogenese fordern. Aus diesem
Grund sind zelleigene Response- und Reparaturmechanismen essenziell fur die
Erhaltung der genomischen Stabilitat und die Unterbindung von Tumorentstehung. Die
Exposition gegenuber ionisierenden Strahlen (z.B. Rontgenstrahlung, UV-Strahlung,
Gammastrahlung), chemischen Mutagenen (z.B. Alkylanzien), endogenen
Stoffwechselvorgangen oder spontanen Replikationsfehlern kdnnen Ausloser von
DNA-Schaden sein. Je nach Zeitpunkt und der Art des DNA-Schadens existieren
verschiedene Reparaturmechanismen, um die ursprungliche Struktur des Erbguts
wiederherzustellen (Sancar et al., 2004). Eine Zelle repariert am Tag ungefahr 10.000
Einzelstrangbriche (ESB), 2 Doppelstrangbriche (DSB) und bis zu 5.000
Basenschaden (Abugable et al., 2024; Vilenchik und Knudson, 2003; Alberts et al.,
2002). Zu den bekanntesten Basen-Reparatursystemen zahlen die BER und NER, die
die Exzision und den Ersatz der einzelnen beschadigten Basen oder des ganzen
Nukleotidfragmentes ausfuhren. Die Reparatur von ESB erfolgt Uber einen ahnlichen
Prozess. Zudem werden Fehlpaarungen der DNA bei der Replikation durch die MMR
erkannt und entfernt. Des Weiteren gibt es Mechanismen zur Reparatur von DSB, wie
zum Beispiel die homologe Rekombination (HR) und die Nicht-homologe
Endverknupfung (NHEJ). Die HR ist vor allem in der G2- und spaten S-Phase das
dominierende Reparatursystem (Kostyrko et al., 2015) wohingegen die NHEJ in der
G1- und GO-Phase von grol3er Bedeutung ist (Jackson, 2002).
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1.3.1 Rontgenstrahlen-induzierte DNA-Lasionen

In diesem Kapitel wird aufgrund der Relevanz in den experimentellen Untersuchungen
besonders auf rontgenstrahleninduzierte und Camptothecin-induzierte Mechanismen
von Schaden an der DNA eingegangen.

lonisierende Strahlen kdnnen auf direktem oder indirektem Weg Veranderungen der
DNA-Struktur herbeifuhren, wobei der indirekte Variante 65 % ausmacht (Alanazi und
al., 2023). Die indirekte Wirkung in Zellen erfolgt iber Radiolyse von Wasser und fuhrt
somit zur Entstehung von reaktiven Hydroxyl-Radikalen, die in Folge ihrer Instabilitat
und ausgepragten Reaktionsfreudigkeit weitere Molekule ihrer Umgebung oxidieren.
Daraus resultieren Veranderungen an den DNA-Basen, die zu ESB seltener DSB und
veranderten Zuckermolekulen fuhren. Hierzu besagen Studien, dass ionisierende
Strahlen mit geringem linearen Energietransfer (LET), wie zum Beispiel
Rontgenstrahlen, pro Gray (Gy) bis zu 1.000 ESB, 40 DSB und 2.700 Basenlasionen
verursachen (Ward, 1988). Die Art der Bestrahlung bestimmt mitunter die Art der DNA-
Lasion, wobei DSB einen kritischeren Schaden als ESB darstellen, da deren Reparatur
komplizierter ist (Ciccia und Elledge, 2010)

1.3.2 Camptothecin-induzierte DNA-Lasionen

Camptothecin (CPT) ist ein pentazyklisches Alkaloid, das erstmals in den mittleren
50er Jahren in den USA aus Camptotheca acuminata, einem Baum chinesischen
Ursprungs, isoliert wurde (Hevener et al., 2018). Seine zytostatische Wirkung entfaltet
es durch die Inhibition des Enzyms Topoisomerase-| (Top1), das vor allem wahrend
der DNA-Replikation zur Entspannung von verdrillten DNA-Strangen durch
Einzelstrangschnitte zustandig ist. Demnach fuhrt die starre Komplexbildung aus CPT,
Top1 und der DNA zu einer dauerhaften Stabilisierung des ESB. Der Reparaturweg
fur DNA-ESB zahlt zu den zentralen Mechanismen der zellularen Antwort auf CPT
sowie dessen klinisch eingesetzte Derivate (Pommier et al., 2003; Chatterjee und
Walker, 2017). Bleiben ESB unbehandelt, fUhren sie zum Abbruch der Replikation und
zur Bildung von DSB (Pommier et al., 2006; Tomicic und Kaina, 2012). Da die durch
CPT verursachte DNA-Schaden hauptsachlich wahrend der Replikation in der S-
Phase auftreten, erfolgt ihre Reparatur typischerweise uber den Weg der HR. Es wird
angenommen, dass die NHEJ vor allem Top1-vermittelte DSB auf3erhalb der S-Phase
behebt (lyama und Wilson, 2013).
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1.4 Zielsetzung der Arbeit

Das Bestreben nach einem besseren Verstandnis fur die Funktion, Aktivitat und
Regulation von Proteinen, die innerhalb des Zellzyklus dem Schutz vor unkontrollierten
Zellteilungen dienen, ist ein stets relevantes Thema in der Tumorforschung. Aus
diesem Grund mochten wir uns in dieser experimentellen Arbeit naher mit der

Charakterisierung des Proteins p21 beschaftigen.

In der Zelllinie HT-1080, welches urspringlich aus einem unbehandelten
menschlichen Fibrosarkom in den 1970er Jahren stammt, wurde bereits in Vorarbeiten
des gastgebenden Instituts mit Hilfe der CRISPR/Cas9-Methode das Gen fur das Grin
Fluoreszierende Protein (GFP) mit dem endogenen p21-Gen fusioniert, so dass diese
Zelllinie ein fluoreszentes p21-GFP-Protein exprimiert (Abb.4).

. .-+ Homologe Rekombination

ATG STOP

—g | GFP 3 -

ATG STOP

Abb. 4: CRISPR/Cas9 Exon. Zunachst wurde mittels der CRISPR/Cas9-Methode, welche inzwischen
haufig ihren Einsatz im Genome Editing findet, gezielt ein Schnitt in der DNA an der Stelle des p21-
Gens gesetzt. Zur Reparatur dieses DSB wurde als Rekombinationssubstrat zusatzlich das GFP-Gen
in die behandelten Zellen eingeschleust. Da flankierend zu der GFP-Sequenz auch die p21-Sequenzen,
die rechts und links des DSB vorliegen, in dem Rekombinationssubstrat vorlagen, wurde es in manchen
Zellklonen Uber die zelleigene homologe Rekombination zielgenau an das Ende des p21-Gens
integriert. Bei transkriptioneller Induktion wird somit ein p21-GFP-Fusionsprotein exprimiert. Die
verwendete Abbildung wurde im Rahmen von Vorarbeiten am gastgebenden Institut erstellt und fir
diese Dissertation zur Verfligung gestellt. Diese Abbildung ist bislang nicht veréffentlicht worden. Eine
ahnliche Darstellung wurden jedoch bereits im Rahmen einer zeitlich folgenden Dissertation am selben
Institut publiziert (Blichel, 2022).
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Der Nachweis der erfolgreichen Fusion beider Gene erfolgte Uber eine Western-Blot
Analyse (Abb. 5) nachdem zur p21 Induktion sowohl die Wildtyp- als auch die p21-
GFP-fusionierte Zelllinie mit Rontgenstrahlen verschiedener Dosis behandelt wurden.
Es ist bekannt, dass p21 nach einem DNA-Schaden induziert wird, und dies traf auch
auf das Fusionsprotein p21-GFP zu. Mittels Western-Blot ist die Quantifizierung der
p21-GFP-Expression jedoch nur bedingt moglich. Des Weiteren wurde in Vorbefunde
des Gastlabors eine Uberraschende Heterogenitat der p21-GFP-Expression unter dem
Fluoreszenzmikroskop beobachtet. Einige Zellen induzieren sehr schnell p21-GFP,
andere im Gegensatz dazu erst nach Tagen und manche Zellen Uberhaupt nicht. Dies
fuhrte zu der Vermutung, dass die Expression von p21 abhangig ist von der
Zellzyklusphase, in der sich die Zelle zum Zeitpunkt der DNA-Schadigung befunden
hat.

A B HT-p21g-PCNAr
HT-1080 HT-p21-GFP p21-GFP KionD KionE  Klon F
0 04 21 0 04 2 10Gy C + -+ -+ -+ CPT
< p21-GFP — — - o | < p21-GFP
- « RFP-PCNA
P — < p21 —————— v w— | — PCNA
LS B [V/embrane — IR e = o= B 2 Membrane

Abb. 5: Western-Blot. (A) Linksseitig ist die Western-Blot Analyse der Wildtypzellen der Zelllinie HT-
1080 dargestellt. Die Zellen wurden zusatzlich mit 0,4 Gy, 2 Gy und 10 Gy bestrahlt, um die Expression
von p21 zu induzieren. Rechtsseitig ist das Ergebnis der p21-GFP-exprimierenden Zellen abgebildet,
die ebenfalls mit Réntgenstrahlen behandelt wurden und p21-GFP-Expression nachweisen. (B) Hier
wurde zusatzlich das PCNA mit RFP markiert. Die Bilder stammen aus Vorarbeiten des gastgebenden
Institutes und fiir diese Dissertation zur Verfligung gestellt. Die Abbildung 5 (A) wurde bereits im
Rahmen einer zeitlich folgenden Dissertation am selben Institut publiziert (Biichel, 2022).
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Die zentralen Zielsetzungen, die somit im Rahmen dieser vorliegenden Arbeit verfolgt

werden, lauten:

1. Quantifizierung und Abhangigkeit der p21-GFP-Expression von der Dosis
verschiedener DNA-schadigender Expositionen mittels Durchflusszytometrie

2. Untersuchung der Rolle der Zellzyklusphase vor der DNA-Schadigung bei der

Induktion von p21 unter Verwendung von Live cell imaging
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2 Material

2.1 Zellkultur

2.1.1 Zelllinie
Tab. 1: Zelllinie
HT-1080 Humane Fibrosarkom-Zellinie
Gekauft bei DSMZ
#DSM ACC 315. Braunschweig Deutschland
H21-856F (HT-p21GFP) p21 mit GFP und PCNA
2.1.2 Medien

Tab. 2: Medien fiir die Zellkultur

Medium Dulbecco’s Modified EAGLE Medium
(DMEM (1X) + GlutaMAX™-| ([+] 4.5 g/l
D-Glucose, [+] Pyruvate)

(Gibco, Carlsbad, USA)

Nahrmedium fur HT-1080 DMEM (1X) + GlutaMAX™-1, 10 % FCS,
100 U/ml  Penicillin, 100  pg/ml
Streptomycin

(Selektions)Nahrmedium fur DMEM (1X) + GlutaMAX™-1, 10 % FCS,
HT-p21GFP 100 U/ml  Penicillin, 100  pg/ml
Streptomycin, 2 ug/ml Puromycin

Einfriermedium (50 ml) FCS + 10 % DMSO

Medium zum Mikroskopieren (fur Live | Leibovitz’s L-15 Medium (1X) +
cell imaging) GlutaMAX™-|
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2.1.3 Losungen und Reagenzien

Tab. 3: Losungen und Reagenzien

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline
(DPBS)
(Ca?*-; Mg?*-frei)

Gibco, Carlsbad, USA

Fetal Bovine Serum (FCS)

Gibco, Carlsbad, USA

Pen Strep (10.000 U/ml Penicillin, 10.000
pg/ml)

Gibco, Carlsbad, USA

0,05 % Trypsin-EDTA (1X)

Gibco, Carlsbad, USA

Puromycin

Sigma, St. Louis, USA

Dimethyl sulfoxide

Sigma, St. Louis USA

2.2 Weitere Materialien

Tab. 4. weitere Materialien

FACS Clean

Becton, Dickinson and Company,

Franklin Lakes, USA

Alkohol Reiniger

VWR, Darmstadt, Deutschland

Isopropanol

Merck, Darmstadt, Deutschland

2.3 Chemikalien

Tab. 5: Chemikalien

(S)-(+)-Camptothecin approx. 95 %
HPLC

Sigma, St. Louis, USA

Trypan Blue stain 0.4 %

Invitrogen, Eugene, USA

18




2.4 Verbrauchsmaterialien

Tab. 6: Verbrauchsmaterialien

15 ml BD Falcon Tube

BD Biosciences, Franklin Lakes, USA

50 ml BD Falcon Tube

BD Biosciences, Franklin Lakes, USA

micro-Insert 4 Well FulTrac

ibidi, Martinsried, Deutschland

Countess™ cell counting chamber slide

Invitrogen, Carlsbad, USA

Parafiim M

Bemis, Neenah, USA

Nunc™ EasYFlask™ 25 cm?
Nunclon™ Delta Surface

Thermo Scientific, Waltham, USA

Nunc™ EasYFlask™ 75 cm?2
Nunclon™ Delta Surface

Thermo Scientific, Waltham, USA

M-Slide 2 Well Glass Bottom

ibidi, Martinsried, Deutschland

Costar Stripette 5 ml Serological Pipette

Corning, New York, USA

Costar Stripette 10 ml Serological Pipette

Corning, New York, USA

Costar Stripette 25 ml Serological Pipette

Corning, New York, USA

Kryorohrchen

VWR, Darmstadt, Deutschland

Deckel fur Kryorohrchen

Brand, Wertheim, Deutschland

Nitrilhandschuhe XS

Ansell, Richmond, Australia

Pasteurpipetten

Brand, Wertheim, Deutschland

Eppendorf Safe-Lock Tube 1,5 ml

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

TipOne Pipettenspitzen 1000 pl

Starlab, Hamburg, Deutschland

TipOne Pipettenspitzen 200 pl

Starlab, Hamburg, Deutschland

TipOne Pipettenspitzen 10/20 pl

Starlab, Hamburg, Deutschland

Falcon FACS Rohrchen

Corning, New York, USA

Pipettenspitzen 0,1-20 pl

Brand, Wertheim, Deutschland

Immersionsol 518 F

Zeiss, Oberkochen, Deutschland
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2.5 Gerate

Tab. 7: Gerate

63x/1,25 NA Olimmersionsobjektiv

Zeiss, Oberkochen, Deutschland

Autoklav V150

Systec, Wettenberg, Deutschland

CO2-Inkubator Heracell

Heraeus, Hanau, Deutschland

Countess™ automated cell counter

Invitrogen, Carlsbad, USA

Einfrierbehalter Cryo 1
Container

°C Freezing

Nalge Nunc, Rochester, New York, USA

Sterilwerkbank Heraesafe

Heraeus, Hanau, Deutschland

Zentrifuge Rotixa 50 RS

Hettich, Tuttlingen, Deutschland

EpiFluoreszenzmikroskop Axiovert 100

Zeiss, Oberkochen, Deutschland

inverses Mikroskop Wilovert S

Hund Wetzlar, Wetzlar, Deutschland

Licht Visitron Systems, Puchheim,
Deutschland

pE-100 Licht CoolLED, Andover, UK

RT KE/SE Power Supply Visitron Systems, Puchheim,
Deutschland

ebq 100 (elektronisches Vorschaltgerat) | Isolated

Durchflusszytometer BD FACSCanto™Il | Becton, Dickinson and Company,

Franklin Lakes, USA

Wasserbad WB20

Medingen, Dresden, Deutschland

Bestrahlungsgerat Gulmay RS225

Gulmay Limited, Surrey, UK

Accu-jet pro Pipette Controller

Brand, Wertheim, Deutschland

Eppendorf Pipetten

Konfokales
Anxiovert 200M

Fluoreszenzmikroskop

Zeiss, Oberkochen, Deutschland

Plan-Neofluar 40x/1,3 Qil Ph3

Zeiss, Oberkochen, Deutschland

Pipetman

Gilson, Middleton, USA

Rotor FA 45-30-11 fur 1,5-2 ml Gefale

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Inkubator XL-3

PeCon, Erbach, Deutschland

20




2.6 Software

Tab. 8: Software

Adobe Photoshop CS4

Adobe, San Jose, USA

Cytometer Status

Becton, Dickinson and Company,

Franklin Lakes, USA

BD FACSDiva Software

Becton, Dickinson and Company,

Franklin Lakes, USA

MetaMorph V6.3r6

Molecular Devices, Sunnyvale, USA

GraphPad PrismR 4.0a

GraphPad Software, San Diego, USA

Office

Microsoft, Redmont, USA

LSM Image Browser

Zeiss, Oberkochen, Deutschland

Adobe lllustrator CS6

Adobe, San Jose, USA

Zeiss LSM 510

Zeiss, Oberkochen, Deutschland
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3 Methoden

Im folgenden Kapitel wird im Detail erklart, wie die Kultivierung, die Vorbereitung und
das Aussaen der Zellen in eine fur die inverse Mikroskopie geeignete Kulturschale mit
einem Wachstumsareal von 0,0012 cm? durchgefiihrt wird. Die dabei verwendeten
Medien und Reagenzien sind in Kapitel 2 Material aufgelistet. Aufgrund der
kommerziell erwerblichen Zelllinie der DSMZ ist kein Ethikvotum fur die vorliegende
experimentelle Arbeit notwendig. Somit ist kein Aktenzeichen der Ethikkommission zu
dieser Dissertation vorhanden.

3.1 Zellkultur

Die Durchfuhrung der Zellkulturarbeiten erfolgte an einer Sterilwerkbank. Mittels eines
inversen Mikroskops (Wilovert S, Hund Wetzlar) wurde die Morphologie und der
Wachstumszustand der Zellen beurteilt.

3.1.1 Kultivierung

Die Kultivierung der HT-p21GFP-Zellen erfolgte mit einem supplementierten
Selektionsmedium (s. 2.1.2, Tab. 2) in einem Brutschrank bei 37 °C und 10 % CO..
Die Zellen wurden in regelmalligen Zeitabstanden dreimal in der Woche in neue
Kulturflaschen uberfuhrt. Der Vorgang der Passage lauft wie folgt ab: das Waschen
der Zellen mit PBS, das Ablésen vom Monolayer mit 0,5 % Trypsin-EDTA und die
anschlieliende Resuspension der Zellen mit Medium in eine neue Kulturflasche.

Die Kultivierung der HT-1080 fand in supplementierten Nahrmedium (s. 2.1.2, Tab. 2)
unter den gleichen Bedingungen wie bei den HT-p21GFP Zellen statt.

3.1.2 Kryokonservierung

Um bei laufenden Experimenten auf Zellen mit einer niedrigen Passagezahl
zuruckgreifen zu konnen, wurden ein Teil der Zellen zur Dauerlagerung im flussigen

Stickstofftank und in einer Tiefkuhltruhe eingefroren.

Zunachst wurden die Zellen mit PBS gewaschen, mit 0,5 % Trypsin-EDTA trypsiniert,
anschlieliend mit 7 ml DMEM resuspendiert und in ein 15 ml Falcon Tube Uberfuhrt.
Die Losung wurde fur 3 min bei 1200 rpm mit Gegengewicht zentrifugiert. Nach dem
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Absaugen des Uberstands wurde das Zellpellet aufgeschittet und mit 6 ml
Einfriermedium resuspendiert, welches sich aus 50 ml FCS und 10 % DMSO
zusammensetzt. Es wurde jeweils 1 ml der Suspension in ein Kryorohrchen pipettiert.
Die Rohrchen wurden danach in einem mit Isopropanol gefullten Behalter aufbewahrt,
welches ein schonungsvolles Einfrieren sicherstellt und in einer Tiefkuhltruhe bei -80
°C gelagert.

3.1.3 Auftauen

Der Vorgang des Auftauens der eingefrorenen Zellen sollte so schnell wie moglich
erfolgen, um eine schonende Revitalisierung der Zellen zu gewahrleisten und die
toxische Wirkung von DMSO zu verhindern. DMSO dient in der Zellkultur als
Gefrierschutzmittel und verhindert die Bildung von Eiskristallen, die ansonsten zur
Zerstorung der Zellorganellen und schlieBlich zum Absterben der Zellen fuhren kann.
Zum Auftauen wurde das Kryorohrchen, welches zuvor in der Tiefkuhltruhe bzw. in
flussigem Stickstofftank aufbewahrt wurde, in einem Wasserbad bei 37 °C fur wenige
Minuten erwarmt. Nach Verflissigung erfolgte die zugige Zugabe von 8 ml NM bevor
die Losung bei 1200 rpm fur 3 min zentrifugiert wurde. Der dadurch entstandene
Uberstand wurde abpipettiert, das Sediment aufgeschittet, mit 5 ml NM resuspendiert
und in ein neue Zellkulturflasche Uberfuhrt. Die Kultivierung der Zellen erfolgte wie in
Kapitel 3.1.1 beschrieben.

3.1.4 Bestimmung der Zellzahl

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte am Countess™ automated cell counter.
Zunachst wurden 10 pl der Zellsuspension im Verhaltnis von 1:1 mit Trypanblau
gemischt, welches zuvor fur wenige Sekunden zentrifugiert wurde. Anschlielend
wurden 10 pl der Mischung in eine Kammer des Countess™ cell counting slide
pipettiert, in den Zellzahler geschoben und auswertet. In lebenden Zellen wird
Trypanblau nicht aufgenommen. Jedoch kann der Farbstoff in das Zytoplasma von
toten Zellen gelangen und diese dunkelblau farben, wenn diese eine defekte
Plasmamembran aufweisen. Somit kann der Zellzahlzahler lebende von
abgestorbenen Zellen differenzieren.
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3.2 Ermittlung der mittleren Fluoreszenz nach

Rontgenbestrahlung

3.2.1 Praparation der Zellen fur die Bestrahlung

Ein Tag vor Beginn der Praparation wurde eine Verdunnung der Zellen von 3:5
hergestellt, um frische und konfluente Zellen fur den Versuch sicherzustellen. Am Tag
der Praparation wurden insgesamt acht T-25 Kulturflaschen (Nunc™ EasYFlask™ 25
cm? Nunclon™ Delta Surface) fiir die durchflusszytometrische Messung passagiert,
wobei zwei davon als Kontrolle dienten und nicht bestrahlt wurden. Die jeweiligen
Behandlungsdosen und die zugehorige Verdunnung sind in der untenstehenden
Tabelle (Tab. 9) aufgelistet. Die Verdunnungen wurden so gewahlt, dass die Zellen
nach drei Tagen Inkubationszeit konfluent gewachsen sind. Da unbehandelte
Zellkulturen deutlich schneller wachsen als Behandelte, wurde eine hohere
Verdunnung fur diese festgelegt. Die Zellkulturen wurden nach Passage fur einen Tag
inkubiert, bevor sie bestrahlt wurden.

Tab. 9: Durchflusszytometrie Rontgen, Verdiinnung

unbehandelt: Verdiinnung:
HT-1080, Wildtyp 1:20
HT-p21GFP 1:11
behandelt (HT-p21GFP) — Rontgendosis: Verdiinnung:
0,4 Gy 1:6
2 Gy 1:6
4 Gy 1:6
7 Gy 1:5
10 Gy 1:5
20 Gy 1:5

3.2.2 Bestrahlung am Gulmay RS225

Die Bestrahlung der Zellen in Kulturflaschen erfolgte am Bestrahlungsgeréat RS225
(medical research system) von der Firma Gulmay, das vom Labor fur Molekulare
Radioonkologie der Klinik und Poliklinik fur Strahlentherapie und Radioonkologie des
Universitatsklinikums Dusseldorf zur Verfugung gestellt wurde. Die Einstellungen
sowie Bestrahlungszeiten der zugehdrigen Rontgendosen sind in der nachfolgenden
Tabelle (Tab. 10) aufgefuhrt.
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Tab. 10: Durchflusszytometrie Rontgendosis

Rontgendosis in Gy Bestrahlungsdauer kv mA
0,4 0 min33s 150 15

2 2 min47s 150 15

4 5 min33s 150 15

7 9 min43s 150 15

10 13 min 53 s 150 15

20 19 min42s 175 15

Nach der Bestrahlung wurden die Zellen fur 48 h im Brutkasten bei 37 °C und 10 %
CO: inkubiert.

3.2.3 Praparation der Zellen fiir die durchflusszytometrische

Messung

Nach 48-stundiger Inkubation wurde zunachst die Konfluenz aller acht Zellkulturen
mittels des inversen Mikroskops erfasst. Danach wurden die Zellen wie bei der
Erhaltungskultur, mit 5 ml PBS gewaschen und in 0,5 ml 0,5 % Trypsin-EDTA
trypsiniert. AnschlieRend wurden die Zellen in 5 ml NM aufgenommen und in ein 15 ml
Falcon Tube uberfuhrt. Die Suspension wurde fur 3 min bei 1200 rpm mit
Gegengewicht zentrifugiert. Nach dem Absaugen des Uberstands wurde das Zellpellet
aufgeschuttet und in PBS gelost. Je nach Wachstumsdichte wurden die Zellen
entweder in mehr oder weniger Puffer resuspendiert und in einzelnen Rohrchen

abgefullt.

3.2.4 Durchflusszytometrische Messung nach Rontgenbestrahlung

Zur Ermittlung der mittleren Fluoreszenz der unbehandelten und behandelten Zellen
wurde mittels des FACSCantoTMII der Firma Becton Dickinson eine
durchflusszytometrische Messung durchgefuhrt. Durchflusszytometrische Analysen
basieren auf Messungen optischer Signale wie Lichtstreuung und Fluoreszenz,
wahrend Zellen an einer Lichtquelle vorbeigeleitet werden. Informationen uber die
Form, Grol3e, Oberflache und Granularitat der Zellen kdnnen Uber die Streuung des
Lichtes erhoben werden. Die Fluoreszenz wird nach Absorption energiereicher
Strahlung der Molekule durch das rasche Abklingen der Lichtemission definiert.
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Da p21 in unseren Zellen mit GFP markiert wurden, ist es mdglich die mittlere
Fluoreszenz einer Probe durch die durchflusszytometrische Messung zu erheben. Die
Standardeinstellung wurde so gewahlt, dass die mittlere Fluoreszenz der p21-GFP
Expression gegen die Anzahl (Count) aufgetragen wurde. Bei der Datenakquisition
wurde, um einen besseren Vergleich zwischen den Ergebnissen ziehen zu kdnnen,
die Zahl der gewerteten Ereignisse auf 30.000 festgelegt. Die Abgrenzung zwischen
nicht-grunfluoreszierenden und grunfluoreszierenden Zellen wurde beim ersten
Versuch mit Hilfe von Wildtypzellen bestimmt und fur alle weiteren Versuche
ubernommen. Die einzelnen Proben wurden vor jeder Messung mit einem Vortex

aufgemischt.

3.3 Ermittlung der mittleren Fluoreszenz nach CPT-

Behandlung

3.3.1 Praparation der Zellen fur die CPT-Behandlung

Bei diesem Versuch wurden ebenfalls ein Tag vor der Praparation eine T-25
Kulturflasche im Verhaltnis von 3:5 vorbereitet. Insgesamt wurden sieben T-25
Kulturflaschen mit verschiedenen Verdinnungen (Tab. 11) passagiert, wobei funf
davon zur CPT-Behandlung und zwei zur Kontrolle dienten. Da die Behandlung der

Zellen einen Tag nach der Passage erfolgte, wurden sie in der Zwischenzeit inkubiert.

Tab. 11: Durchflusszytometrie CPT, Verdiinnung

unbehandelt: Verdiinnung:
HT-1080, Wildtyp 1:20
HT-p21GFP 1:11
behandelt (HT-p21GFP) — CPT-Dosis in yM:  Verdiinnung:
0,05 1:8

0,1 1.7

0,4 1.7

0,7 1:6

1 1:6
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3.3.2 Behandlung mit CPT

Da die vorhandene Ausgangslosung von CPT 20 mM betrug, wurde zunachst eine
Vorverdinnung von 1:1.000 (3 pl CPT in 3000 yl NM) hergestellt. Aus dieser
Vorverdunnung wurden im zweiten Schritt weitere Verdinnungen mit den
gewulnschten Zieldosen von CPT hergestellt. Das Verdinnungsschema ist in der
nachfolgenden Tabelle dargestellt (Tab. 12).

Tab. 12: Durchflusszytometrie CPT-Dosis

CPT-Zieldosis in yM pl aus der Vorverdiinnung NM in pl
1 250 4750
0,7 175 4825
0,4 100 4900

0,1 25 4975
0,05 12,5 4987,5

Im nachsten Schritt wurde das NM der funf zu behandelten Kulturflaschen abgesaugt
und das neue mit CPT zugesetzte NM hinzugefugt. Anschlieliend wurden die Zellen
fur 3 h inkubiert. Um das toxische NM zu entfernen, wurden die Kulturen mit PBS
gewaschen und frisches NM ohne CPT hinzugeflgt. Nach der Behandlung wurden die
Zellen ebenfalls fur 48 h bei 37 °C und 10 % CO: im Brutkasten inkubiert.

3.3.3 Praparation der Zellen fur die Durchflusszytometrie

Der Vorgang der Praparation (s. Kapitel 3.2.3) wurde fur die CPT-behandelten Zellen

unverandert Ubernommen.

3.3.4 Durchflusszytometrische Messung nach CPT-Behandlung

Die durchflusszytometrische Messung inklusive der Einstellung wurde eins zu eins fur

die CPT-behandelten Zellen Ubernommen (s. Kapitel 3.2.4).
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3.4 48 h Serie / Live cell imaging

Unter Live cell imaging versteht man das Mikroskopieren an lebenden Zellen. Da
lebende Organismen, anders als fixierte Praparate, dynamische Veranderungen
aufweisen und in der Lage sind sich zu bewegen, ist eine Kulturschale mit einem
kleinen Wachstumsareal besonders wichtig flir Beobachtungen von Zellen Gber einen
langeren Zeitraum. So kann auch bei MehrfachvergréRerung sichergestellt werden,
dass lebende Zellen nicht aus dem Beobachtungsfeld wandern.

Der Versuch wurde insgesamt dreimal durchgefihrt: mit behandelten Zellkulturen bei

zwei verschiedenen Rontgendosen und einmal mit Unbehandelten als Kontrolle.

3.4.1 Aussaat von Zellen auf micro-Insert 4 Well FulTrac

Micro-Insert 4 Well Fultrac Kulturschalen (ibidi, Martinsried) bestehen aus einer
aulleren und inneren Schale. In der inneren Schale befinden sich vier konische
Vertiefungen (Well) mit jeweils einem Wachstumsareal von 0,0012 cm? (s. Abb. 6).

Dadurch eignen sie sich besonders gut fur Live cell imaging Untersuchungen.

- | |

@ 0,4 mm

Abb. 6: Aufbau des micro-Insert 4 Well FulTrac. Auf der linken Seite ist eine vereinfachte Skizze des
Slides dargestellt. Die rechte Seite zeigt die Seiteneinsicht eines konischen Wells. Eigene lllustration in
Anlehnung an ibidi, Instructions micro-Insert 4 Well FulTrac Version 1.0 (09.05.2016).

Vor Aussaat der Zellen auf die Kulturschalen, wurden alle vier Vertiefungen zuerst mit
NM vorgesplilt. Wie vor jedem Versuch wurden die Zellen der HT-p21GFP Reihe ein
Tag zuvor im Verhaltnis von 3:5 umgesetzt. Aus der neuen Passage wurde am

nachsten Tag verschiedene Verdlinnungen ausgesat (s. Tab. 13). Die Verdinnungen
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wurden auf das Volumen der innere Schale (150 ul, 0,78 cm?) berechnet. Um den
Boden der konisch geformten Wells zu erreichen und Luftblaschen zu vermeiden,
wurden zum Pipettieren der Zellsuspension sehr dunne fur 01,-20 pl geeignete
Pipettenspitzen (Brand, Wertheim) verwendet.

Zunachst wurden 10 pl von den 150 pl der gleichen Verdunnung jeweils in die vier
Wells pipettiert. Nachdem mit dem Lichtmikroskop (Hund, Wetzlar) sichergestellt
wurde, dass sich keine Luftblasen auf dem Wachstumsareal befinden, wurden die
restlichen 110 pl in die innere Schale zugegeben. Es erfolgte eine Inkubationszeit von
einer Stunde bevor die aulRere Schale mit 2 ml NM gefullt wurde.

Tab. 13: Live cell imaging — Verdiinnung

Verdiinnungen | pl Zellsuspension in 150 yl NM
1:40 3,9

1:50 3,1

1:60 2,6

1:80 1,95

3.4.2 Induktion von DNA-Schadigungen

Am Tag der Bestrahlung wurde zunachst das gesamte NM vorsichtig mit einer Pipette
abgesaugt und mit Leibovitz’s L-15 Medium (s. Kap 2.1.2) ersetzt. Leibovitz’s L-15
Medium eignet sich sehr gut fur Live cell imaging, da es den Zellwachstum CO2-
unabhangig fordert. Die Bestrahlung aller ausgesaten Verdinnungen erfolgte am
Gulmay RS225 (s. Tab. 14).

Tab. 14: Live cell imaging — Rontgendosis

Rontgendosis Bestrahlungsdauer kV mA
5 Gy 6 min 57 s 150 15
10 Gy 13 min 53 s 150 15

3.4.3 Live cell imaging am Konfokalen Fluoreszenzmikroskop

Fur das Live cell imaging wurden die Zellen direkt nach der Bestrahlung in das Labor
des Instituts fur Biochemie und Molekularbiologie transportiert. Die Aufnahmen wurden
an einem Konfokalen Fluoreszenzmikroskop (Anxiovert 200M, Zeiss, Oberkochen) mit

integriertem Inkubator (/ncubator XL-3, Pecon, Erbach) erstellt, der eine geeignete
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Umgebungstemperatur bei 37 °C fur die lebende Zellen und somit das Fortschreiten
des Zellwachstums sicherstellt.

Es handelt sich beim verwendeten Konfokalen Fluoreszenzmikroskop um ein
spezielles Verfahren, bei dem das gesamte Praparat mit Laserstrahlen verschiedener
Wellenlangen angeregt wird (s. Tab. 15). Speziell das GFP, welches in unseren Zellen
an p21 gebunden vorliegt, absorbiert das vom blauen Laser stammende
Anregungslicht, welches eine Wellenlange von 488 nm hat. Auf atomarer Ebene
werden dadurch instabile Elektronen der fluoreszierenden Molekule auf einen
energiereicheren Zustand angehoben. Bei Abfall der Elektronen in ihren
ursprunglichen Zustand, geben sie das langwellige Emissionslicht ab, welches bei
GFP griin fluoresziert. Uber einen Emissionsfilter wird das Anregungslicht abgefangen,
sodass nur das entstandene Emissionslicht wahrgenommen wird. Ein weiterer Vorteil
dieses Gerates liegt in der Gewahrleistung von qualitativ sehr hochwertigen

Aufnahmen.

Nach Beurteilung der Zelldichte und -morphologie der verschiedenen Praparate unter
dem Konfokalen Fluoreszenzmikroskop, wurde die bestgeeignete ausgesate
Verdinnung fur die Beobachtung ausgewahlt. Da es sich hierbei um lebende Zellen
handelte, die sich im Laufe der Zeit weitervermehrten, war es wichtig auf genugend
Abstand zwischen den einzelnen Zellen zu achten. Zudem sollte die Kulturschale nicht
zu dicht bewachsen sein. Das verwendete Programm und die Einstellungen sind in der

nachfolgenden Tabelle (s. Tab. 15) aufgefuhrt.

Tab. 15: Live cell imaging — Konfokales Fluoreszenzmikroskop

Programm Zeiss LSM510

Laser Argon (458, 477, 488, 514 nm)
HeNe1 (543 nm)

Objektiv Plan-Neofluar 40x/1,3 Oil Ph3

Pixel 2048 x 2048

Aufnahmegeschwindigkeit | 1 Aufnahme/15 min

Scangeschwindigkeit 5
Pixeldauer: 3,20 us
Scandauer: 1 min 2 sec
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Es wurden insgesamt Uber 48 h Aufnahmen pro Versuchsdurchgang gemacht. Die
abgespeicherten Bilder wurden uUber das zugehorige Programm LSM Image Browser

(Zeiss, Oberkochen) geoffnet und ausgewertet.

3.5 Aufnahmen der CPT-behandelten Zellen

Der Versuchsaufbau fur die einmaligen Aufnahmen von CPT-behandelten Zellen am
Konfokalen Fluoreszenzmikroskop gleicht dem der Ermittlung der mittleren
Fluoreszenz von CPT-behandelten Zellen (s. Kapitel 3.2.2). Jedoch mit dem
Unterschied, dass die Zellen nicht in T-25 Kulturflaschen, sondern auf u-Slide 2 Well
Glass Bottom (ibidi, Martinsried) mit einem Wachstumsareal von 5,1 cm? in

entsprechender Verdunnung ausgesat wurden.

3.5.1 Praparation der Zellen

Aus einer konfluenten Kulturflasche mit einer ursprunglichen Verdinnung von 3:5
wurden Zellen in zwei u-Slides 2 Well Glass Bottom passagiert. Insgesamt wurden drei
Kulturen angelegt, wobei eine davon wieder zur Kontrolle dient. Die jeweiligen

Verdunnungen sind in der nachfolgenden Tabelle (s. Tab. 16) aufgelistet.

Tab. 16: CPT-Verdiinnung

unbehandelt: Verdiinnung:
HT-p21GFP 1:11
behandelt (HT-p21GFP) — CPT-Dosis in yM:  Verdiinnung:
0,1 1.7

0,4 1.7

AnschlielRend wurden die Zellen fur einen Tag inkubiert.

3.5.2 CPT-Behandlung

Aus der CPT-Ausgangslosung (20 mM) wurde zunachst eine Vorverdunnung im
Verhaltnis von 1:1000 (1 pyl CPT in 1000 pl NM) vorbereitet. Im nachsten Schritt wurde
aus der Vorverdunnung eine definierte Menge entnommen, um die gewunschte CPT-

Zieldosen herzustellen (s. Tab. 17).
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Im Anschluss wurde das alte NM der drei Wells abgesaugt und mit dem CPT
zugesetzten NM ersetzt. Im Inkubator wurden die Zellen fur drei Stunden mit dem
toxischen NM behandelt. Nach der Behandlung wurde das NM erneut vollstandig
entfernt, die Zellen mit PBS gewaschen und mit neuem NM ohne CPT inkubiert. Die
Zellen hierbei wieder fur 48 h bei 37 °C und 10 % COz2 in den Brutkasten.

Tab. 17: CPT-Dosis

CPT-Zieldosis in yM pl aus der Vorverdiinnung NM in pl
0,4 20 1480
0,1 5 1495

3.5.3 Aufnahmen am Konfokalen Fluoreszenzmikroskop

Fur die Aufnahmen am Konfokalen Fluoreszenzmikroskop wurden die Zellen ebenfalls
in das Labor des Instituts fur Biochemie und Molekularbiologie gebracht. Die
Einstellungen gleichen der im Kapitel 3.3.3 Live cell imaging am Konfokalen
Fluoreszenzmikroskop aufgefuhrten Angaben. Jedoch wurde fur die Aufnahmen
zuséatzlich das 63x/1,35 NA Olimmersionsobjektiv (Zeiss, Oberkochen) verwendet
sowie die Laserstarke auf die hochste Stufe gestellt, da die Zellen nur einmalig und
nicht Uber einen langeren Zeitraum beobachtet wurden. Es wurden fur jeweils alle drei
Wells an mehreren Stellen zufallige Aufnahmen gemacht, um reprasentative und
objektive Ergebnisse zu gewinnen. Die Bilder wurden im Anschluss uber LSM Image

Browser geoffnet und ausgewertet.
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4 Ergebnisse

4.1 Durchflusszytometrische Analyse

Es ist bekannt und in den Vorversuchen des Gastlabors zu sehen, dass bei steigender
Strahlendosis die Menge an exprimierten p21-Protein auf Western-Blots zunimmt. Da
wir bereits wissen, dass p21 in diversen Zellen unterschiedlich stark exprimiert wird,
stellt sich die Frage, ob alle Zellen im Mittel dosisabhangig p21 exprimieren oder nur
einige Zellen bei steigender Dosis die p21-GFP-Expression erhdhen. Daher wurde die
Methode der Durchflusszytometrie angewandt, um die graduelle Induktion der p21-
GFP-Expression in den Zellen zu quantifizieren, die in unseren Versuchen entweder

durch Rontgenstrahlen oder einer CPT-Behandlung geschadigt wurden.

In Abbildung 7 zeigen die ersten Reihen eine Abgrenzung zwischen nicht-
grunfluoreszierenden (rot) und grunfluoreszierenden (grun) Zellen, die bei der ersten
Messung mit Hilfe von HT-1080 Wildtypzellen festgelegt und fur alle weitere Versuche
ubernommen wurde. Zu erkennen ist eine sehr geringe Eigenfluoreszenz von
Proteinen der HT-1080 Wildtypzellen, die wir als Hintergrund definiert haben, da
Wildtypzellen kein GFP enthalten. Die Darstellung der Grafik wurde so gewahlt, dass
auf der x-Achse logarithmisch die mittlere Fluoreszenz der p21-GFP Expression gegen
die Anzahl (Count) der Zellen auf der y-Achse aufgetragen ist. Es ist zu beachten, dass
die Skalierung der y-Achse nicht einheitlich ist. Sie wurde aus Grinden der
einheitlichen Vergleichbarkeit so gewahlt, dass der maximale Ausschlag die
Skalierung der y-Achse bestimmt. Da sich die Verteilung der grunfluoreszierenden
Zellen bei zunehmender Zellschadigung weiter verbreitert, nimmt bei gleichbleibender
Zellzahl naturgemal® der Maximalausschlag der mittleren Fluoreszenz immer weiter
ab. In den zweiten Reihen sind die Ergebnisse der unbehandelten, mit GFP markierten
p21-Zellen (HT-p21GFP) abgebildet. Je weiter abwarts die Reihen, desto hoher die
Dosis der Rontgenstrahlen bzw. der CPT-Behandlung. Pro Versuch wurden insgesamt
30.000 Ereignisse ausgewertet. Es konnte festgestellt werden, dass bei einer
Erhohung der Rontgendosis nicht nur insgesamt die Anzahl der griinen Zellen stieg,
sondern auch der Hauptpeak. Dies bedeutend somit, dass die mittlere
Fluoreszenzintensitat deutlich hoher lag als bei den unbehandelten Kontrollproben
(Abb. 7 A). Im Gegensatz dazu ging eine Zunahme der CPT-Dosis nicht mit einer
Rechtsverschiebung des Hauptpeaks einher (Abb. 7 B). Stattdessen war ein 2. Peak
in den grun-fluoreszierenden Zellen festzustellen. Insgesamt war dennoch die mittlere

Fluoreszenz im Unterschied zu den unbehandelten Zellen erhoht.
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Abb. 7: durchflusszytometrische Analyse. Die Darstellung zeigt ein reprasentatives Ergebnis der
durchflusszytometrischen Analyse bezogen auf die mittlere Fluoreszenz der p21-GFP-Expression mit
Roéntgenstrahlen (A) und CPT (B) behandelten Zellen. Je hoher die Dosis der Rontgenstrahlen gewahlt
wurde, desto mehr griine Zellen mit vermehrter p21-GFP-Expression (= Rechtsverschiebung des
Hauptpeaks) konnten vermerkt werden. Mit Zunahme der CPT-Dosis, steigt auch insgesamt die mittlere
Fluoreszenz mit Bildung eines 2. Peaks. Die Y-Achse wird durch den jeweils maximalen Ausschlag
skaliert, der wegen der breiter werdenden Fluoreszenzverteilung bei starkerer Zellschadigung

naturgemaf abnimmt.
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Abb. 8: Dosis-Wirkungs-Kurven der p21-GFP-Induktion. Dargestellt sind alle bei der
Durchflusszytometrie erhobenen Werte der mittleren Fluoreszenz, aufgetragen gegen die Dosis der
Roéntgenstrahlen (A) und der CPT-Dosis (B). Graph (A) beschreibt die lineare und Graph (B) die
asymptotische Zunahme der durchschnittichen Fluoreszenz in Abhéangigkeit von der
Behandlungsdosis. Zur Ermittlung dieser Werte erfolgten insgesamt an bestrahlten Zellkulturen zehn

und an CPT-behandelten Zellkulturen vier unabhangige Versuchsdurchgange.

Die im Rahmen der durchflusszytometrischen Analysen erhobenen Werte wurden
grafisch aufbereitet, indem die durchschnittliche p21-GFP-Fluoreszenz gegen die
applizierten Dosen von Rontgenstrahlen bzw. CPT aufgetragen wurde (Abb. 8). Zur
besseren Vergleichbarkeit wurden dabei die Fluoreszenzwerte der unbehandelten
Kontrollgruppe von den jeweiligen Messwerten subtrahiert, sodass beide Graphen im
Nullpunkt beginnen.

35



Bei den mit Rontgenstrahlen behandelten Zellen zeigte sich eine lineare Zunahme der
durchschnittlichen Fluoreszenzintensitat in Abhangigkeit von der Strahlendosis. Mit
steigender Dosis nahm die p21-GFP-Expression signifikant zu (p-Wert < 0,0001).
Dieses Ergebnis korreliert mit der Erwartung einer dosisproportionalen Aktivierung der
DNA-Schadensantwort. Entsprechend konnte in den Histogrammen der
durchflusszytometrischen Analyse eine deutliche Rechtsverschiebung des
Hauptpeaks (Abb. 7 A) beobachtet werden, was eine zunehmende Zahl p21-GFP-
exprimierender Zellen belegt.

Im Gegensatz zu den rontgenbestrahlten Zellen zeigte sich bei den CPT-behandelten
Zellen eine andere Dosis-Wirkungs-Kurve der p21-GFP-Induktion. Auch hier nahm die
durchschnittliche Fluoreszenz mit steigender Konzentration zu, jedoch nicht linear.
Vielmehr zeigte sich eine asymptotische Sattigungskurve: Bereits bei niedrigen
Konzentrationen (0,1 — 0,2 uyM) war ein starker Anstieg der p21-GFP-Expression zu
verzeichnen, wahrend sich die Werte bei hdheren Konzentrationen (= 0,5 uM) graduell
steigerten. In den Histogrammen war keine kontinuierliche Rechtsverschiebung des
Hauptpeaks wie bei den rontgenbestrahlten Zellen zu erkennen, sondern vielmehr eine
biphasische Verteilung mit Auftreten eines zweiten Peaks (Abb. 7).

Die Durchflusszytometrie zeigte eine lineare Zunahme der p21-GFP-Expression nach
Rontgenbestrahlung, wahrend die Behandlung mit CPT eine asymptotische Zunahme
der p21-GFP-Expression mit biphasischer Zellantwort hervorruft. Diese Ergebnisse
unterstreichen die unterschiedliche Natur und Dynamik der p21-GFP-induzierenden
Wirkung von Rontgenstrahlen und CPT und weisen auf divergente Mechanismen der
zellularen Schadensantwort hin.

4.2 Live cell imaging: Zellzyklusphasen

In den Vorversuchen des Gastlabors sowie in den durchflusszytometrischen Analysen
konnte die Ungleichmafigkeit der Expression des markierten Tumorsuppressors p21-
GFP in den Zellen festgestellt werden. Einige Zellen zeigten zwei Tage nach der DNA-
Schadigung durch Rontgenbestrahlung eine sehr intensive Granfarbung, andere
wiederum nur eine schwache bis keine Anfarbung. Somit stellte sich die Frage, wovon

die verstarkte Induktion von p21-GFP in einigen, aber nicht allen Zellen abhangig ist.
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Eine denkbare Theorie konnte die Abhangigkeit der p21-Expression von der jeweiligen
Zellzyklusphase zum Zeitpunkt der DNA-Beschadigung sein. Im weiteren Sinne kann
die Zellzyklusphase zum Zeitpunkt des induzierten DNA-Schadens bei der
Hochregulation von p21 eine Rolle spielen. Um diese Frage zu klaren, eignet sich
insbesondere eine Live cell imaging Betrachtung mit Hilfe des Konfokalen
Fluoreszenzmikroskops, da sich hiermit Zellen auf mikroskopischer Ebene einzeln

visualisieren und Uber einen langeren Zeitraum beobachten lassen.

Zur genaueren Untersuchung und Beantwortung der aufgeworfenen Forschungsfrage
eignen sich die HT-p21GFP Zellen in Kombination mit dem Konfokalen
Fluoreszenzmikroskop besonders gut. Mit dieser Methode lassen sich namlich nicht
nur grun fluoreszierende p21-exprimierende Zellen, sondern auch einzelne
Zellzyklusphasen im Detail beobachten. Da die Zellen zusatzlich den Zellzyklusmarker
PCNA als rot fluoreszierendes Fusionsprotein RFP-PCNA exprimieren, ist es moglich
anhand des Verteilungsmusters von PCNA (Celis und Celis, 1985) direkt nach der
Bestrahlung bzw. am Ende der zweitagigen Aufnahmeserie, die Zellzyklusphasen zu
bestimmen (Abb. 9). In der G1-Phase ist lediglich ein schwaches RFP-Signal
nachweisbar. Infolge des kernmembranbedingten Umbaus wahrend der Mitose ist
PCNA in dieser Phase neben dem Zellkern auch in geringem Umfang im Zytoplasma
detektierbar. Mit Eintritt in die frihe S-Phase steigt die PCNA-Expression deutlich an,
wobei sich im Zellkern ein charakteristisches, granulares Verteilungsmuster ausbildet,
das die Nukleoli aussparrt. In der mittleren S-Phase verstarkt sich die Signalintensitat
weiter, und der Schwerpunkt der PCNA-Verteilung verlagert sich zunehmend in
Richtung der Kernperipherie. In der spaten S-Phase erfolgt eine erneute
Umorganisation der PCNA-Lokalisation mit einer Konzentration im Bereich der
Nukleoli. Dabei entstehen punktformige Strukturen durch lokale Anreicherungen von
RFP-PCNA, die als sogenannte replication factories bezeichnet werden (Leonhardt et
al., 2000). Im weiteren Verlauf nimmt die Anzahl dieser Replikationszentren
kontinuierlich ab, wahrend ihre GréRe zunimmt. Mit dem Ubergang in die G2-Phase
sowie wahrend der Mitose verschwinden die replication factories vollstandig, und
PCNA ist nur noch als schwaches diffuses Signal nachweisbar.

Mit den p21-GFP-exprimierenden Zellen wurden Zellkulturen in speziellen
Kulturschalen angelegt (s. Kapitel 3.4.1), die entweder mit 5 oder 10 Gy bestrahlt und
anschlielend Uber 48 h mittels des Inkubator-Fluoreszenzmikroskop beobachtet
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wurden. Aus der abgespeicherten Bildserie wurde die p21-GFP-Expression der

bestrahlten Zellen bestimmt.

Phasenkontrast PCNA-RFP p21-GFP Pasekontrast PCNA-RFP p21-GFP

G1-Phase
Oh
+8h 15 min

spate S-Phase

+2h
+9 h 45 min

frithe S-Phase

+3h45 min
G2-Phase
+10 h 15 min

mittlere S-Phase
+5h 15 min
Mitose
+12h

+6h 30 min
G1-Phase
+13h

Abb. 9: PCNA-Verteilung liber einen kompletten Zellzyklus. Da das PCNA mit RFP markiert ist,
konnte aufgrund der Aufnahmen, die Verteilung von PCNA sichtbar und dadurch eine Aussage
beziiglich der Zellzyklusphase gemacht werden. In der G1-Phase ist nur ein schwaches Signal von RFP
zu erkennen. PCNA, welches normalerweise im Nucleus lokalisiert ist, ist in dieser Phase auch schwach
im Zellplasma vorhanden, da wahrend der Mitose die Kernmembran zerfallen ist. In der friihen S-Phase
wird vermehrt PCNA exprimiert und es entsteht ein granuliertes Muster im Nucleus, wobei die Nucleoli
ausgespart bleiben. Die Verteilung von PCNA in der mittleren S-Phase ahnelt die der friihen S-Phase,
allerdings mit dem Unterschied, dass das Signal intensiver ist und sich der Fokus in Richtung der
Zellmembran verschiebt. In der spaten S-Phase kommt es zu einer Umverteilung von PCNA mit dem
Fokus um die Nucleoli. Dabei bilden sich replication factories, die in der Anzahl immer weiter abnehmen,
wahrend die Grofle zunimmt. Es kommt zum Verschwinden der replication factories und zum

schwachen Signal von PCNA in der G2-Phase sowie in der Mitose.

Untersucht wurden die Zellzyklen der einzelnen Zellen direkt nach der Bestrahlung.
Diese erwiesen sich im weiteren Verlauf des Experimentes als irrelevant, da unsere
Beobachtung zeigte, dass unabhangig vom Zeitpunkt der Zellzyklusphase, in der die
Zellen bestrahlt wurden, es immer Zellen gab, die in der G1- oder G2-Phase eine grine
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Fluoreszenz aufweisen und somit p21 exprimieren. Sobald die S-Phase anfing, war
keine grune Fluoreszenz der Zellen zu vermerken. Daher ist die ursprungliche
Hypothese, dass die Zellzyklusphase zum Zeitpunkt der Bestrahlung die spatere p21-

GFP-Expression widerlegt.

Im Zuge der Beobachtung lielen sich Zellen der G2-/G1-Phasen in 3 Gruppen

aufteilen:
1. Gruppe: G2ng-G1ng (Abb. 10)
Zellen, die im Zuge einer Zellzyklusphase nicht grin wurden
2. Gruppe: G2ng-G1g (Abb. 11)
Zellen, die nach der Zellteilung griin wurden
3. Gruppe: G2g-G1g (Abb. 12)
Zellen, die vor sowohl und nach der Mitose grin waren
ng = nicht grin; g = grun

Ebenfalls war festzustellen, dass Zellen, welche wahrend des Versuches schlieflich
in Zelltod (Abb. 13) gegangen sind, sich Grolteils in der G2-Phase befanden.
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Phasenkntrast PCNA-RFP p21-GFP

+3h15min» +2h 45 min

+7h {15_min

Abb. 10: G2ng-G1ng. Abb. 10 zeigt eine Zelle, die einen Zellzyklus durchlauft, ohne dass es dabei
zur p21-GFP-Expression kommt. Maf3stabsbalken: 10 uM.
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Phasenkontrast PCNA-RFP p21-GFP

-4h

-15h

Mitose

+5h15min

Abb. 11: G2ng-G1g. Abb. 11 zeigt eine nicht griin-leuchtende Zelle, die sich nach Abschluss der Mitose
in zwei griine Tochterzellen teilt. Vor Eintritt der S-Phase wird p21-GFP wieder vollstandig abgebaut.
MaRstabsbalken: 10 pM.
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Phasenkontrast PCNA-RFP p21-GFP
AN

Abb. 12: G2g-G1g. Hier ist eine Zelle abgebildet, die schon bereits in der G2-Phase (-5h) griin
fluoresziert und nach abgeschlossener Zellteilung tiber die Tochterzellen weiterhin p21-GFP exprimiert.
Je naher die Zelle sich vor der S-Phase befindet, desto schwacher ist das GFP-Signal. MaRstabsbalken:
10 pM.
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Phasenkontrast PCNA-RFP p21-GFP

Abb. 13: mitotische Katastrophe. Dargestellt ist eine mitotische Katastrophe im Zuge der Zellteilung.
Der programmierte Zelltod wird gestartet, wenn es wahren der Mitose zu einem nicht reparierbaren
Fehler kommt. Somit kann verhindert werden, dass fehlerhafte Tochterzellen entstehen, die wiederum

bdsartig werden. Bei den intensiv griin-leuchtenden Strukturen neben der Zelle handelt es sich am
ehesten um Zellschrott. Maf3stabsbalken: 10 uM.
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Abb. 14: Balkendiagramm — Lange der G1-Phase und Anzahl der Ereignisse. Abgebildet sind die
erhobenen Beobachtungen im Zuge der Live cell imaging Analysen. In der linken Spalte (orange) sind
die Ergebnisse der unbehandelten Kontrollgruppe abzulesen, in der Mitte (blau), die mit 5 Gy
behandelten sowie in der rechten Spalte (griin), die mit 10 Gy bestrahlten Zellen. Die erste Darstellung
(A) zeigt die Lange der G1-Phase der einzelnen Gruppen. Im zweiten Diagramm (B) ist die Anzahl der
einzelnen Ereignisse in den Gruppen abzulesen. Zusammenfassend lasst sich sagen, dass mit einer
steigenden Rontgendosis (und somit auch der DNA-Schaden), die Anzahl der griin fluoreszierenden
Zellen, aber auch die Haufigkeit des Zelltods steigt und damit auch im Durchschnitt die Lange der G1-

Phase prolongiert ist.

Mit Hilfe der beschriebenen Zeitserien lie sich nun untersuchen, ob die
strahleninduzierte Expression von p21-GFP tatsachlich zu einer Verzogerung des
Zellzyklus fuhrt und in welcher Zellzyklusphase p21-GFP am haufigsten exprimiert
wird. Um den Unterschied von strahlungsbehandelten und unbehandelten Kulturen zu
erheben, wurde daher auch eine Live cell imaging Serie mit unbehandelten Zellen
vorgenommen. Zur Auswertung wurden sowohl die Filme der bestrahlten als auch die

der unbehandelten Probe herangezogen. Hierbei wurde jede Zelle einzeln betrachtet
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und mitverfolgt. Die Aufnahmen der Anfangs- sowie Endpunkte der Phasen wurden
anhand des PCNA-Verteilungsmusters notiert. Mit Hilfe des Konfokalen
Fluoreszenzmikroskops wurden alle 15 min ein Bild geschossen. Dadurch war es
moglich die Lange jeder einzelnen Zellzyklusphase zu berechnen. Die Ergebnisse der
drei unabhangigen Live cell imaging Versuche einschlieBlich der Anzahl der
beobachteten Ereignisse und G1-Phasenlange sind in Abb. 14 zusammengefasst und

werden im Folgenden naher erlautert.

Betrachtet man die Darstellung fur die unbehandelte Kontroligruppe, ist im
Balkendiagramm (Abbildung 14 B) deutlich zu erkennen, dass der Grof3teil der Zellen
(ca. 69 %) einen Zellzyklus durchlauft, ohne p21-GFP zu exprimieren und somit nicht
grun aufscheint (G2ng-G1ng). Zudem konnten in dem Zeitraum von uber 48 h kein
Zelltod in der Kontrollgruppe festgestellt werden. Diese Beobachtung verdeutlicht den
gesunden Zustand der unbehandelten HT-p21-GFP Zellen. Im Vergleich dazu, wiesen
Zellen, die in der G2-Phase nicht grin waren, sondern sich erst in der G1-Phase grin
anfarbten (G2ng-G1g), eine zeitlich langere G1-Phase auf (Abb. 14 A unbehandelte
Zellen). Noch anschaulicher wird der Unterschied bei Betrachtung der Zellen, die
bereits in der G2-Phase schon grun waren und nach der Replikation wieder grin
geworden sind (G2g-G1g). Ausschlaggebend ist nicht nur die geringe Anzahl der
betroffenen Zellen, sondern hierbei durchliefen die Zellen auch eine deutlich langere
G1-Phase als die oben genannten Gruppen.

Fur die mit 5 Gy bestrahlten Zellen zeigte sich, dass die Mehrzahl der Zellen (ca. 76
%) nach abgelaufener Zellteilung in der G1-Phase grin wurde. Im Gegensatz dazu
durchliefen die Zellen der unbehandelten Kontrollgruppe unbeschadigt weiter den
Zellzyklus. Die 3. Gruppe (G2g-G1g) wies eine signifikante Verlangerung der G1-
Phase auf. Bei den mit 5 Gy bestrahlten Zellen wurden einzelne Zelltod-Falle
festgestellt.

Noch eindeutiger machten sich die Unterschiede bei dem Versuch mit der
Bestrahlungsdosis von 10 Gy bemerkbar. Hierbei waren keine Zellen festzustellen, die
einen kompletten Zellzyklus ohne p21-GFP-Expression durchlaufen haben (G2ng-
G1ng). Hingegen stieg die Zahl der 2. Gruppe (G2ng-G1g) sowie die Anzahl der
beobachteten Zelltode. Der Grofteil der mit 10 Gy bestrahlten Zellen wurde erst im
Zuge der abgeschlossenen Mitose grun.
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Mithilfe der Live cell imaging wurde untersucht, ob die p21-GFP-Expression nach
DNA-Schadigung durch Rontgenstrahlen von der Zellzyklusphase zum Zeitpunkt der
Bestrahlung abhangt. Die Ergebnisse zeigten, dass p21-GFP unabhangig vom
Zellzyklusstadium exprimiert wurde, jedoch bevorzugt in G1- und G2-Phasen auftrat
und in der S-Phase vollstandig abgebaut wurde. Zudem korrelierte eine erhdhte p21-
Expression mit einer verlangerten G1-Phase und einer erhohten Zelltodrate,

insbesondere bei hoherer Strahlendosis.

4.3 Momentaufnahmen von CPT-behandelten Zellen

Die Beobachtungen der Live cell imaging erklarten jedoch nicht den Unterschied zur
Dynamik der p21-GFP-Expression bei CPT-behandelten Zellen. Um dies und
insbesondere den Grund fur den 2. Peak (Abb. 7 B), der bei der
durchflusszytometrischen Analyse festgestellt wurde zu erforschen, fuhrten wir hierzu
folgenden Versuch durch: Analog zum Verdunnungsverhaltnis des CPT-Versuchs fur
die Durchflusszytometrie (s. 3.2.2) wurden Zellen jeweils in drei 5,1 cm? Wells
pipettiert. AnschlieRend wurden zwei Wells fur 3 h entweder mit 0,1 yM oder 0,4 yM
CPT behandelt, wahrend ein Well als unbehandelte Kontrolle diente (s. 3.5). Nach
einer 48-stundigen Inkubation wurden am Konfokalen Fluoreszenzmikroskop zufallige

Aufnahmen der Kulturen gemacht (Abb. 15).
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Phasenkontrast PCNA-RFP p21-GFP

A

unbehandelt S
B

0,1 uM CPT
C

0,4 uM CPT

Abb. 15: Aufnahmen von CPT-behandelten Zellen am Konfokalen Fluoreszenzmikroskop. (A)
zeigt Aufnahmen von der unbehandelten Gruppe mit einer Vielzahl von gesunden und normalgrof3en
Zellen in unterschiedlichen Zellzyklusphasen. Die mit CPT-behandelten Zellkulturen sind in Abbildungen
(B) (0,1 yM CPT) und (C) (0,4 upM CPT) dargestellt. Im Gegensatz zur unbehandelten Kontrolle, sind
sehr viele ungewdhnlich grof3e und intensiv p21-GFP-exprimierende Zellen festzustellen. Hierbei lassen
sich viele Zellen keiner definierten Zellzyklusphase eindeutig zuordnen, da typische phasenspezifische
Merkmale fehlen. Bei dem Stern (*) in Abbildung (B) handelt es sich um eine Apoptose.
MaRstabsbalken: 20 pM.
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Bei Betrachtung der unbehandelten Probe (Abbildung 15 A), sind viele gesunde Zellen
in unterschiedlichen Phasen zu erkennen, die weiterhin ungestort ihren Zellzyklus
durchlaufen. Hierbei waren einzelne p21-GFP-exprimierende Zellen zu erkennen.
Diese waren zu erwarten, da eine gewisse Eigenexpression als gewohnlich

einzuordnen ist.

In Hinblick auf die mit CPT-behandelten Kulturen (Abbildung 15 B+C) stachen auf den
ersten Blick unter der gleichen Vergrolerung, die zahlreichen grof3en und intensiv p21-
GFP-exprimierenden Zellen hervor. Auffallend waren aul3erdem zahlreiche zellzyklus-
atypische und ungewohnlich grof3e Zellen, bei denen charakteristische Merkmale der
G1-, S- und G2-Phasen nicht erkennbar waren. Unter anderem waren ebenfalls

einzelne Zelltodereignisse (z.B. * Abbildung 15 B) festzustellen.

Zusammenfassend lasst sich also feststellen, dass nach einer CPT-Behandlung einige
Zellen einen sehr hohen p21-GFP-Level aufweisen und andere dagegen fast gar
keine. Daraus erklaren sich die zwei unterschiedlichen Peaks in der
durchflusszytometrischen Messung der GFP-Expression nach CPT-Behandlung. Was
diese unterschiedliche p21-GFP-Expression bewirkt, muss in weiteren Experimenten
geklart werden.
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5 Diskussion und Schlussfolgerung

Zur Bekampfung von Tumorerkrankungen ist das Verstandnis von biologischen
Vorgangen um die Entstehung von Krankheiten grundlegend. Dabei sind Zellzyklus-
Checkpoint-Mechanismen wahrend Zellteilungen fur den Schutz und die
Aufrechterhaltung der Genomintegritat bei Exposition gegenuber Stresssignalen
entscheidend. Entweder werden DNA-Schaden durch Reparaturmechanismen
behoben oder beschadigte Zellen werden durch Apoptose eliminiert. Deregulation
dieser Kontroll- und Ubergangspunkte kénnen die Tumorentstehung férdern und sich
negativ auf Behandlungsstrategien auswirken. Das Protein p21 ist als CKI ein
wichtiges SchlUsselprotein und Regulator der Zeyllzyklusprogression, der unter
anderem durch den bekannten Tumorsuppressor p53 transaktiviert wird. Dessen
zellulare Reaktion ist jedoch nicht nur abhangig von der Reizquelle, sondern auch vom
gegenwartigen Zustand der Zelle. Faktoren, die das heterogene Verhalten von
genetisch identischen Zellen beeinflussen konnen, sind die Zellzyklusphase,
Mikroumgebung und zellulare Konzentration von relevanten Proteinen. Um ein tieferes
Verstandnis fur die Heterogenitat in einer Zellpopulation zu erlangen, bedarf es der
Verknupfung der zellularen Antworten mit einem definierten Zellzustand. In der
vorliegenden Arbeit haben wir mit Hilfe der CRISPR/Cas9-Methode fluoreszenz-
markierten Zielproteinen, durchflusszytometrische Analysen und Zeitraffermikroskopie
ein System zur dynamischen Untersuchung von zellularer Antwort von p21 auf DNA-
Schaden etabliert.

5.1 Dynamik der p21-GFP-Expression nach DNA-
Schadigung

Obwohl p21 mittlerweile gut etabliert ist als funktioneller Sensor zellularer
Stressantworten, fehlt bislang ein direkter Vergleich der Expressionsdynamik unter
verschiedenen zelltoxischen Bedingungen. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde
deshalb die dosisabhangige Expression von p21-GFP unter
Rontgenbestrahlung und CPT-Behandlung mittels durchflusszytometrischer Analyse
untersucht und quantifiziert. Die Ergebnisse zeigen deutliche Unterschiede zwischen
den beiden Behandlungsarten.
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5.1.1 Dosis-Wirkungsbeziehung nach Schadensinduktion

Mit steigender Rontgendosis wurde sowohl eine Erhdhung der Anzahl p21-GFP-
exprimierende Zellen als auch der Fluoreszenzintensitat beobachtet. In
Zusammenschau der Ergebnisse bestehen Uber 10 unabhangige Versuche hinweg
eine signifikante Korrelation mit linearer Zunahme der mittleren Fluoreszenzintensitat
mit der Rontgendosis. Dieses Resultat reflektiert die Funktion von p21 als
Schadenssensor und Zellzyklusregulator. Je mehr Strahlenbelastung besteht, desto
mehr DNA-Schaden und Aktivierung der DNA-Schadensantwort, was unter anderem
zu einer verstarkten Stabilisierung und Aktivierung von p53 fuhrt und konsekutiv eine
erhohte Expression von p21 bewirkt. Auch Bahreyni-Toossi et al. (2021) konnten in
ihrer Studie zeigen, dass eine Bestrahlung die Expression des p21-Gens in vier
verschiedenen humanen Fibroblasten-Zelllinien, insbesondere bei einer Dosis von 4
Gy signifikant hochreguliert. Im Gegensatz zu unseren Untersuchungen beobachteten
sie jedoch bei einer Bestrahlungsdosis von 8 Gy eine Abnahme der p21-Expression in
allen untersuchten Zelllinien. Diese abweichende Dynamik wurde mit zellularen
Mechanismen, wie etwa verstarkte Apoptose, Nekrosen oder Kollaps der DNA-

Schadensantwort bei erhohter Strahlendosis begrundet.

Im Unterschied zur Rontgenbestrahlung zeigte die CPT-Behandlung eine biphasische
Reaktion mit einem zweiten Peak der mittleren Fluoreszenzintensitat, welche auf eine
Heterogenitat der Zellantwort hindeutet: einer mit hoher und eine mit niedrigere p21-
GFP-Expression. Bereits bei niedrigen CPT-Konzentrationen wurde ein merklicher
Anstieg der durchschnittlichen Fluoreszenz beobachtet. Es zeigt sich hier eine
asymptotische Zunahme uber 4 unabhangige Versuche.

Die durchgefuhrten Versuche demonstrieren, dass die Dosis-Wirkungsbeziehung der
p21-GFP-Induktion spezifisch fur die jeweilige Noxe ist. Die unterschiedliche Dynamik
wirft die Frage auf, welche Mechanismen dieser Divergenz zugrunde liegen. Eine
Erklarung lasst sich jedoch schwer formulieren, da die durch DNA-Schaden
ausgeloste zellulare Signalkaskade aulRerst komplex ist und eine Vielzahl molekularer
Faktoren umfasst.

Aufgrund seiner hohen Bindungsaffinitat an PCNA (s. 1.2.3), welches ein zentrales
Regulatorprotein der DNA-Replikation ist, stellt sich die Frage, ob p21 auch
einen direkten Einfluss auf die Reparaturmechanismen nimmt. PCNA ist nicht nur
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essenziell fur die DNA-Synthese, sondern auch ein integraler Bestandteil nahezu aller
bekannten DNA-Reparaturwege. Eine kompetitive Bindung von p21 konnte daher
potenziell die Funktion von PCNA-interagierenden Reparaturfaktoren beeinflussen.
Allerdings liefern sowohl in-vitro- als auch in-vivo-Studien widersprichliche
Ergebnisse hinsichtlich des Einflusses von p21 auf die DNA-Reparatur (Cazzalini et
al., 2010; Tillhon et al., 2013; Ticli et al., 2022). Diese Diskrepanzen lassen sich zum
Teil auf die Unterschiede in den verwendeten Modellsystemen, die Zelltyp-
spezifischen Unterschiede sowie auf variierende Expressionsniveaus von

p21 zuruckfuhren, was die Interpretation der Daten erheblich erschwert.

5.1.2 Komplexitat der DNA-Schadensantwort und Rolle von p21

Kumaravel et al. (1998) berichteten erstmals Uber eine Interaktion zwischen p21 und
Ku70, einem zentralen Bestandteil der NHEJ, in peripheren Blutlymphozyten nach y-
Bestrahlung. Diese Assoziation war zeitlich und dosisabhangig: Sie lield sich bei einer
Dosis von 2 Gy innerhalb von zwei Stunden nachweisen, bei 4 Gy jedoch nicht mehr.
Die Autoren vermuteten, dass die Bindung von Ku70 an p21 eine Rolle bei der
Regulation des zellularen Schicksals nach DNA-Schadigung spielt, insbesondere im
Hinblick auf einen p21-vermittelten G1-Zellzyklusarrest. In humanen Fibroblasten, die
Schwerionenbestrahlung ausgesetzt waren, wurde eine schnelle Rekrutierung von
p21 an DNA-Schadensstellen beobachtet, begleitet von einer Kolokalisierung mit
reparaturbeteiligten Proteinen wie Mre11, Rad50 und PCNA (Jakob et al., 2002).
Interessanterweise erfolgte diese p21-Akkumulation unabhangig vom MRN-Komplex
(Mre11, Rad50, NBS1) und p53, sondern PCNA abhangig (Koike et al. 2011). Auch
Perucca et al. (2006) beobachtete, dass p21 in humanen Fibroblasten, die mit 337-
nm-Laser Dbestrahlt wurden und unter bestimmten Bedingungen gezielt
Doppelstrangbrichen erzeugten, an die entstandenen Schadensstellen rekrutiert
wurde. Die Forscher vermuten, dass die p21-Antwort nicht strikt von der Art der DNA-
Schadigung abhangt, sondern vielmehr mit PCNA-abhangigen

Reparaturmechanismen verknupft ist.

Dahingegen deuten andere Studien darauf hin, dass p21 eine regulierende Rolle bei
der replikationsgekoppelten Reparatur von DSBs spielen konnte. In p21-defizienten
Zellen wurde eine erhdhte Empfindlichkeit gegenuber DSB-auslésenden Substanzen
(u.a. CPT) beobachtet, begleitet von einer verstarkten Aktivierung des fehleranfalligen
NHEJ-Reparaturwegs und einer gleichzeitigen Reduktion der effizienten HR (Mauro et
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al., 2012). Dies legt nahe, dass p21 die HR bevorzugt unterstutzt und NHEJ hemmt.
Zusatzlich wurde eine direkte Bindung von p21 an die p50-Untereinheit der DNA-
Polymerase & nach DNA-Schadigung gefunden, welche CDK2 und nicht PCNA
assoziiert war. Dies deutet eher auf einen Zusammenhang mit dem Zellzyklus als mit
der DNA-Reparatur hin (Li et at., 20006).

Die Rolle von p21 in der NER ist bislang nicht eindeutig geklart und Gegenstand
kontroverser Diskussionen. Wahrend einige in vitro-Studien nahelegen, dass p21 die
DNA-Replikation, nicht jedoch die DNA-Reparatur hemmt (Li et al., 1994; Shivji et al.,
1994), berichten andere von einer hemmenden Wirkung (Pan et al., 1995; Podust et
al., 1995). Cooper et al. (1999) zeigte, dass der C-Terminus von p21 die NER sowohl
in vitro als auch in vivo hemmen kann. Die Hemmung tritt nicht bei physiologisch
niedrigen, sondern erst bei hohen Konzentrationen des p21-Fragmentes im Verhaltnis
zu PCNA auf. Die Hemmung ist PCNA-abhangig, da sie durch Zugabe von
zusatzlichem PCNA aufgehoben werden konnte. Neue Erkenntnisse (Hasan et al.,
2001; Cazzalini et al., 2008; Tillhon et al., 2012) deuten darauf hin, dass p21 nicht nur
durch PCNA-Bindung, sondern auch indirekt Uber die Modulation von p300, einer
lysinacetylierenden Histonmodifikation, Einfluss auf den NER-Prozess nimmt. Diese
Ergebnisse legen nahe, dass p21 die Reparaturaktivitat Uber multiple Mechanismen —
sowohl strukturell als auch funktionell — reguliert. Gratchev (2008) berichtete Uber die
hemmende Funktion von p21 im NER an einem Modell an Mausen fur das Xeroderma
pigmentosum (einer genetisch bedingten NER-Storung). Hierbei beschrieb er, dass
eine Hochregulation von p21 die NER-Aktivitat verringert und umgekehrt. Im
Gegensatz dazu existieren auch Gegenbefunde, die zeigen, dass p217/~-Zellen
selbst NER-defizient sein konnen (Stivala et al., 2001) und, dass p21 NER in vivo nicht
hemmte (Soria et al., 2008; Al Bitar und Gali-Muhtasib, 2019), was eher auf eine
unterstitzende Rolle von p21 schlie3en lasst.

Letztendlich lasst sich eine Erklarung schwer formulieren, da die durch DNA-Schaden
ausgeloste zellulare Signalkaskade aulRerst komplex ist und eine Vielzahl molekularer
Faktoren umfasst. In diesem Kontext ist zu betonen, dass p21 lediglich einen
Teilaspekt der DNA-Schadensantwort darstellt und seine Expression durch endogene
und exogene Faktoren beeinflusst wird, darunter p53, Zellzyklusstatus,
Reparaturmechanismen und posttranslationale Modifikationen. Dennoch lasst sich
feststellen, dass die beobachtete p21-GFP-Dynamik jeweils eindeutig der
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zugrundeliegenden  Schadigungsart  zugeordnet  werden kann. Diese
Schadigungsarten unterscheiden sich nicht nur in ihrer chemisch-physikalischen
Wirkung, sondern besitzen auch einen jeweils definierten Angriffspunkt im
Zellstoffwechsel. Daraus resultieren unterschiedliche Auslosepunkte und Wege der
DNA-Schadensantwort, die letztlich auch das Ausmald und die Kinetik der p21-
Expression beeinflussen. Zur weiteren Aufklarung der molekularen Hintergrinde
erscheint es daher notwendig, die beteiligten Signalwege in zuklnftigen Arbeiten
detailliert zu quantifizieren und systematisch zu untersuchen. Es ist naheliegend
anzunehmen, dass sich die Ursachen fur die divergente p21-Dynamik genau dort
finden lassen —in der differenziellen Aktivierung, Modulation und Integration der

zellularen Stressantwort abhangig von der Art des DNA-Schadens.

5.1.3 Zuverlassigkeit der Methodik und kritische Reflexion

Die durchgefuhrten Experimente mittels Durchflusszytometrie erscheinen bei der
Uberprifung méglicher Fehlerquellen als zuverlassig. Die verwendete Methodik
basiert auf der Durchflusszytometrie, einer etablieten und bewahrten
Analysemethode, die seit Jahren als verlasslicher Standard in der Wissenschaft gilt
und in z.B. der Molekularbiologie, Virologie, Bakteriologie, Krebsbiologie, Immunologie
und der Uberwachung von Infektionskrankheiten Anwendung findet (McKinnon, 2018).
Eine mogliche Fehlerquelle konnte in einer fehlerhaften Bestrahlungs- und
Behandlungsintensitat infolge von Nichteinhaltung der vorgesehenen Zeitintervalle
liegen. Die Rontgenbestrahlung der Zellen erfolgte am Gulmay RS225-
Bestrahlungsgerat des Labors fur Molekulare Radioonkologie der Klinik und Poliklinik
fur Strahlentherapie und Radioonkologie des Universitatsklinikums Dusseldorf. Dieses
Gerat ermoglicht die Bestrahlung von Zellkulturen mit 150 kV-Rontgenstrahlen unter
Bedingungen von 37 °C und findet in vielen Studien gelaufig inre Anwendung. Da sich
das Gerat in einem anderen Gebaude befindet, mussten die Zellkulturflaschen fur die
Bestrahlung in Styroporboxen transportiert und wahrend der Bestrahlung in den dort
verfugbaren Inkubatoren zwischengelagert werden. Der Transportweg betrug fulllaufig
etwa 15 min pro Strecke. Es ist denkbar, dass Schwankungen in Temperatur und
Luftfeuchtigkeit sowie Veranderungen in den Konzentrationen von Sauerstoff und
Kohlenstoffdioxid einen Einfluss auf die Zellen und ihr Wachstumsverhalten
genommen haben konnten. Ebenso konnten suboptimale lebenserhaltende

Bedingungen und transportbedingte Scherkrafte die Zellviabilitat beeintrachtigt haben
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(Miller et al., 2017). Studien zeigen, dass Temperaturen unterhalb von 37 °C in vitro
zu einer reduzierten Proliferationsrate und einer doppelt so hohen Verdopplungszeit
fuhren kdnnen, begleitet von einem niedrigeren Mitoseindex. Nach bestem Wissen und
mit groRtmoglicher Sorgfalt wurden die vorgesehenen Intervalle wahrend des
Versuchsablaufs sowie des Transportes eingehalten. Zudem zeigten sich in den
Ergebnissen Uuber mehrere unabhangigen Versuchsreihen hinweg konstante Werte
ohne groRere Abweichungen, was den guten Zustand der Zellen und die

Zuverlassigkeit der Experimente weiter unterstutzt.

Trotz der unterschiedlichen Anzahl an Wiederholungen der Experimente der beiden
Behandlungsgruppen erscheinen beide Datensatze als verlasslich, da pro Versuch
jeweils 30.000 Ereignisse mittels durchflusszytometrische Analyse erfasst wurden.
Dadurch ergibt sich eine insgesamt sehr grof3e Stichprobe. Die hohe Ereigniszahl tragt
dazu bei, zufallige Schwankungen zu minimieren und die Aussagekraft der Ergebnisse
deutlich zu erhohen. Insgesamt sind im Verlauf der Versuchsreihen keine
systematischen Fehler in der Durchfihrung erkennbar geworden. Um die
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse jedoch zu uberprufen, ware es sinnvoll, die
Experimente zu wiederholen. Zudem konnten auch weitere zelltoxische
Substanzen/Bedingungen und deren spezifische Dosis-Wirkungsbeziehung der p21-

GFP-Induktion Gegenstand der Untersuchung sein.

5.1.4 Potenzial von p21-GFP als Biomarker und in der

onkologischen Therapie

Die vorliegenden Ergebnisse bestatigen die Eignung von p21-GFP als Marker zur
Detektion von DNA-Schadigung, wie bereits von Koike et al. (2011) beschrieben.
Angesichts der vielseitigen Funktionen von p21 in der Genregulation sowie seiner
Rolle bei der genomischen Stabilitat, Apoptose, Seneszenz und DNA-Reparatur ergibt
sich ein komplexes Bild: p21 kann sowohl tumorsuppressive als auch onkogene
Aktivitaten entfalten (s. 1.2.9). Diese duale Wirkung beeinflusst nicht nur die
Krebsentstehung, sondern auch die Effektivitat DNA-schadigender Wirkstoffe und
anderer Medikamente, die p21 induzieren. Eine grof3e Herausforderung besteht darin,
gezielt die onkogenen Funktionen von p21 zu hemmen, ohne seine tumorsuppressiven
Eigenschaften zu beeintrachtigen. Ein vielversprechender Ansatz ware die
Entwicklung von Substanzen, die spezifisch die Interaktion von p21 mit CDK4/6-
Cyclin-D-Komplexen verhindern, wahrend die Hemmung von CDK2 und CDK1
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erhalten bleibt. Alternativ konnten upstream- oder downstream-liegende Regulatoren
von p21 als therapeutische Ziele dienen. Besonders attraktiv erscheint die gezielte
Hemmung der antiapoptotischen Funktionen von p21 in Kombination mit DNA-
schadigenden Therapien. Mehrere etablierte Wirkstoffe, etwa Histon-Deacetylase-
(HDAC)-Hemmer (Ocker und Schneider-Stock, 2007; Belluci et al., 2013) oder Statine
(Ukomadu und Dutta, 2003; Wang et al., 2017), wirken zumindest teilweise Uber eine
p21-Induktion und werden auf ihr antitumorales Potenzial untersucht. Allerdings
erfordert die therapeutische Modulation von p21 aufgrund der komplexen Netzwerke
seiner biologischen Funktionen grof3e Vorsicht.

In diesem Zusammenhang stellt sich die wichtige Frage, ob p21-GFP als Biomarker in
der Onkologie eingesetzt werden konnte. Denkbar ware eine Bestimmung der p21-
GFP-Konzentration zur Pradiktion, ob tumorsuppressive oder onkogene Effekte
uberwiegen. Ebenso konnte eine Messung der p21-GFP-Dynamik vor und nach
Beginn der Chemotherapie eingesetzt werden, um Therapieeffekte frihzeitig zu
beurteilen und die weitere Behandlung, etwa eine Dosisanpassung, zu steuern. Erste
Ansatze zeigen bereits, dass die Dynamik der p21-Expression genutzt werden kann,
um eine Prognose bezuglich Seneszenz oder Proliferation nach DNA-Schadigung zu
stellen (Hsu et al., 2019).

Des Weiteren konnte p21-GFP als biologischer Messwert zur Erfassung von
Zellschadigungen unterschiedlicher Ursachen, wie etwa Rontgen-, UVA- und UVB-
Strahlung oder der Behandlung mit verschiedenen Zytostatika eingesetzt werden.
Auch Bahreyni-Toossi et al. (2021) suggerieren, dass p21 eine zentrale Rolle der
Zellreaktion auf Strahlung spielt und schlugen vor, p21 als potenziellen Biomarker zur
Vorhersage der Strahlenempfindlichkeit in normalen Zelllinien einzusetzen. p21-GFP
konnte genutzt werden, um zellulare Stressreaktionen standardisiert zu quantifizieren.
In diesem Kontext ist die Entwicklung eines standardisierbaren Biosensors, so wie er
in dieser Arbeit vorgestellt wird, bestehend aus einer Kombination von
durchflusszytometrischer Analyse und weiteren komplementaren Messverfahren, ein
innovativer Ansatz. Dieser Biosensor kann nicht nur die Zytotoxizitat bekannter
Expositionen erfassen, sondern auch fur das Screening neuer Substanzen eingesetzt
werden. Dies hatte den zusatzlichen Vorteil, Tierversuche zu reduzieren oder gar zu
vermeiden, indem in vitro prazisere und hochsensitive Methoden zur Risikobewertung
und Wirksamkeitsprufung bereitgestellt werden. Die Etablierung von p21-GFP-

basierten Testsystemen konnte damit einen wichtigen Beitrag zur modernen
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toxikologischen Forschung und zur Entwicklung alternativer Testmethoden leisten.
Diese Perspektiven unterstreichen die Relevanz weiterer Untersuchungen zur
prazisen Charakterisierung der p21-Regulationsmechanismen in unterschiedlichen

therapeutischen Kontexten.

5.2 Erkenntnisse aus dem Live cell imaging nach

Rontgenbestrahlung

Die Ergebnisse der durchflusszytometrischen Analysen der mit Rontgenstrahlen-
behandelten Zellen suggerieren, dass die DNA-Schadigung eine relativ homogene
Induktion der p21-GFP-Expression in der Zellpopulation verursacht. Dieses Bild einer
gleichmafigen p21-Antwort kontrastiert jedoch mit Beobachtungen aus Vorversuchen
des Gastlabors sowie mit Ergebnissen weiterer Studien (Ciznadija et al., 2011;
Stewart-Ornstein und Lahav, 2016; Barr et al., 2017; Sheng et al., 2019; Tran et al.,
2022), die eine deutliche Heterogenitat der p21-Expression auf Einzelzellebene
zeigten. Es stellte sich daher die Frage, ob die Induktion von p21 durch DNA-
Schadigung von der Zellzyklusphase abhangt, in der sich die Zelle zum Zeitpunkt der
Schadigung befand. Jackson (2002) postulierte, dass der Weg fur die Reparatur von
DNA-Doppelstrangbrichen durch die Zellzyklusphase zum Zeitpunkt der DNA-
Schadensinduktion beeinflusst wird. Zur Beantwortung dieser Frage verfolgten wir
mittels Live cell imaging die dynamischen und heterogenen zellularen Antworten auf
DNA-Schadigung in Echtzeit, um die p21-GFP-Dynamik detaillierter zu

charakterisieren.

5.2.1 Heterogenitat in der p21-GFP-Expression und Einfluss der
Zellzyklusphase

Auch in dieser Arbeit wurde eine Heterogenitat der p21-GFP-Expression nach DNA-
Schadigung beobachtet. Einzelne Zellen zeigten zwei Tage nach Rontgenbestrahlung
eine deutliche Expression von p21-GFP, wahrend andere nur geringe oder keine
Fluoreszenz aufwiesen. Im weiteren Verlauf des Experiments erwies sich die
Abhangigkeit der p21-GFP-Expression von der Zellzyklusphase zum Zeitpunkt der
DNA-Schadigung als irrelevant. Unsere Auswertung zeigte, dass unabhangig vom
Zeitpunkt der Zellzyklusphase, in der die Zellen bestrahlt wurden, es immer Zellen gab,
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die in der G1- oder G2-Phase eine grune Fluoreszenz aufweisen und somit p21-GFP
exprimieren. Sobald die S-Phase anfing, war keine grune Fluoreszenz der Zellen zu
vermerken. Diese Erkenntnis kann mit dem Abbau von p21 vor Beginn der S-Phase
durch die beiden Ubiquitinligasen CRL4Cdt2 und SCFSkp2 begrundet werden (Barr et
al. 2017). Interessanterweise konnte Sheng et al. (2019) abgeschwachte oder
verzogerte p21-Expression beobachten. Durch die Kombination
von Zeitraffermikroskopie endogener Fluoreszenzreporter mit computergestutzter
Einzelzell-Analyse konnte detailliert nachvollzogen werden, wie die p53-vermittelte
DNA-Schadensantwort im Verlauf des Zellzyklus angepasst wird. Erstaunlicherweise
wurden auch bei hoheren Bestrahlungsdosen stets homogene p53- und heterogene
p21-Reaktionen beobachtet und unterschiedliche Schadigungsgrade schienen keine
divergierende p21-Dynamik zu verursachen. Sie suggerieren, dass die p21-Dynamik
bei Bestrahlung von der anfanglichen Zellzyklusphase und dem Zellzyklusverlauf
wahrend der Schadigungsreaktion abhangt. Die Ergebnisse von Sheng et al. (2019)
zeigen, dass die heterogene p21-Dynamik nach DNA-Schadigung maf3geblich durch
einen S-Phasen-spezifischen Abbau von p21 GUber PCNA/CRL4Cdt2 verursacht wird,
der essenziell fur die Aufrechterhaltung der Genomstabilitatist. Mathematische
Modellierungen und experimentelle Validierungen zeigten, dass der gezielte Abbau
von p21 in der S-Phase allein ausreicht, um die beobachtete Heterogenitat der p21-

Expression zu erklaren.

Interessanterweise demonstrieren die Ergebnisse von Tran et al. (2022), dass die
Heterogenitat der p21-Antwort auf DNA-Schaden stark vom Zellzyklusstadium zum
Zeitpunkt der Bestrahlung abhangt. In ihrer Studie wurden Zellen anhand ihres Status
in frhe (G1) und spate Zellzyklusphasen (S, G2, M) unterteilt. Besonders auffallig war,
dass Zellen, die in den spateren Phasen bestrahlt wurden, eine deutlich starkere p53-
und p21-Induktion zeigten und gleichzeitig im Verlauf von funf Tagen weniger
Zellteilungen aufwiesen. Diese Beobachtungen legen nahe, dass Zellen in S/G2/M-
Phasen empfindlicher gegenuber DNA-Schaden sind und mit einem starkeren,

proliferationshemmenden Signal antworten.

5.2.2 Mutter-Tochter-Vererbung von p21 als maogliches
molekulares Gedachtnis

Basierend auf den Ergebnissen von Barr et al. (2017) lassen sich zentrale Parallelen
zu den eigenen Beobachtungen aus den Live cell imaging Versuchen ziehen. Wir
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observierten nach Bestrahlung mit 5 Gy eine Zunahme von Zellen, die nach der Mitose
p21-GFP exprimierten und eine verlangerte G1-Phase aufwiesen. Bei 10 Gy
Bestrahlung gab es nahezu keine Zellen mehr, die ohne p21-GFP-Expression durch
den Zellzyklus gingen, und die Haufigkeit von Zelltodereignissen nahm deutlich zu.
Auch Barr et al. (2017) machten die Beobachtung, dass die Lange der G1-Phase mit
der Hohe der p21-Expression korreliert. Zusatzlich wiesen G1-Zellen die héchste und
variabelsten p21-Spiegel auf. Ebenso konnte kein p21 in der S-Phase detektiert
werden. Sie beobachteten bemerkenswerterweise keinen Abbau von p21 in der Mitose
und suggerieren, dass Tochterzellen p21 von ihrer Mutterzelle Gbernehmen. Diese
Hypothese wurde durch die positive Korrelation zwischen den p21-Werten in der G2-
Phase der Mutter und der G1-Phase der Tochter gestutzt. Auch zwischen
Schwesterzellen bestand eine signifikante Korrelation sowohl hinsichtlich der p21-
Spiegel als auch der G1-Dauer. Diese p21-Kontinuitdt konnte als molekulares
Gedachtnis dienen, das Informationen uber den DNA-Schadensstatus in die nachste

Zellgeneration Ubertragt.

5.2.3 Methodische Herausforderungen und Optimierungspotential

Die zuletzt genannte Beobachtung von Barr et al. (2017) konnten wir leider aufgrund
der methodischen Einschrankungen nicht bestatigen. Trotz der geringen Kulturflache
der eingesetzten 4-Well-Slides, welche die prazise Nachverfolgung einzelner Zellen
Uber den gesamten Beobachtungszeitraum erleichtern sollte, war diese nicht
ausreichend, sodass die Rander der Kulturflache durch das Sichtfeld des Mikroskops
abgeschnitten wurden. Des Weiteren bestand aufgrund der kleinen Flache der Slides
das Risiko von Aussaat einer unbeabsichtigt Uberhdhten Zelldichte, welches zur
limitierten Nahrstoffverfugbarkeit sowie Kontaktinhibition und somit zur Hochregulation
von p21 fuhren kdnnte ohne zusatzliche externe Schadigung (Hoeferlin et al., 2011).
Mit diesem Wissen wurde verschiedene Verdinnungen pro Well vorbereitet und die
anhand der Zelldichte und -morphologie am besten geeignete Verdunnung fur die Live
cell imaging verwendet. Die Uberwindung dieser Herausforderung spiegelt sich in den
Ergebnissen der unbehandelten Kontrollgruppe im Vergleich zu den Behandelten
wider. Auch hier bestand eine potenzielle Fehlerquelle aufgrund der Transportzeit, wie
oben (s. 5.1.3) bereits behandelt. Zu Beginn der Live cell imaging traten technische
Schwierigkeiten auf, die auf die Versiegelung der Wells mit Paraffin zurickzufuhren

waren. Aufgrund thermischer Kontraktionen kam es wahrend der 48-stindigen
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Aufnahmephase 2zu Fokusabweichungen, was die Bilddaten der ersten
Versuchsdurchlaufe unbrauchbar machte. Nach Entfernung des Paraffins konnten
diese Fokusprobleme deutlich reduziert werden. Die Bildaufnahme am konfokalen
Mikroskop erfolgte automatisiert alle 15 min. Da sich der Fokus dennoch gelegentlich
etwas verschob, wurden in regelmafigen Abstanden manuelle Kontrollen durchgefuhrt
und gegebenenfalls der Fokus nachjustiert. Dabei entstandene Kontrollbilder wurden
bei der Datenauswertung ausgeschlossen bzw. abgezogen. Letztlich konnte das
Experiment erfolgreich in drei unabhangigen Versuchsreihen durchgefuhrt werden —
ohne Austrocknung der Zellkulturen. Nichtsdestotrotz bleibt die Zahl der analysierten
Zellen insgesamt begrenzt, weshalb zusatzliche Wiederholungen mit optimierter
Zellverfolgung, besserem Imaging-Setup und gro3erem Beobachtungsfeld erforderlich

sind, um die aufgeworfenen Fragestellungen zuverlassig zu untersuchen.

Der Einsatz von PCNA als Marker zur Bestimmung der Zellzyklusphase erwies sich
auch in dieser Arbeit als verlasslich und valide. Mehrere Forschungsgruppen haben
PCNA bereits erfolgreich zur Phaseneinteilung von Zellen genutzt (Celis et Celis,
1985; Leonhardt et al., 2000; Kisielewska et al., 2005; Kalfalah et al. 2015), da das
typische Verteilungsmuster der PCNA-Fluoreszenz eine klare Differenzierung der
Zellzyklusphasen — insbesondere S-Phase gegenuber G1 und G2 — erlaubt. Diese
Methode eignet sich daher sehr gut zur parallelen Analyse von Zellzyklusstatus und
p21-GFP-Expression im Live cell imaging.

Eine wesentliche Einschrankung ergibt sich jedoch aus der manuellen, visuellen
Auswertung der Fluoreszenzsignale. Insbesondere die Unterscheidung zwischen nicht
fluoreszierenden und schwach grun fluoreszierenden Zellen unterliegt einer gewissen
Subjektivitat, da der Punkt, an dem die p21-GFP-Expression als ,positiv‘ gewertet
wird, nicht exakt definiert ist. Diese Schwelle kann je nach Beobachter variieren und
birgt somit das Risiko einer systematischen Verzerrung. Unsere Versuche wurden alle
durch die gleiche Person ausgewertet, um diese Variabel zu verringern. Um die
Aussagekraft zuklnftiger Analysen zu erhohen, ware der Einsatz automatisierter
Bildanalyseverfahren, wie etwa computergestutzter Segmentierungsalgorithmen oder
auf Deep Learning basierender Zelltracker, sinnvoll. Eine weitere Option bestinde in
der quantitativen Messung der Fluoreszenzintensitat pro Zelle, um objektive
Schwellenwerte fur die p21-GFP-Expression zu definieren und interindividuelle
Bewertungsschwankungen zu eliminieren. Solche standardisierten Verfahren kdonnten
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die Reproduzierbarkeit verbessern und ermdglichen dartber hinaus eine prazisere

Korrelation von Fluoreszenzsignal, Zellzyklusphase und zellularem Schicksal.

Zudem konnte eine sinnvolle Erganzung in einer zuklnftigen Folgearbeiten die
gleichzeitige Bestimmung der Zellzyklusphasen sowie die Erfassung von
Zelltodereignissen mittels durchflusszytometrischer Analyse (Darzynkiewicz et al.,
2001; McKinnon, 2018) erfolgen und diese mit den Ergebnissen der Live cell imaging

zu vergleichen.

5.2.4 p21 und zellulare Seneszenz

Eine weitere essenzielle Funktion von p21 neben dem Zellzyklusarrest, ist die
Einleitung der Zelle in die Seneszenz. Dieses Phanomen wurde jedoch nach den 48 h
unseres Experimentes nicht beobachtet, da es sich hierbei um einen komplexen und
zeitlich verzogerten Prozess handelt (Kumari und Jat, 2021). Eine irreversible
Seneszenz erfordert in kultivierten Zellen einen langeren Zeitraum von mindestens vier
Tagen von Reizen (He und Sharpless, 2017). Da seneszente Zellen bevorzugt in der
G1- oder GO-Phase verweilen, wurden sie sich in den Versuchen in diesen
Zellzyklusphasen zuordnen lassen. Darlber hinaus ist es denkbar, dass
unterschiedliche Schadigungsarten ein jeweils unterschiedliches Potenzial zur
Seneszenzinduktion besitzen, was sich wiederum auf die beobachteten
Verteilungsmuster der p21-Expression auswirken konnte. Die Forschungsgruppe von
Janicke et al. (2007) zeigte, dass p21 in stressgeschadigten Zellen tendenziell eher
eine seneszente Reaktion als den programmierten Zelltod begunstigt. Vor diesem
Hintergrund erscheint es plausibel, dass jene Zellen, die in unseren Experimenten eine
hohe p21-GFP-Expression aufwiesen, moglicherweise spater in einen seneszenten
Zustand ubergehen.

5.3 p21-GFP-Expression nach CPT-Behandlung -

Momentaufnahmen

Zur Untersuchung der bei der durchflusszytometrischen Analyse beobachteten
biphasischen p21-GFP-Expressionsdynamik bei CPT-behandelten Zellen wurden ein
weiterer Versuch mittels konfokaler Fluoreszenzmikroskopie 48 h nach Behandlung

durchgefuhrt. Im Gegensatz zur unbehandelten Kontrollgruppe wiesen die CPT-
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behandelten Zellen eine auffallig hohe p21-GFP-Expression auf. Zudem fielen grole,
morphologisch auffallige Zellen sowie solche auf, die zellzyklisch nicht mehr
klassifizierbar waren. In einigen Zellen waren die typischen Merkmale aktiver
Zellzyklusphasen weitgehend verschwunden. In beiden CPT-Konzentrationen wurden
vermehrt Zellen mit stark erhohter p21-GFP-Expression sowie einzelne
Zelltodereignisse beobachtet. Diese Beobachtungen stutzen die Hypothese, dass CPT
in hoherer Konzentration zu einer zunehmend heterogenen Zellantwort fuhrt, was den
zweiten Peak in der durchflusszytometrischen Analyse plausibel erklaren kdnnte. Die
hier durchgefuhrten Versuche liefern wertvolle Momentaufnahmen der p21-GFP-
Expression 48 h nach CPT-Behandlung. Ein vielversprechender nachster Schritt ware
daher die Durchfuhrung eines vergleichbaren Live cell imaging Experiments Uber
denselben Zeitraum. Ein solcher Versuchsaufbau wirde es ermdglichen, die p21-
GFP-Expressionsverlaufe unter CPT-Einfluss mit denen nach Rontgenschadigung zu
vergleichen und Ruckschlisse auf Unterschiede in der Auspragung und
Zellzyklusabhangigkeit der p21-Antwort zu ziehen. Aufgrund des hohen
experimentellen Aufwands und begrenzter zeitlicher Ressourcen konnte diese
Untersuchung im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht mehr realisiert werden. Sie
stellt jedoch eine logische und inhaltlich bedeutsame Erweiterung dar, die im Rahmen

einer zukunftigen Folgearbeit angestrebt werden sollte.

5.4 Schlussfolgerung

Die vorliegende Arbeit liefert einen Einblick in die dynamische p21-GFP-Expression
als Reaktion auf DNA-Schadigung durch unterschiedliche zelltoxische Einflusse wie
Rontgenbestrahlung und einem Topoisomerase-l Hemmer. Sowohl die
durchflusszytometrischen Analysen als auch die Live cell imaging Versuche
verdeutlichen, dass p21 nicht nur als unmittelbarer Sensor zellularen Stresses fungiert,
sondern auch eine zentrale Schnittstelle zwischen Zellzyklusregulation, DNA-
Reparatur, Apoptose und Seneszenz bildet. Die Untersuchungen zeigen, dass p21-
Dynamiken spezifisch auf Art und Dosis der Schadigung reagieren. In der vorliegenden
Arbeit konnte kein Zusammenhang zwischen der Zellzyklusphase zum Zeitpunkt der
DNA-Schadigung mit der p21-GFP-Expression beobachtet werden. Trotz
methodischer Herausforderungen konnten jedoch reproduzierbare Ergebnisse erzielt
werden. Die Ergebnisse legen nahe, dass p21-GFP in Zukunft ein vielversprechender
Biomarker fur die Detektion von DNA-Schaden sein kdnnte.
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Nachfolgende Arbeiten sollten die hier aufgezeigten Ansatze weiterverfolgen, um die
Funktion, Regulation, Expression und Dynamik von p21 in unterschiedlichen

Kontexten weiter aufzuklaren.
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9 Anhang

9.1 Durchflusszytometrische Analyse der mittleren
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9.2 Durchflusszytometrische

Fluoreszenz nach CPT-Behandlung
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9.3

Rohdaten der

48

Rontgenbestrahlung

h Live

cell

imaging nach

G2 Mitose, X. Bild G1 S-Phase, X. Bild | Lange der G1-Phase in
min
unbehandelt
ng 23 g 35 180
ng 31 g 50 285
ng 38 ng 48 150
ng 28 ng 38 150
ng 47 ng 56 135
ng 54 ng 61 105
ng 64 ng 73 135
ng 53 g 76 345
ng 55 g 66 165
ng 62 g 82 150
ng 60 ng 70 150
ng 65 ng 75 150
ng 64 ng 78 210
ng 64 g 74 150
ng 60 ng 73 195
ng 91 ng 104 195
ng 94 ng 105 165
ng 95 ng 104 135
ng 100 ng 117 255
ng 111 ng 122 165
ng 112 ng 123 165
ng 116 ng 125 135
ng 109 g 118 135
ng 118 ng 126 120
ng 114 ng 125 165
ng 115 ng 128 195
ng 122 ng 132 150
g 62 g 81 285
g 62 g 73 165
5 Gy
ng 21 g 29 120
ng 22 g 31 135
ng 21 ng 32 165
ng 25 Zelltod
ng 24 g 40 240
ng 27 g 41 210
ng 29 g 59 450
ng 33 ng 45 180
ng 31 g 41 150
ng 32 g 48 240
ng 35 g 48 195
ng 37 g 45 120
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ng 37 g 48 165
ng 37 g, Zelltod

ng 37 g 49 180
ng 37 g 49 180
ng 39 g 49 150
ng 40 g 50 150
ng 51 Zelltod

ng 41 g 53 180
ng 43 g 55 165
ng 47 ng 59 180
ng 55 Zelltod

ng 47 g 60 195
ng 49 ng 59 150
ng 46 g 54 120
ng 49 g 59 150
ng 48 g 52 60
ng 54 g 64 150
ng 52 g 61 135
ng 55 ng 64 135
ng 56 g 65 150
ng 57 g 72 225
ng 55 g 65 150
ng 61 g 72 165
ng 60 ng 78 270
ng 63 g 73 150
ng 65 g 75 150
ng 73 g 84 165
ng 73 ng 86 195
ng 76 ng 86 150
ng 84 ng 94 150
ng 84 ng 95 165
ng 91 g 106 225
ng 91 g 105 210
ng 90 g 98 120
ng 91 g 103 180
ng 89 g 104 225
ng 93 g 105 180
ng 94 g 106 180
ng 90 ng 99 135
ng 105 g 121 240
ng 106 Zelltod

ng 106 g 123 225
ng 105 g 118 195
ng 107 g 118 165
ng 111 g 125 210
ng 108 Zelltod

ng 115 g 131 240
ng 117 g 131 210
ng 123 ng 133 150
ng 130 g 149 285
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ng 133 g 153 300
ng 136 g 147 165
ng 140 g 150 150
ng 150 g 161 165
g 15 g 27 180
g 16 g 47 465
g 20 g 32 180
g 18 g 41 345
g 21 g 31 150
g 64 g 97 495
10 Gy
ng 44 g 54 150
ng 46 g 56 150
ng 52 g 61 135
ng 62 g Zelltod
ng 53 g 60
ng 34 g 44 195
ng 62 g 73 150
ng 65 g Zelltod 165
ng 62 g 75 195
ng 89 g, Zelltod
ng 85 g Zelltod
ng 82 g 91 135
ng 71 g 85 210
ng 89 g 106 255
ng 95 g 111 240
ng 111 g 120 135
ng 114 g 130 240
ng 117 g 135 270
ng 104 g 115 165
ng 103 g 113 150
ng 121 g Zelltod
ng 125 g, Zelltod
ng 117 g, Zelltod
ng 120 g 132 180
ng 125 g 143 270
ng 122 g 138 240
ng 131 g, Zelltod
ng 134 g 148 210
ng 160 g 172 180
ng 162 g 180 270
ng 145 g 166 315
ng 157 g 182 375
ng 150 g 184 510
g 36 g 81 645
g 84 g 112 420
g 85 g, Zelltod
g 71 g 86 225
g 57 g 70 195
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