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1 EINLEITUNG

Tumorerkrankungen sind bereits jetzt eine der grofiten Herausforderungen der modernen
Medizin. Angesichts der weiter fortschreitenden Uberalterung insbesondere westlicher
Gesellschaften ist dariiber hinaus von einer weiteren Inzidenzsteigerung auszugehen'.
Daher ist es unverdndert von hohem wissenschaftlichem sowie volkswirtschaftlichem
Interesse, die Entstehung von Tumoren weiterhin intensiv zu erforschen, um sie besser

verstehen und effektivere Behandlungskonzepte entwickeln zu kdnnen.

1.1 Karzinogenese

Die Entstehung von soliden Tumoren wird heute durch das Mehrstufenmodell erklért?,

welches sich in Initiation, Promotion und Progression unterteilt’.

In der Initiationsphase kommt es z.B. durch ein Karzinogen zu einer Mutation in einem
Gen einer Zelle, welche im Genom persistiert, wenn es nicht zu einer Reparatur der DNA

oder zur Einleitung der Apoptose kommt.*

Durch einen in der Promotionsphase ausgeldsten Wachstumsreiz, der eine unter-
schiedliche Quelle haben kann, beginnt die Proliferation der mutierten Zelle. Wahrend
der Proliferation wird die mutierte und instabile DNA an die Tochterzellen
weitergegeben, womit das Risiko fiir weitere Mutationen auch in Tumor-suppressorgenen
erhoht wird. Es entsteht so bei konstantem Wachstumsreiz ein prianeoplastisches Stadium
der mutierten Zellen, welche organbegrenzt wachsen und nicht metastasieren.
Grundsitzlich ist dieses Stadium bei fehlendem Wachstumsreiz reversibel, da sich die

imitierten Zellen dann nicht mehr vermehren konnen.*

SchlieBlich bedingen in der Progressionsphase sowohl weitere Mutationen in
Tumorsuppressorgenen als auch die Umwandlung von Proto-Onkogenen in Onkogene
die maligne Transformation der Zelle. Die Zelle teilt sich nun stetig auch ohne
Wachstumsreiz und ist immortal. Es kann eine Tumormasse aufgebaut werden und die
Zellen entdifferenzieren sich weiter. Des Weiteren wachsen sie verdrangend und kdnnen

metastasieren.?



1.2 Zellzyklus

Der Zellzyklus beschreibt den Zeitraum zwischen zwei Zellteilungen einer eukaryoten
Zelle und ist in Phasen unterschiedlicher Aktivitit eingeteilt. Da sich bei einer Zell-
teilung (Mitose oder M-Phase) der in der Replikation duplizierte DNA-Gehalt einer Zelle
jeweils auf die beiden Tochterzellen halbiert, muss er sich bis zur néchsten Teilung in der
Synthese- oder S-Phase wieder verdoppeln. Die Phasen zwischen M- und S-Phase werden

als Gap-Phasen (G; und G) bezeichnet.’

Die einzelnen Phasen der Mitose sowie der Zeitraum, in dem der mitotische Spindel-

Checkpoint (MSC) aktiv ist, sind in Abbildung 1 dargestellt.
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Abbildung 1 Konzertierter Ablauf der Mitosephase und Einflussbereich des mitotischen
Checkpoints®

Das in der vorliegenden Arbeit genauer betrachtete Gen bublb codiert fiir einen Teil des
multimeren Proteinkomplexes (Siehe Abbildung 2), der den in der Prometaphase aktiven

MSC kontrolliert.

1.3 Aneuploidie und chromosomale Instabilitit

Die Aneuploidie ist eine Chromosomenaberration bei der einzelne Chromosomen
zusitzlich zum iiblichen Chromosomensatz, in Eukaryoten sind es 46 Chromosomen,
vorhanden sind oder fehlen. Liegt keine Aneuploidie vor, nennt man diesen Zustand

Euplodie. In Tumorzellen liegt {iberproportional hiufig eine Aneuploidie vor.’

Eine Aneuploidie kann auf mehrere Ursachen zuriickgefiihrt werden, die im Folgenden

beispielhaft aufgefiihrt werden:

- Aberrante Mitose als Ursache von Polyploidisierung durch z.B. Zell-Zell-Fusion

oder Defekten in der Duplikation der Zentromere®®



- Defekte bei der Kohision der Chromosomen, die durch die Protease, hier die
Separase, reguliert wird, welche wiederum von Securin inhibiert wird. Eine

Inaktivierung dieser Enzyme kann daher zum Chromosomenverlust fiihren.!%-12

- Insuffiziente Verbindung der Chromosomen an den Mikrotubuli des
Spindelapparates, durch z.B. mehrfaches Anhaften von Mikrotubuli an einem

Kinetochor beider Pole!?

- Defekte im MSC, sodass die FEinleitung der Anaphase beginnt, bevor alle

Chromosomen suffizient mit dem Spindelapparat verbunden sind®

Chromosomeninstabilitit tritt insbesondere dann auf, wenn es zu Mutationen in Genen
kommit, die fiir DNA-Reparaturproteine codieren. Durch diese Mutationen kommt es zu
einer mangelhaften Reparatur der Gendefekte und daher unter anderem zu Chromo-
somenabbriichen. Dies hat in den betroffenen Zellen eine erhohte Rate von

Translokationen, Inversionen und Deletionen zur Folge.'*

1.4 Mitotischer Spindel-Checkpoint (MSC)

In der Zellbiologie bezeichnet ein Checkpoint einen Kontrollpunkt dessen Mechanismus
den korrekten zeitlichen und biochemischen Ablauf des Zellzyklus und seiner Prozesse

reguliert.!®

Urspriinglich sah man die Aktivierung eines Checkpoints im Zellzyklus als Reaktion auf
eine zelluldre Fehlfunktion. Heutzutage geht man jedoch davon aus, dass Check-points
integrale Bestandteile von physiologischen biochemischen Abldufen im Zell-zyklus

sind.'®

So beschreibt der MSC einen Mechanismus, der den zeitlichen biochemischen Ablauf der
Mitose mit der Anheftung der Kinetochore in der Prometaphase an den mitotischen
Spindelapparat koordiniert!¢. Dies erfolgt sowohl durch die Regulierung der Befestigung
der Kinetochore am Spindelapparat als auch durch die von den Spindeln an den

Kinetochoren ausgeiibte Spannung!’.
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Abbildung 2 Schematische Darstellung des Spindel-Checkpoint (MSC) und der beteiligten Proteine
in Abhingigkeit des Zellzyklus®: Die Kinetochore sammeln sich in der Prophase bzw. friihen
Prometaphase (a). Jedes Paar der Schwester-Kinetochoren bindet an den Mikrotubuli an, welche sich
darauthin dehnen (b). Der darauffolgende Signalweg leitet die Anaphase ein (c).

Bei Vorliegen eines einzigen ungebundenen Kinetochors wird der MSC aktiviert und

somit der Eintritt der Zelle in die Anaphase der Mitose verzogert!'®!°.

Der MSC bindet dabei am ,,Anaphase-Promoting-Complex/Cyclosome* (APC/C), eine
Ubiquitinligase, welche tiber eine Prozesskaskade mit Hilfe des Aktivators CDC20?%2!die

Trennung der Schwesterchromatiden und den Abschluss der Mitose steuert?>24,

Der aktive MSC verhindert durch Inhibierung der durch CDC20 vermittelten Aktivierung
von APC die Trennung der Schwesterchromatiden (siche Abbildung 2)'.

Einzelne Proteine des MSC, wie BUB1 und BUB3 (budding uninhibited by benzi-
midazole), die Proteine MAD1, MAD2, MAD3 (mitotic arrest deficient) sowie das

Protein MPS1 (monopolar spindle), wurden erstmals in Hefen identifiziert>>-3.



Homologe Gene kommen auch in Vertebraten vor und kodieren ebenfalls die Proteine
MADI1, MAD, BUBI1, BUBIB und BUB3 des MSC?'-*. Neben diesen Kern-
komponenten konnten mittlerweile weitere Faktoren mit direkter Beteiligung am MSC

identifiziert werden, z. B. die Gene cenpe?®, zw10 und rod*’.

1.4.1 Mitotischer Spindel-Checkpoint (MSC) in der Tumorneogenese

Wihrend der MSC aktiviert ist, befindet sich der Zellzyklus voriibergehend in Arrest. In
Mausmodellen konnte gezeigt werden, welche Folgen ein Funktionsverlust der
beteiligten Proteine des MSC fiir die betroffenen Zellen hat. Dabei fiihrte die
Inaktivierung von z.B. BUBIB durch Mikroinjektion spezifischer Antikorper im
Experiment zum Eintreten der Zelle in die Anaphase, obwohl die Chromosomen aufgrund

des Funktionsverlustes des MSC nicht mit dem Spindelapparat verbunden waren.3*3

In einem weiteren Mausmodell war eine Reduktion der Proteinexpressionslevel fiir die
Gene des MSC durchaus mit einem Uberleben vereinbar, wenngleich eine vermehrte

Aneuploidie auftrat und vermehrt Malignome beobachtet wurden.?-42

In weiteren tierexperimentellen Studien zur Funktion von bublb trat jedoch bei einer
kompletten Ablation des entsprechenden Gens bublb in Miusen Apoptose embryonaler

Zellen auf, was zu frither embryonaler Letalitdt von bub1b defizienter Méusen fiihrte.*?

Eine verminderte Expression von Genen, welche fiir Proteine des MSC codieren, konnte
daher durchaus Anteil an der Initiation und Progression von Malignomen haben. Jedoch
kann davon ausgegangen werden, dass ein vollstdndiger Verlust der Funktionalitit des

MSC einer malignen Transformation eher hinderlich ist.**

1.4.2 Regulierung des mitotischen Spindel-Checkpoints (MSC) durch

Tumorsuppressoren

Zahlreiche Tumorsuppressoren und Onkogene regulieren die Mitose. Der Verlust von
Tumorsuppressoren wie apc, p53, brcal und brca2 sowie die Uberexpression von
Onkogenen wie mdm?2, aura (Aurorakinase A), ras, mycn konnen zur Instabilitidt der

Mikrotubuli oder Amplifikation der Zentromere fithren.”*3-47



p53 reguliert den MSC durch Transkription des Proteins MAD1L1. Jedoch wurde sowohl
ein Anstieg, als auch eine Reduzierung der Expression des Proteins MADILI1 in

Abhéngigkeit der Genaktivierung festgestellt.*3+

Kienitz et al. beschreiben, dass die Expression von MADI1L1 durch eine Mutation von
p53 verstirkt wurde. Allerdings blieb eine Analyse der Aktivitit des MSC in dieser Arbeit
aus. Interessanterweise zeigte bereits eine Halbierung des Gehaltes von MADI1 eine

Verminderung der Aktivitit des MSC, was eine Chromosomeninstabilitit bedingt.>°

1.4.3 Das Gen bublb

Bublb ist das Gen, welches unter anderem fiir die Kinase BUB1B kodiert. Diese Kinase
ist, wie oben beschrieben, ein Teil des MSC und spielt bei der Regulation der

Chromosomenteilung eine entscheidende Rolle.>!

Die Kinase befindet sich wahrend der Mitose am Kinetochor und ist an der Inhibierung
des ,,Anaphase-Promoting-Complex/Cyclosome* (APC/C) beteiligt. Dieser Komplex
wiederum verzogert und steuert die Einleitung der Anaphase und sorgt fiir eine geregelte

Teilung der Chromosomen.>?

1.5 Das Gen p53

P53 ist das Gen, welches fiir das Protein P53 kodiert. Der humane Tumorsuppressor P53
reguliert als Transkriptionsfaktor nach DNA-Schédigung die Expression von Genen, die
an der Kontrolle des Zellzyklus, an der Induktion der Apoptose (des programmierten
Zelltods) oder an der DNA-Reparatur beteiligt sind. Aufgrund dieser Eigenschaft wird

p53 in der Literatur als ,,Wichter des Genoms* bezeichnet.>

Die besondere medizinische Bedeutung besteht in der Tatsache, dass in bis zu 50 % aller

menschlichen Tumoren p53 mutiert ist>*. Der Verlust der Funktion von p53 als

Tumorsuppressor spielt somit eine kritische Rolle bei der Entstehung von Krebs.

1.5.1 Die p53 defiziente Maus

Nachdem 1989 das Gen p53 als Tumorsuppressor sicher identifiziert wurde, wird schon

1996 die p53 defiziente Maus als Modell fiir grundlegende und weiterfiihrende Studien

-6-



in der Krebsforschung beschrieben. Auch wurde die erhdhte embryonale Letalitét
weiblicher, fiir p53 homozygoter Tiere aufgrund von Neuralrohrdefekten beobachtet. So
wurden die erhdhte Inzidenz fiir Tumore homozygoter und heterozygoter Tiere und die
damit einhergehende erhohte Letalitdt sowie die Unterschiede in der Tumorverteilung gut
beschrieben. Sadmtliche homozygoten Tiere entwickeln nach etwa 10 Monaten einen
Tumor, bei den heterozygoten Tieren sind es ca. 90% nach 24 Monaten, wihrend die
wildtypischen Tiere nach 24 Monaten in weniger als 25% der Fille einen Tumor
entwickeln. Bei den fiir p53 homozygoten Tieren treten in weit iiber der Hélfte der Félle
Lymphome auf, an zweiter Stelle stehen Weichteilsarkome, die restlichen Entititen sind
zu vernachldssigen. Bei den heterozygoten Tieren bilden sich in erster Linie
Osteosarkome und an zweiter Stelle Lymphome und Weichteilsarkome in nahezu

gleicher Anzahl.%

1.6 Docetaxel

Docetaxel gehdrt zur Gruppe der Taxane und ist ein halbsynthetisches Spindelgift, das
aus der europdischen Eibe gewonnen wird. Es bindet an die Mikrotubuli des
Spindelapparates und stabilisiert diesen, sodass es zur Aktivierung des MSC kommen
kann. Dadurch kommt es zu einem Arrest des Zellzyklus in der Mitose. Die Anaphase
kann nicht eingeleitet werden und es folgt die Apoptose der Zelle.® Allerdings ist der
Schritt von der verldngerten Aktivierung des MSC zur Apoptose noch nicht hinreichend

geklart.

1.6.1 Einfluss von Docetaxel auf den mitotischen Spindel-Checkpoint (MSC) in

Tumoren

Docetaxel gehort zu den traditionellen Spindelgiften und fiihrt bei kompletter Inhibierung
des MSC zum Zelltod. Bei Tumorzellen fiihrt allerdings das genaue Gegenteil dieses
Effektes zum Zelltod. So zeigte allein die Reduzierung der intrazelluldren Konzentration
der Proteine des MSC MADI und BUBIB auf unter 10% der wildtypischen
Konzentration in verschiedenen Tumorzelllinien eine komplette Inaktivierung des MSC.
Daraus resultierten massive Chromosomenschiden wihrend der Mitose, die nach zwei

57,58

bis sechs Zellteilungen in der Apoptose endeten”’~°. Die Halbierung der Aktivitit von

BUBIB hat eine suffiziente Inhibierung des MSC zur Folge und fiihrt folglich zum



Zelltod”’. Diese Effekte sind mit der embryonalen Letalitdt von Mdusen vereinbar, die
homozygot fiir ein Gen des MSC sind und zeigen, dass Genmutationen in Tumorzellen

den Ablauf der Signalkaskade des MSC schwiéchen konnen®>,

Der Ansatz, Tumorzellen durch Inhibierung des MSC zu bekdmpfen, erhoht gleichzeitig
das Risiko fiir Aneuploidie, welche die Tumorgenese in gesunden Zellen steigert, wenn
die Inhibierung unvollsténdig ist. Es ist bislang auch nicht bekannt, ob die Apoptose durch

Inhibierung des MSC tumorzellspezifisch ist.b



2 FORSCHUNGSFRAGE

Der Einfluss des ,,Spindel-Checkpoint* Gen bub1b auf die Entwicklung und Progression

von Tumoren ist nicht eindeutig gekldrt. Da eine reduzierte Expression von bublb mit

der Entstehung von Tumoren assoziiert wurde, konnte eine tumorsuppressive Funktion

vermutet werden. Bublb Defizienz fuhrt aber zu Letalitit von Zellen. Defekte im

mitotischen Spindel Checkpoint (MSC), in dem bub1b eine wesentliche Rolle einnimmt,

wurden wiederum mit einer erhohten Sensitivitit gegeniiber verschiedenen Therapeutika

in Verbindung gebracht. Um die Bedeutung von bub1b als mogliches Tumorsuppressor-

gen und seinen Einfluss auf die Sensibilitit gegeniiber dem Zytostatika Docetaxel zu

untersuchen, soll ein zweigeteilter Ansatz verfolgt werden.

Zunichst soll ein bublb / p53 transgenes Mausmodell etabliert werden, um
den Einfluss von bublb auf die Tumorgenese in vivo zu untersuchen. Hierzu
erfolgen Uberlebensanalysen von Tieren unterschiedlichen Genotyps der
genannten Gene. Mit Hilfe dieser Analysen soll untersucht werden, ob die
Entwicklung und Progression von Tumoren in p53 defizienten Tieren durch

eine bub1lb Heterozygotie verdndert wird.

In einem zweiten Projektteil soll nach Etablierung und Kultivierung von murinen

embryonalen Fibroblasten (MEFs) der unterschiedlichen bublb / p53 Genotypen

folgende Analysen in vitro erfolgen:

Bestimmung der absoluten Zellzahlen bzw. der Proliferation mittels
Neubauer-Zahlkammer in Abhéngigkeit vom zelluldren Genotyp und der
Dauer der Docetaxel-Behandlung jeweils im Vergleich zu einer
Kontrollgruppe um eventuelle Resistenzen bzw. Proliferationsvorteile
aufzeigen zu konnen.

Abschliefende Zellzyklusanalyse mittels Durchflusszytometrie in Abhéngig-
keit vom zelluldren Genotyp und der Dauer der Docetaxel-Behandlung, um
die Rolle von bublb fiir die Aktivierung des Spindel-Checkpoints und der

Polyploidie zu verdeutlichen.



Von besonderem Interesse bei den Versuchen ist der Genotyp mit Heterozygotie fiir
bublb und Homozygotie fiir p53. Mit Hilfe dieser Experimente soll untersucht werden,
inwieweit sich eine bublb Heterozygotie in p53 defizienten MEFs auf die Proliferation,

den Zellzyklus und der Aktivierbarkeit des MSC auswirken.

- 10 -



3 TIERE, MATERIAL UND METHODEN

3.1 Tiere

3.1.1 Mauslinien

Fir die Versuche wurden Tiere des Stammes C57BL/6, eine seit 1921 bestehende
Labormauslinie, verwendet. Dieser Stamm zeichnet sich durch ein relativ stabiles
Gruppen- und Zuchtverhalten aus. Die aus ihm geziichteten Tiere, gehdren mit zu den
ersten Sdugetieren, deren komplettes Genom analysiert und ver6ffentlicht wurde.
Deshalb wird dieser Stamm sehr hdufig fiir Modelle menschlicher Erkrankungen in

genetisch verdnderten Miusen verwendet.

In unseren Versuchen hatten die Méuse zusitzlich einen Knockout fiir bublb oder fiir
p53. Die p53 defizienten Miause (JAX stock #002101) wurden iiber The Jackson
Laboratory, Bar Harbor USA bezogen. Die bublb heterozygoten Mause lieferte ,,The
Charles River Laboratory®, Wilmington USA.

Abbildung 3 Maus des Stammes C57BL/6 (Foto: The Jackson Laboratory, Bar Harbour, USA)

3.1.2 Maushaltung

Die Versuchsméuse wurden in der Kleintierhaltung des Biozentrums Wiirzburg unter
keimreduzierten und infektionskontrollierten Bedingungen gehalten. Bei Betreten des
Mausstalls durch eine zugangskontrollierte Schleuse musste gemiB den Hygiene-
mafBnahmen der Kleintierhaltung des Biozentrums nach hygienischer Hindedesinfektion

ein Kittel, sowie Handschuhe, Haarnetz und Mundschutz angelegt werden.

-11 -



Trockenfutter und Trinkwasser war fiir die Versuchstiere frei zuginglich. Es bestand ein
physiologischer Tag-Nacht-Rhythmus. Zur Differenzierung der Genotypen wurden die
Maiuse nach Geburt am Ohr mittels Clip markiert und eine Stanze aus dem Ohrlappen

schmerzfrei zur Genotypisierung entnommen.

Nach Genotypisierung wurden die Mause entsprechend ihres Geschlechts getrennt,
entsprechend ihres Genotyps verpaart und gegebenenfalls aufgrund von gestortem
Allgemeinbefinden, verursacht durch Tumorentwicklung, oder zum Zweck der
Organentnahme und Zellgewinnung schmerzlos getdtet. Die Totung der Tiere erfolgte

durch Genickbruch.

3.2 Material

3.2.1 Gerite

Fiir die Genotypisierung der Tiere und Zellen mittels PCR, fiir die Zellkultur, fiir die
Zellzahlanalysen, die Zellzyklusanalysen sowie die Lagerung der Zellen und Proben

wurden folgende Geréte verwendet:

- Thermocycler Primus 96plus (MWG-Biotech)
- Elektrophoresekammer (BIO-RAD)
- GELDOC XR System (BIO-RAD)
- Vortex Mixer (neoLab)

- Zentrifuge, Biofugeprimo (Heraeus)

- COz-Brutschrank CB 160 (Binder)

- Kiihlschrank (7°C) (Liebherr)

- Tiefkiihlschrank (-80°C) (Heraeus)

- Stickstofftank (Air Liquide)
- Neubauerzédhlkammer (Brand)

- Pipetten (Brand)

- Petrischalen 10cm (Sarstedt)

- Durchflusszytometer CA 11 (PARTEC)
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3.2.2

Spezielle Software und Datenbanken

Folgende Softwareprogramme und Datenbanken standen fiir die PCR, fiir die

Zellzyklusanalyse und fiir die Literaturrecherche zur Verfiigung:

3.23

QuantityOne 4.5.2
NCBI Homepage

Software Zellzyklus Analyse

Chemikalien und Biochemikalien

(BIO-RAD)
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov)

(PARTEC)

Fiir die Genotypisierung der Tiere und Zellen mittels PCR, fiir die Zellkultur, fiir die

Zellzahlanalysen, fiir die Zellzyklusanalysen sowie die Lagerung der Zellen und Proben

wurden untenstehende Chemikalien und Biochemikalien bendtigt:

betaMercaptoethanol

Trypsin EDTA 0,25%

Pen/Strep 10000U/ml1/10000p1/ml
Docetaxel 20mg/ml

Tris

Borsédure

EDTA

Glycerin

Bromphenolblau

Xylencyanol

Ethidiumbromid

Propidiumiodid Img/ml
Natriumcitrat 38mM

Sarcosyl 10%

Chelex 100
Deoxynucleotidtriphosphate (AINTP)

Magnesium
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(Roth)
(Roth)
(Merck)
(Invitrogen)
(Roth)
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3.2.4

Nihrmedien

In der Zellkultur sowie zur Vorbereitung der Zellen fiir die Zellzyklusanalyse wurden

folgende Ndhrmedien verwendet:

3.25

DMEM High Glucose Medium (PAA)
Fetales Kélberserum FCS 10% (PAA)

MEM non-essential Amino Acid Solution (Gibco)

Puffer und Losungen

Zur Vorbereitung der Zellen fiir die PCR und bei der PCR-Auswertung sowie in der

Zellkultur wurden insgesamt flinf Puffer benotigt:

3.2.6

Dulbecco’s PBS (PAA)
10fach PCR-Puffer (Genaxxon)
Sfach TBE Puffer

(108g Tris; 55g Borsdure; SOmL 0,5M EDTA pH 8,0 ad 21 dH20)

6fach Ladepuffer fiir Agarosegele

(30% Glycerin; 0,25% Bromphenolblau; 0,25% Xylencyanol; 0,2% EDTA; pH
8,0)

Lysepufter
(2,5ml Sarcosyl (10% in dH2O), 1ml 5M NaCl, 2,5g Chelex 100 ad 50ml dH>0)

Enzyme

Fiir die PCR und die Vorbereitung der Zellzyklusanalyse wurden drei Enzyme verwendet:

Taq DNA Polymerase, rekombinant (Invitrogen)
Proteinase K (Roche Diagnostics)
RNase A (Promega)
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3.2.7 Molekularbiologische Kits
Mit folgendem Kit wurde die PCR optimiert:

- Im-Prom-II Reverse Transcription System (Promega)

3.2.8 DNA Standard
In der PCR wurde der folgende DNA Standard verwendet:

- 100bp DNA Ladder, 1pg/ul (Invitrogen)

3.2.9 Primer

Die in der PCR zur Gentypisierung verwendeten Primer wurden von der Firma Biomers
speziell fiir unsere Arbeitsgruppe erstellt.

Fiir die p53 defiziente Maus:

- W5 5’-aca gcg tgg tcc tta t-3° (Biomers)
- M5 5’-cta tca gga ccg ttg g-3’ (Biomers)
- W3 5’-tat act cag acg gec t-3° (Biomers)

Fiir die bublb defiziente Maus:

- MAD-A 5’-gtc tet ggc cte act ttt gc-3° (Biomers)

- MAD-B 5’-geg ttg ttt tct gac age ag-3” (Biomers)

- Hygro-2 5’-ggt tgg cgce tac cgg tgg at-3’ (Biomers)
3.2.10 Gel

Das Agarose-Gel fiir die PCR wurde selbst gegossen.

- Agarose-Gel
(0,9g Agarose und 10ul Ethidiumbromid auf 100 ml TBE-Puffer)
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3.3 Methoden

3.3.1 Genotypisierung der Miuse

Fiir die Genotypisierung wurden die Schwanzenden der Méduse verwendet. Sie wurden in
180ul Lysepuffer und 20ul Proteinase K bei 55°C iiber Nacht im Heizblock inkubiert.
Die Reaktionslosung wurde am Folgetag fiir zehn Minuten auf 98°C zur Inaktivierung
der Proteinkinase K erhitzt. AnschlieBend wurde die Losung zehn Minuten lang bei
13000 U/min zentrifugiert. Das Pellet wurde verworfen und der Uberstand, der u.a. die

genomische DNA enthielt, wurde fiir die anschlieBende PCR verwendet.

Fiir die PCR zur Detektion von p53 wurde folgender Ansatz fiir 50 pl mit drei Primern

verwendet:

dH20 39,2 ul
Puffer 10 5ul

MG 1,5 ul
dNTP 0,8 pl
Primer 1 W5 1.6 yl
Primer 2 M5 0,8 ul
Primer 3 W3 0,8 ul
TaqPoly 0,3 ul
gDNA 0,5 pl

Tabelle 1 Zusammensetzung des verwendeten PCR-Ansatzes zur Detektion von p53

Alle weiteren Arbeitsginge der PCR wie Cycling und Elektrophorese wurden nach
Angaben von The Jackson Laboratory ausfiihrt. Sie wurden erstmalig durch Jacks e.a.

veroffentlicht.®?

Fiir die PCR zur Detektierung von bub1b kam folgender Ansatz fiir 50ul mit drei Primern

zum Einsatz:
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dH20 39,7 ul
Puffer 10 4 ul

MG 1,5 ul
dNTP 0,8 pl
Primer 1 MADA 1.6 yl
Primer 2 MADB 0,8 ul
Primer 3 Hygro2 0,8 ul
TaqPoly 0,3 ul
gDNA 0,5 ul

Tabelle 2 Zusammensetzung des verwendeten PCR-Ansatzes zur Detektion von bublb

Die weiteren Arbeitsschritte dieser PCR wurden nach Angaben von The Charles River

Laboratory gemacht. Sie sind u.a. von Schmid et al. publiziert worden.>

3.3.2 Verpaarung

Um Maiuse mit den geforderten Genotypen zu erhalten, wurden sie nach den
untenstehenden Matrizen (Siehe Tabellen 3 und 4) verpaart, indem entsprechende

Zuchttiere ausgesucht und zusammengesetzt wurden.

bub1b p53
+ +
bub1b
+ +4+ | ++
p53
- +- | +-

Tabelle 3 Kreuzungsmatrix zweier fiir jeweils ein Gen (pS3 bzw. bub1b) heterozygoten Knockout-
Miuse: Die Genotypen des Gens bubl1b sind griin dargestellt, die fiir p53 rot.
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bub1b p53
+ . + -

+ | +4+| +-
bub1b

- + - - -

+ +4+ | +-
p53

- + - -

Tabelle 4 Kreuzungsmatrix zweier fiir beide Gene (p53 und bub1b) heterozygoten Knockout-
Miuse: Die Genotypen des Gens bublb sind griin dargestellt, die fiir p53 rot. Der grau hinterlegte
Genotyp ist letal.

Ein Vererbungsschema der Gene bub1b und p53 wird in Abbildung 4 wiedergegeben.

wt / het het / wt
|
wt / wt wt / het het / wt het / het het / het
25,0% 25,0% 25,0% 25,0%
\ )
wt / wt wt / het wt / hom het / wt het / het het / hom
8,3% 16,7% 8,3% 16,7% 33,3% 16,7%

Abbildung 4 Vererbungsschema zweier unabhingiger Gene (bublb / p53): Dargestellt ist ein
Vererbungsschema ausgehend von zwei Tieren, die jeweils fiir eines der beiden Gene heterozygot sind. Die
Vererbung des Gens bublb ist griin dargestellt, die fiir p53 rot. Die Wahrscheinlichkeit fiir den
resultierenden Genotyp nach Kreuzung ist in Prozent angegeben.

Aus Abbildung 4 geht hervor, wie unterschiedlich die Genotypen im Mauskollektiv
verteilt sind. Da aus dem Kollektiv noch zusitzlich Tiere zur Gewinnung von MEFs

entnommen wurden, ist offensichtlich, dass es nur wenige fiir p53 homozygote Tiere gab.
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3.3.3 Sektion der Tiere und Tumorbestimmung

Die Tiere wurden tiglich bzgl. ihres Gesundheitszustandes und Verhaltens kontrolliert.
Bei Auffilligkeiten wie erhohter Atemfrequenz, Gewichtsverlust, analer Blutabgang,
makroskopischen Tumoren, Mobilititseinschrinkungen, Verhaltensauffilligkeiten (z.B.
Aggressivitit), Letalitét etc. wurde das Tier aus dem Mausstall entnommen, moribunde
Tiere wurden schmerzlos getdtet. AnschlieBend erfolgte die standardisierte Sektion, die
auch bei Tieren nach Ablauf des Beobachtungszeitraums durchgefiihrt wurde. Dabei
wurde nach Fixierung des Tieres das Fell von den Muskelfaszien ab pripariert und
insbesondere auf Weichteilsarkome, dermale, cervicale und buccale Lymphome
kontrolliert. Danach erfolgte die Erdffnung des Thorax und Abdomens. Hierbei wurden
die mesenterialen, retroperitonealen und mediastinalen Lymphknoten sowie der Thymus
auf Lymphome untersucht. Im Anschluss erfolgte die Entnahme der abdominalen,
retroperitonealen und thorakalen Organe sowie deren ausfiihrliche Inspektion. Als
Lymphom wurden VergroBerungen der Lymphknoten und des Thymus von iiber 10% der
Norm definiert. Alle weiteren Tumore waren eindeutig als Pathologien zu erkennen. Eine
mikroskopische Kontrolle erfolgte stichprobenartig oder bei unklarer Entitdt. Eine
Eroffnung des Schédels erfolgte nur bei unauffilligem thorakalem und abdominalem
Befund sowie bei Verhaltensauffilligkeiten, die auf eine neurologische Ursache schlieSen

lieBen.

3.3.4 Gewinnung muriner embryonaler Fibroblasten (MEFs)

Zunichst wurde ein Médnnchen zu einem Weibchen, beide bekannten Genotyps, gesetzt.
Der Beginn einer Schwangerschaft des Weibchens wurde durch tagliche Kontrolle auf
einen vaginalen Plug, als Zeichen einer in den letzten 24 Stunden stattgefundenen
Befruchtung, festgestellt. Am 12. Tag der Schwangerschaft wurde das Muttertier
schmerzlos getdtet, um die Embryonen zu entnehmen. Nach Eroffnen des Abdomens und
Priparation des Uterus wurden die Embryonen entnommen und sofort in eine Petrischale
mit Ndhrmedium gelegt und durch Decapitation schmerzlos getotet. AnschlieBend wurde
noch die abdominelle Organanlage (roter Punkt) mittels spitzer Pinzette unter einer Lupe
entnommen. Die Kopfe und Organanlagen wurden lysiert und zur Genotypisierung

verwendet.
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Das restliche embryonale Gewebe wurde mit 1,5 ml Trypsin versetzt und fiir 5-10 min
bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurde die Zellsuspension fiir 10min bei 1000U/min
zentrifugiert und der Uberstand vorsichtig abgenommen. Zur Kultivierung im

Brutschrank wurde das Pellet in 3ml Ndahrmedium (siehe 3.2.4) gegeben.

3.3.5 Genotypisierung der embryonalen Fibroblasten (MEFs)

Zur Genotypisierung der MEFs wurde entsprechend der Typisierung der Méuse
vorgegangen (siche 3.3.1), wobei hier anstelle der Ohrstanze der Kopf und die

abdominelle Organanlage als Ausgangsmaterial verwendet wurden.

3.3.6 in vitro-Untersuchungen in Primirkultur

3.3.6.1 Zellkultur

Die MEFs weisen ein adhérentes Zellwachstum auf. Die Kultivierung erfolgte in einem
Brutschrank bei 37°C, 6% CO2-Gehalt der Luft und 95% Luftfeuchtigkeit. Bei ca. 75%
bis 90% Zelldichte (Konfluenz) der Petrischalen wurden die Kulturen untenstehenden
Experimenten zugefiihrt, zur Erhaltung und Vermehrung der Zellen passagiert oder in
einem Milliliter Ndhrmedium aufgenommen und in fliissigem Stickstoff eingefroren. Fiir
die Versuchsreihen wurden MEFs entweder mit Ndhrmedium aufgetaut und gewaschen
oder direkt aus den priméren Passagen genommen. Sie wurden in Petrischalen ausgesét
und entsprechend des Versuchsaufbaus behandelt, dabei wurde darauf geachtet, dass die
Zellen sich zu Beginn der Versuche immer in der 3. bis 5. Passage befanden, um ein

vergleichbares Proliferationsverhalten sicherzustellen.

Das fiir die Kultivierung, Passagierung und Transfektion der Zellen verwendete

Néhrmedium setzte sich wie folgt zusammen:

DMEM, 500ml
10% FCS, 50ml

Penicillin/Streptomycin, Sml
- MEM non-essential Amino Acid Solution, 5ml

- betaMercaptoethanol, 500pl
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Bei einem Zellbewuchs der Petrischalen von ca. 75% bis 90% wurde zunéchst das
Néhrmedium abgesaugt und die Zellen mit ca. Sml PBS-Puffer gewaschen. Durch Zugabe
von 1,5ml Trypsin EDTA Losung wurden die Zellen nach einer ca. 4-miniitigen
Einwirkzeit von der Oberfliche geldst. Die Zellsuspension wurde anschlieend
zentrifugiert (900U/min fiir 10min), der Uberstand abgenommen und das Pellet entweder
in fliissigem Stickstoff eingefroren oder nach Bestimmung der Zellzahl erneut in

Nihrmedium kultiviert.

Fiir die Zellzahlbestimmung wurde das Pellet in 100l Ndhrmedium suspendiert und in
einer Mikrotiter-Platte mit Trypanblau in einem Verhéltnis von 1:10 oder 1:4 versetzt und

darauthin in einer Neubauer-Zahlkammer ausgezihlt.

3.3.6.2 Docetaxel-Titration

Aufbauend auf den vorhandenen Erfahrungen mit Nocadazol innerhalb der Arbeitsgruppe
wurde eine Standarddosierung fiir die Behandlung von MEFs mit Docetaxel erarbeitet
und festgelegt. Es wurden zunéchst Zellen mit 20 mg/ml Docetaxel in den Verdiinnungen
von 1:500, 1:2000 und 1:5000 behandelt und bzgl. ihrer Proliferation untereinander und
im Vergleich zu einer unbehandelten Kontrollgruppe beobachtet. Neben wildtypischen
Zellen wurden auch Zellen, die heterozygot bzw. homozygot fiir die untersuchten Gene
bublb und p53 waren, verwendet. Insgesamt zeigten die behandelten wildtypischen
Zellen bei einer Verdiinnung des Docetaxel von 1:2000, was einer Konzentration von
0,01 mg/ml entspricht, ein gewiinschtes, nahezu gleiches Proliferationsverhalten im
Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe. Bei den heterozygoten bzw. homozygoten
Zellen ergaben sich jedoch, ebenfalls erwiinscht, schon leichte Unterschiede in der

Proliferation. Daher wurde diese Verdiinnung abschlieBend als Standard festgelegt.

Bei gleicher Dosierung von Docetaxel gab es sowohl zwischen unterschiedlichen
Chargen eines Herstellers, als auch zwischen denen verschiedener Hersteller deutliche
Unterschiede des Wachstumsverhaltens der Zellen. Aus diesem Grund wurde innerhalb

eines Experiments immer nur dieselbe Charge eines Herstellers verwendet.
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3.3.6.3 Zellzahlanalysen

Es wurden die verschiedenen Genotypen der MEFs mit einer Zellzahl von je 5x10° Zellen
pro Petrischale in 10ml Ndahrmedium kultiviert. Pro Genotyp wurden eine Referenzkultur,
sowie eine Versuchskultur, die mit 0,01 mg/dl Docetaxel versetzt wurde, angelegt. Dies
entspricht 5ul einer Ausgangskonzentration von 20 mg/ml in 10 ml Nidhrmedium. Die
Kulturen wurden bis maximal 72 Stunden kultiviert. Bei einem Zellbewuchs von ca. 75%
bis 90% wurden die Zellen passagiert und erneut mit Docetaxel versetzt. Die

Anfangszellkonzentration betrug ca. 5x10° Zellen pro Petrischale.

3.3.6.4 Zellzyklusanalysen

Die MEFs wurden entsprechend Kapitel 3.3.6.1 kultiviert und mit Docetaxel versetzt. Zu
bestimmten Zeitpunkten maximal aber nach 72 Stunden wurde einige Petrischalen der
einzelnen Referenz- und Versuchskulturen entnommen, das Nahrmedium abgesaugt und
die Zellen gemiB Kapitel 3.3.6.1 behandelt und zentrifugiert. Das Pellet wurde
anschlieBend in Nidhrmedium gewaschen, erneut zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt
und das Pellet in 100pl eiskaltem Ethanol tropfenweise aufgenommen und in Stickstoff

eingefroren.

Ein bis zwei Stunden vor der Zellzyklusanalyse wurden das Pellet in Sml PBS aufgetaut
und gewaschen. AnschlieBend wurde die Probe zentrifugiert, der Uberstand entnommen
und das gewaschene Pellet in 500pul Natriumcitrat und 25ul RNase A suspendiert. Nach
Inkubation der Probe fiir 30 Minuten bei 37°C wurden 5Sul Propidiumiodid hinzugegeben
und die Probe dem Durchflusszytometer zugefiihrt. Die Einstellungen, die Kalibrierung
und Auswertungen am Durchflusszytometer erfolgten nach Angaben des Herstellers

PARTEC.

Bei der Auswertung wurden die Zellen nach den Zellzyklusphasen, in denen sie sich zum
Zeitpunkt der Analyse befanden, aufgeteilt. Hierzu wurden die Graphen der
Phasenintervalle einzeln markiert. Die daraus resultierenden absoluten Zellzahlen der
einzelnen Phasen wurden anschlieBend in Prozentwerte umgewandelt und in der Spalte
»gated™ abgespeichert und wie untenstehend in den Abbildungen 10 bis 13 zu sehen,

dargestellt. Allein diese Werte wurden fiir die spiteren Datenanalysen herangezogen.
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3.3.7 Statistische Methoden

Zur Berechnung von Wahrscheinlichkeiten und daraus resultierenden Signifikanzen

wurden zum einen der t-Test und zum anderen der Chi-Quadrat-Test angewendet.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Uberleben der Knockout-Miiuse abhiingig vom bub1b- und p53-Genotyp

Zunichst war von Interesse, ob sich die Heterozygotie fiir bublb in einem p53
homozygoten (hom) sowie wildtypischen (wt) Kollektiv gegeniiber einem jeweils fiir
bub1b wildtypischem Kollektiv auf die Lebensdauer der Mauskollektive auswirkt. Hierzu
wurden bublb und p53 heterozygoten (het) Tieren verpaart und anschlieBend die
Genotypen der Nachkommen mittels PCR bestimmt. Das Uberleben einer Mauskolonie
wurde tiber 100 Wochen kontrolliert, dabei wurden die unterschiedlichen
Uberlebensraten der Genotypen bub1b wt / p53 wt (Kontrollgruppe) und bub1b het / p53
wt sowie bub1lb wt / p53 hom und bub1b het / p53 hom protokoliert.

100%
h P ——
80% -
c
Q
Q
o
g 60%
’3 ==bub1b wt / p53 wt
< ——bub1b het / p53 wt
=]
dg 40% A bub1b wt / p53 hom
S ——bub1b het / p53 hom
o
20% -
O% T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Alter in Wochen

Abbildung 5 Genotyp-abhiingiges Uberleben von Miusen der Genotypen bublb wt / p53 wt, bulb
het / pS3 wt, bub1b wt / p53 hom und bublb het / p53 hom: Miuse mit dem Genotypen bublb wt / p53
wt (grine Kurve, n=36) und bublb het / p53 wt (blaue Kurve, n=31) zeigen ein signifikant ldngeres
Uberleben als Miuse mit den Genotypen bublb wt / p53 hom (orange Kurve, n=31) und bub1b het / p53
hom (rote Kurve, n=35).

Wie in Abbildung 5 dargestellt, zeigten die Genotypen bublb wt / p5S3 hom und bublb
het / p53 hom ein signifikant niedrigeres Uberlebensalter von durchschnittlich 19 bzw.
20 Wochen im Vergleich zu Tieren der Genotypen bublb wt / p53 wt (Kontrollgruppe)
und bub1b het / p53 wt, von denen zwei von insgesamt 36 bzw. drei von insgesamt 31 im

Beobachtungszeitraum verstarben. Ein signifikanter Unterschied des Uberlebensalters
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zwischen den Tieren der Genotypen bublb wt / p53 hom und bub1b het/ p53 hom sowie
der Genotypen bublb wt / p53 wt und bublb het / p53 wt untereinander lésst sich nicht

zeigen.

Nach Ablauf des Uberwachungszeitraums bzw. einer prifinalen, schmerzfreien Tétung
wurden Sektionen durchgefiihrt, um pathologische Verdnderungen der einzelnen
Versuchstiere festzustellen. In der wildtypischen Kontrollgruppe und bei den bublb
heterozygoten Miusen wurden im Uberwachungszeitraum keine Miuse mit Tumoren

beobachtet.

Tumorverteilung Bub1b het/ p53 hom

B disseminierte Lymphome
B thymoidale Lymphome

Sarkome

Tumorverteilung Bub1b wt / p53 hom

H disseminierte Lymphome
¥ thymoidale Lymphome

Sarkome

Abbildung 6 Genotyp-abhingiges Auftreten definierter Tumorentititen (Lymphome und Sarkome)
bei den untersuchten Miusen mit Tumoren: Dargestellt sind die Ergebnisse fiir die Genotypen bublb
het / p53 hom (A) bubl wt/ p53 hom (B).
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Tumorentitat S Disseminierte Thymoidale
arkome Lymphome Lymphome Summe
Genotyp ymp ymp
bub1b wt / p53 hom 10 5 11 26
bub1b het / p53 hom 5 12 4 21
Summe 15 17 15 47

Tabelle 5 Tabellarische Darstellung der Anzahl der Tumorentititen im Mauskollektiv: Die Anzahl
der jeweiligen Tumorentitéten sind in Abhéngigkeit der Genotypen dargestellt.

Wie in Abbildung 6 und Tabelle 5 wiedergegeben, sind hingegen in Miusen der
Genotypen bubl het / p53 hom und bublb wt / p53 hom héufig Tumore festgestellt
worden. Auch konnten in beiden Gruppen signifikante Unterschiede in den Héaufigkeiten
der verschiedenen Tumorentititen beobachtet werden. (Chi-Quadrat-Tests, p-Wert =
0,025). So entwickelten Tiere des Genotyps bublb het / p53 hom signifikante
Abweichungen in der Haufigkeit der Tumore (Disseminierte Lymphom (57%) > Sarkome
(24%) > thymoidale Lymphome (19%)). Im Vergleich hierzu zeigten Tiere des Genotyps
bublb wt / p53 hom am héufigsten thymoidale Lymphome (42%) gefolgt von Sarkomen
(39%) und disseminierten Lymphomen (19%). Somit kdnnte Heterozygotie fiir bub1b in
p53 defizienten Méusen eine starke Zunahme von disseminierten Lymphomen bei

gleichzeitiger Abnahme des Auftretens von thymoidalen Lymphomen verursachen.

Tumorentitat Disseminierte Thymoidale
Sarkome
[Wochen] Lymphome Lymphome
Genotyp [Wochen] [Wochen]
bub1b wt / p53 hom 22 17 23
bub1b het / p53 hom 15 23 22
| p-Wert | 0,31 | 0,42 | 0,90 |

Tabelle 6 Tabellarische Darstellung der durchschnittlichen Lebensalter im Mauskollektiv: Die
durchschnittliche Lebensdauer ist in Abhéngigkeit der gezeigten Genotypen und der Tumorentititen
dargestellt.

Vergleicht man zusitzlich, wie in Tabelle 6 dargestellt, das Durchschnittsalter der Tiere
zum Zeitpunkt des Auftretens der unterschiedlichen Tumorentitdten in Abhédngigkeit der
Genotypen bublb wt / p53 hom und bublb het / p5S3 hom, so zeigt sich aufgrund der
ermittelten p-Werte kein signifikanter Unterschied zwischen beiden Genotypen. Dennoch
fallt auf, dass Sarkome in Méusen des Genotyps bublb het / p5S3 hom friiher auftreten,
wihrend sich disseminierte Lymphome im Mittel spéter entwickeln. Zusammenfassend

kann aus diesen Untersuchungen geschlossen werden, dass Heterozygotie fiir bublb in

- 26 -



p53 defizienten Méausen eine verstidrkte Genese von disseminierten Lymphomen, die
zeitlich eine leicht verzdgerte Entwicklung aufweisen, verursacht. Gleichzeitig fiihrt die

Heterozygotie fiir bub1b zur Abnahme von Sarkomen, die aber im Mittel friiher auftreten.

4.2 Zellzahlanalysen muriner embryonaler Fibroblasten (MEFs) in Primérkultur

abhéngig vom bublb- und p53-Genotyp

Neben den Untersuchungen am Mausmodell wurden zur weiteren funktionellen
Charakterisierung der oben betrachteten Genotypen primére Zellkulturen von MEFs

etabliert.

Nachdem aus zwdlf Tage alten Embryonen MEFs gewonnen wurden, wurden ihre
Genotypen mittels PCR bestimmt. Dabei zeigte sich auch in unserem Mauskollektiv die
embryonale Letalitidt bublb homozygoter Tiere, wie in den Tabellen 7 und 8 dargestellt.
AnschlieBend wurden MEFs der Genotypen bublb wt/ p53 wt, bub1b het/ p53 wt, bublb
wt / p53 hom und bublb het / p53 hom nach Zellzahlbestimmung mittels Neubauer-
Zahlkammer mit jeweils 10° Zellen pro Petrischale (80 x 15mm) unter standardisierten
Bedingungen in Zellkultur gebracht. Ziel dieser Untersuchung war es, Unterschiede im

Wachstumsverhalten der MEFs der verschiedenen Genotypen in vitro zu erkennen.

bub1b wt / bub1b het / bub1b hom /
p53 hom p53 hom P53 hom
n=35 n=9 n=24 n=2 (deformiert)
Verteilung 23% 71% 6%
Erwartete Verteilung 25% 50% 25%
Erwartete Vertellupg bei 33.3% 66.6% 0%
embryonaler Letalitat

Tabelle 7 Tabellarische Darstellung der Anzahl der unterschiedlichen Genotypen der Embryonen
eines Zuchtpaares mit den Genotypen bublb het / pS3 hom und bub1b het / p53 hom: Es sind die
realen Zahlen sowie die prozentualen Zahlen dargestellt. Des Weiteren die erwarteten Wahrscheinlich-
keiten der einzelnen Genotypen mit und ohne embryonale Letalitét bublb homozygoter Tiere.
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bub1b wt / bub1b het / bub1b hom /
p53 wt p53 wt p53 wt
n=43 n=13 n=29 n=1 (deformiert)
Verteilung 31% 67% 2%
Erwartete Verteilung 25% 50% 25%
Erwartete Vertellupg bei 33.3% 66.6% 0%
embryonaler Letalitat

Tabelle 8 Tabellarische Darstellung der Anzahl der unterschiedlichen Genotypen der Embryonen
eines Zuchtpaares mit den Genotypen bub1b het / p53 wt und bub1b het / p53 wt: Es sind die realen
Zahlen sowie die prozentualen Zahlen dargestellt. Des Weiteren die erwarteten Wahrscheinlichkeiten der
einzelnen Genotypen mit und ohne embryonale Letalitit bub1b homozygoter Tiere.

15 -
I
12,5
w 10 -
o
>
—_ bub1b wt / p53 hom
< 75
N e bub1b wt / p53 wt
E = N
N 5 bub1b het / p53 hom
= bub1b het / p53 wt
2,5 - =
0 . . . ; .
Oh 24h 48h 72h 96h
Zeit nach Proliferationsbeginn

Abbildung 7 Genotyp-abhingige Zellproliferation MEFs im zeitlichen Verlauf: Jeder Datenpunkt
reprasentiert den Mittelwert aus drei voneinander unabhingigen Experimenten. Die Messungen erfolgten
48h, 72h und 96h nach Beginn der Proliferation mit 10°> Zellen pro Versuchsreihe.

Betrachtet man die im Diagramm 7 wiedergegebenen absoluten Zellzahlen der
unterschiedlichen Genotypen im zeitlichen Verlauf {iber 96 Stunden, so zeigt sich zu
keinem Zeitpunkt ein signifikanter Unterschied im Proliferationsverhalten der MEFs
unter den genannten Genotypen, da alle errechneten p-Werte > 0,068 sind. Betrachtet man
die MEFs des Genotyps bublb het / pS3 wt so fillt nach 96 Stunden eine moderat
reduzierte Zellzahl im Vergleich zu den MEFs der anderen Genotypen auf (p-Wert

0,068). Zusammenfassend zeigt aber dieser Versuch, dass die MEFs der verschiedenen
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Genotypen in vitro vergleichbare Proliferationsraten in den ersten 96 Stunden nach

Kultivierung aufweisen.

4.3 Zellzahlanalysen muriner embryonaler Fibroblasten (MEFs) in Primérkultur

abhiingig vom bub1b- und p53-Genotyp nach Behandlung mit Docetaxel

Ein weiteres Ziel der Arbeit war zu untersuchen, ob MEFs, die heterozygot fiir bublb
und/ oder p53 defizient sind, den MSC korrekt aktivieren konnen. Um dies zu erreichen,
wurden MEFs mit Docetaxel behandelt, dessen Wirkung in proliferierenden Zellen eine
Aktivierung des MSCs beinhaltet. Im dargestellten Experiment wurden MEFs der
unterschiedlichen Genotypen mit jeweils 103 Zellen pro Petrischale ausgesit. Es wurden
jeweils unbehandelte und mit Docetaxel behandelte Kulturen angelegt und im zeitlichen
Verlauf beobachtet, indem die Zellen nach 12, 24 und 48 Stunden von den Platten
abgelost und gezdhlt wurden. Die verwendete Docetaxelkonzentration (0,01 mg/ml)

wurde zuvor mittels Titration wie unter 3.3.6.2 beschrieben, festgelegt.

100% -
2
©
B 0
e 80% -
o
X
S
3 60% - —bub1b het / p53 wt
2 e bUb1b Wt / p53 Wt
©
© 40% - e=—Dbub1b het / p53 hom
e
= bub1b wt /p53 hom
« \
N 20% - =
G
N
0% : : . —
Oh 12h 24h 36h 48h
Zeitpunkt nach Docetaxel-Gabe

Abbildung 8 Genotyp-abhiingige Inhibition der Zellproliferation MEFs in Abhingigkeit von der
Dauer der Docetaxel-Inkubation (0,01 mg/ml): Jeder Datenpunkt reprisentiert den Mittelwert aus drei
voneinander unabhéngigen Experimenten. Die Messungen erfolgten 12h, 24h und 48h nach Zusatz von
Docetaxel. Bei der Auswertung wurden relative Zellzahlen verglichen, also die prozentuale Zellzahl der
behandelten Zellen im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe von Zellen gleichen Genotyps und
gleicher Proliferationsdauer sowie Passage.

Eine Auswertung der Daten von drei unabhéngigen Versuchsreihen wird in Abbildung 8

wiedergegeben.
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Bei den wildtypischen Zellen zeigt sich der erwartete Effekt des Docetaxel: der Anteil
Docetaxel behandelter Zellen nimmt stetig ab im Vergleich zu den proliferierenden
unbehandelten Kontrollzellen. 24 Stunden nach Docetaxel-Behandlung liegt der Anteil
lebender Zellen bei ca. 23%.

Im Vergleich hierzu ist der Anteil Docetaxel behandelter fiir bub1b heterozygoter MEFs
ca. 41%, also signifikant erhoht im Vergleich zu gleichbehandelten wildtypischen Zellen
(23%). Betrachtet man die p53 defizienten MEFs, so ist der Anteil nach 24 Stunden
Docetaxel-Behandlung ca. 11%. Dies bedeutet im Vergleich zu den wildtypischen Zellen,

dass eine Reduktion des Anteils lebender Zellen stattgefunden hat.

In Abhéngigkeit zu diesen Ergebnissen sollte der Effekt in Zellen des Genotyps bublb
het / p53 hom untersucht werden. In den MEFs dieses Genotyps fallt der Anteil lebender
Zellen im Vergleich zu unbehandelten proliferierenden MEFs auf ca. 9%. Dieses
Ergebnis zeigt, dass Zellen, die sowohl eine bublb Heterozygotie aufweisen und
gleichzeitig p53 defizient sind, sich nach Behandlung mit Docetaxel vergleichbar zu p53
defizienten Zellen verhalten. Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass fiir bub1b
heterozygote MEFs resistenter gegeniiber der zytostatischen Wirkung von Docetaxel
erscheinen, wihrend MEFs, die p53 defizient sind, mit einer Abnahme an Zellen
reagieren. Betrachtet man die MEFs des Genotyps bub1b het / p53 hom, so werden die
bublb heterzygote MEFs durch die p53 Defizienz sensitiver gegeniiber dem
zytostatischen Effekt von Docetaxel. Versteht man den in wildtypischen MEFs
beschriebenen zytostatischen Effekt des Docetaxels als einen Arrest der proliferierenden
Zellen im MSC, so kann man vermuten, dass fiir bublb heterozygote MEFs eine
unvollstindige Arretierung im MSC erfahren und so vermehrt dem zytostatischen Effekt
entgehen konnen. Um zu verstehen wieso es in bub1b het / p53 hom MEFs im Vergleich
zu den fiir bublb heterozygoten MEFs zu einer Abnahme an Zellen kommt, wurden in

Anschluss Zellzyklusuntersuchungen vorgenommen.

4.4 Zellzyklusanalysen muriner embryonaler Fibroblasten (MEFs) in

Primérkultur abhiingig vom bub1b- und p53-Genotyp

Um zu verifizieren, dass die beobachteten durch Docetaxel ausgelosten Effekte im
Zusammenhang mit dem MSC stehen, wurde mit Hilfe einer Durchflusszytometrie der

Anteil von MEFs in den verschiedenen Phasen des Zellzyklus (Gi-Phase, G2/M-Phase,
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Polyploidie und S-Phase) bestimmt. In Abbildung 10 A wird beispielhaft an
unbehandelten wildtypischen MEFs die Analyse der Verteilung erkennbar. Abbildung 9
zeigt, dass die wildtypischen MEFs unter den gegebenen Kulturbedingungen proliferieren
und sich im Durchschnitt mehrerer unabhéangiger Versuche 52 % der MEFs in der Gi-
Phase, 29 % in der G2/M-Phase, 7 % in der Polyploidie und 12 % in S-Phase befinden. In
den Abbildungen 11 bis 13 werden beispielhaft die Zellzyklusanalysen von MEFs der
unterschiedlichen Genotypen dargestellt. Abbildung 9 fasst auch die Mittelwerte der
Zellzyklusanalysen der MEFs unterschiedlicher Genotypen im Vergleich zu den
Ergebnissen wildtypischer MEFs zusammen. Man erkennt, dass sich die
Zellzyklusverteilung in Gi-Phase, Gz/M-Phase, Polyploidie und S-Phase der
proliferierenden MEFs verschiedener Genotypen nur unwesentlich untereinander und

auch von den wildtypischen Zellen unterscheidet.

Ebenso ist der Koeffizient von G;-Phase zu G,/M-Phase, der als Indikator einer MSC-

Aktivierung benutzt werden kann, zwischen den MEFs vergleichbar.

80% w
60%
= 40%
©
N
N
S
% 20%
) bub1b het / p53 hom
x bub1bwt / p53 hom
0% bub1b het / p53 wt
bub1bwt/ p53 wt
Poly s Genotyp
Phase des Zellzyklus
G1 Koeffizient G2/M Poly S
bub1b het/ p53 hom 49+ 3,1 1,88 26+28 13+1,0 12+0,9
bub1b wt / p53 hom 47+24 1,74 27+1,6 15+2.2 1M1+14
bub1b het/ p53 wt 50+27 1,72 29+14 10+04 11+0,8
bub1b wt / p53 wt 52+3,1 1,79 29+26 717 12+26

Abbildung 9 Relative Zellzahlen in den Phasen des Zellzyklus unterschiedlicher Genotypen ohne
Docetaxel-Inkubation: Mit Angaben der zugrundeliegenden Mittelwerte aus drei voneinander
unabhéngigen Analysen und entsprechenden Standardabweichungen in der Tabelle in %.
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Geringfiigige Unterschiede zeigen sich ausschlieSlich im Anteil von polyploiden Zellen
der proliferierenden MEFs nach 48 Stunden. Die fiir pS3 homozygoten Zellen weisen
hohere Anteile polyploider Zellen auf. Dies bedeutet, dass p53 defiziente MEF Kulturen
iiber die Zeit polyploide Zellen anreichern und kann als Hinweis auf einen Defekt der

Apoptose solcher Zellen im p53 defizienten Hintergrund gewertet werden.

Aus diesen Ergebnissen kann zusammenfassend geschlossen werden, dass iiber den
beobachteten Zeitraum die in vitro proliferierenden MEFs der verschiedenen Genotypen

einen ungestorten Zellzyklus aufweisen.

4.5 Zellzyklusanalysen muriner embryonaler Fibroblasten (MEFs) in
Primérkultur abhiingig vom bub1b- und p53-Genotyp nach Behandlung mit

Docetaxel

Nachdem in den vorab beschriebenen Ergebnissen Unterschiede gegeniiber dem
zytostatischen Effekt von Docetaxel in MEFs der verschiedenen Genotypen beobachtet
werden konnte, sollen nun die Zellzyklusanalysen dieser MEFs nach Docetaxel-
Behandlung analysiert werden. Die Abbildungen 10 bis 13 (B und C) zeigen beispielhaft
die FACS-Analysen 24 und 72 Stunden nach Docetaxelgabe.

(F 1)fsingle) bubpS3ees-¥2kont 00002061 171.LMD - FL3 Lin - ADC (F1)isingle] bubpS3++++43 7doc 00002034 154.LMD - FL3 Lin - ADC (F 1isingle] bubp53+++#2doc 00002040 160.UMD - FL3 Lin - ADC.
o 2 37
—{8ubG1 -
SubG1 G2M —_
T 51 —
S
Polyplold Polyploid Polyploid
- J
T S, — e T A
FL Un £ Un FL2 tin
(F1)[single] bubpS3+++-#2kont 00002051 171.LMD : FL3 Lin (F1)[single] bubp53++++#3.7doc 00002034 154.LMD : FL3 Lif (F1)[single] bubp53+++-#2doc 00002040 160.LMD : FL3 Lir
Region  Number %Total %Gated X-Mean Y-Mean Region  Number %Total %Gated X-Mean Y-Mean Region  Number %Total %Gated X-Mean Y-Mean
ALL 9033 9033 10000 345 #itit ALL 6956 7512 100.00 456 #it# ALL 8360  83.60  100.00 550 Hith
Gl 4663 46.63 51.62 Gl 2046 22,10 2941 251 i Gl 1004 10.04 12.01 251 #iH
G2M 2 2296 2542 427 G2M 2393 2584 3440 472 it G2M 4252 4252 5086 467 Hi4
Polyploid 113 1132 1253 684 Polyploid 1549 1673 2227 765 #itth Polyploid 2619  26.19 3133 836 i
S 77 770 852 327 S 705 761 1014 352 Hith s 352 352 421 361 i
SubGl 0.26 0.29 171 SubG1 91 0.98 1.31 165 HH# SubG1 66 0.66 0.79 172 Hi

Abbildung 10 Beispiel der Phasenverschiebung des Zellzyklus bei unterschiedlichen Docetaxel-
Inkubationszeiten: Genotyp bublb wt/p53 wt vor Docetaxel-Inkubation (A), nach 24 Stunden Docetaxel-
Inkubation (B), nach 72 Stunden Docetaxel-Inkubation (C).
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(F1isingle] bubp&3+-+#2kont 00002039 169.LMD - FL3 Lin - ADC
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FL3 Un

(FD)lsingle] bubp53+-+#1 3doc 00002024 144 LMD : FL3 Lin - ADC

2
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T e o b T
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(F1)isingle] bubp53+-+#2doc 00002052 172.1MD - FL3 Lin - ADC.

G2M
—SubG1

Polyploid

s T T

FL3 lin

(F1)[single] bubps3+-+-#2kont 00002039 159.LMD : FL3 Lin
Region ~ Number %Total %Gated X-Mean Y-Mean

ALL 8228 8228  100.00 399 #iH
Gl 3676 36.76  44.68 247 it
G2M 2638 32.06 469 it
Polyploid 1259 15.30 730 it
S 656 797 356 it
SubGl 132 1.60 187 it

(F1)[single] bubp33+-+-#1.3doc 00002
Region  Number %Total %Ga

4 144.LMD : FL3 Lin
X-Mean  Y-Mean

ALL 7720 77.20  100.00 394 #i#
Gl 3191 3191 4133 256 it
G2M 3080 30.80  39.90 483 Hith
Polyploid 731 731 9.47 670 #iitt
S 680 6.80 8.81 368 #it
SubGl 150 1.50 1.94 202 Hitt

A

(F1)[single] bubp53+-+-#2doc 00002052 172.LMD : FL3 Lin
Region Number %Total %Gated X-Mean Y-Mean

ALL 8464  84.64  100.00 465 #ith
Gl 2319 2319 2740 241 it
G2M 3804  38.04 4494 460 st
Polyploid 1813 18.13 2142 800 #itt
S 441 4.41 5.21 346 #itt
SubG1 150 1.50 1.77 193 it

Cc

Abbildung 11 Beispiel der Phasenverschiebung des Zellzyklus bei unterschiedlichen Docetaxel-
Inkubationszeiten: Genotyp bublb het / p53 wt vor Docetaxel-Inkubation (A), nach 24 Stunden

Docetaxel-Inkubation (B), nach 72 Stunden Docetaxel-Inkubation (C).
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(F1)[single] bubp53++--#10kont 00002049 169.LMD : FL3 Lin
Region Number %Total %Gated X-Mean Y-Mean

ALL 9207 92.07 100.00 334 HHE
Gl 3067 30.67 3331 174 #iH
G2M 3402 3402 3695 334 Hitt
Polyploid 2192 21.92 23.81 583 HH#
N 639 6.39 6.94 242 HH#
SubG1 21 0.21 0.23 128 i

(F1)[single] bubp53++--#2.2 10nM 00002058 178.LMD : FL3 Lin
Region Number %Total %Gated X-Mean Y-Mean

ALL 5123 71.08 100.00 412 Hith
Gl 1408 19.54 2748 235 HiH
G2M 1624 22.53 31.70 444 HiH
Polyploid 1082 15.01 2112 662 HiH
S 868 12.04 16.94 337 Hit
SubG1 29 0.40 0.57 164 Hith

A

(F1)[single] Bubp53++--#10doc 00002050 170.LMD : FL3 Lir|
Region Number otal  %Gated X-Mean Y-Mean

ALL 4800 48.00 100.00 584 #it#
Gl 164 1.64 3.42 186 Hith
G2M 935 9.35 19.48 358 Hith
Polyploid 3567  35.67 7431 674 Hi
S 110 1.10 229 272 Hith
SubG1 35 0.35 0.73 119 Hith

Cc

Abbildung 12 Beispiel der Phasenverschiebung des Zellzyklus bei unterschiedlichen Docetaxel-
Inkubationszeiten: Genotyp bublb wt / p53 hom vor Docetaxel-Inkubation (A), nach 24 Stunden

Docetaxel-Inkubation (B), nach 72 Stunden Docetaxel-Inkubation (C).
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A

Abbildung 13 Beispiel der Phasenverschiebung des Zellzyklus bei unterschiedlichen Docetaxel-
Inkubationszeiten: Genotyp bublb het / p53 hom vor Docetaxel-Inkubation (A), nach 24 Stunden
Docetaxel-Inkubation (B), nach 72 Stunden Docetaxel-Inkubation (C).
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bub1b het / p53 hom
bub1b wt/ p53 hom
bub1b het / p53 wt

bub1bwt/ p53 wt

Poly s Genotyp
Phase des Zellzyklus
G1 Koeffizient G2/M Poly S
bub1b het/ p53 hom 34+16 1,42 2429 32+1,2 1011
bub1b wt / p53 hom 3026 0,79 3827 20+1,0 1217
bub1b het/ p53 wt 46+1,6 1,21 38+29 1012 8+04
bub1b wt / p53 wt 3114 0,69 45+2,6 10+1,0 14+31

Abbildung 14 Relative Zellzahlen in den Phasen des Zellzyklus unterschiedlicher Genotypen nach 24
Stunden Docetaxel-Inkubationszeit: Mit Angaben der zugrundeliegenden Mittelwerte aus drei
voneinander unabhéngigen Analysen und entsprechenden Standardabweichungen in der Tabelle in %.
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Wie Abbildung 14 zeigt, verhalten sich die wildtypischen Zellen wie erwartet. Nach
Aktivierung des MSC durch Docetaxel treten die proliferierenden Zellen in einen G2/M-
Arrest, der sich im Vergleich zu den unbehandelten Zellen in einem Anstieg des Anteils
an Zellen in der G2-/M-Phase (45%) manifestiert. Die Arretierung der MEFs im MSC ist
durch einen geringeren Koeffizienten der Gi-Phase gegeniiber der G2/M-Phase (1,79
gegeniiber 0,69) erkennbar. Es kommt in Docetaxel behandelten wildtypischen MEFs
darliber hinaus zu einem geringen Anstieg der Zellen in der S-Phase und auch von

polyploiden Zellen (von 7% auf 10%).

Im Gegensatz zu der wildtypischen Kontrollgruppe befindet sich mit 46 % der Zellen der
grofite Teil der Docetaxel behandelten bublb heterozygoten MEFs in der Gi-Phase. Im
Vergleich zu den unbehandelten Zellen nimmt das Verhéltnis von Gi-Phase zu G2-/M-
Phase zwar von 1,72 auf 1,21 ab, zur wildtypischen Docetaxel behandelten
Kontrollgruppe ist es aber deutlich hoher (1,21 gegeniiber 0,69). Somit erscheint in fiir
bublb heterozygoten MEFs eine unvollstindige Aktivierung des MSC stattzufinden, da
ein groBerer Teil der Zellen trotz Doxetaxel vermittelter Aktivierung des MSC die G2-M-

Phase durchlduft. Polyploide Zellen sind relativ gering vorhanden.

Betrachtet man nun die fiir bub1b wildtypischen und p53 homozygoten Zellen, so kommt
es sich nach MSC-Aktivierung, dhnlich wie in wildtypischen MEFs, zu einem Anstieg
von Zellen in der G>-/M-Phase (38%). Dennoch befinden sich deutlich weniger MEFs in
der G2-/M-Phase, was sich auch im Verhéltnis von Gi-Phase zu G>-/M-Phase (0,79
gegeniiber 0,69) verdeutlicht. Das konnte ein Hinweis dafiir sein, dass auch ein Fehlen
von p53 eine unvollstindige Aktivierung des MSC zur Folge hat. Im Vergleich zur
Kontrollgruppe ist in p53 defizienten MEFs der Anteil der polyploiden Zellen (20%)
deutlich hoher.

Bei den Zellen des kombinierten Genotyps bublb het / p53 hom ist das Verhéltnis von
G1-Phase zu G2-/M-Phase im Vergleich zu den wildtypischen Zellen aber auch zu den
beiden anderen Genotypen am gréfiten (1,42). Dennoch befindet sich nur ein relativ

kleiner Anteil der Docetaxel behandelten MEFs in der G2-Phase (24%).

Die Aktivierung des MSC erscheint somit am stirksten gehemmt. Zusétzlich kann aber
beobachtet werden, dass im Vergleich zu den anderen Genotypen ein grofler Anteil der

MEFs polyploid ist (32%).
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bub1b het / p53 hom 2+0,1 0,20 10+33 84 +4,1 4+0,2
bub1b wt / p53 hom 8+0,5 0,42 19+2,6 71+£35 2+0,2
bub1b het / p53 wt 28+1,5 0,68 41+23 23+34 8+0,7
bub1b wt / p53 wt 15+1,3 0,29 52+2,6 25+1,8 8+14

Abbildung 15 Relative Zellzahlen in den Phasen des Zellzyklus unterschiedlicher Genotypen nach 72
Stunden Docetaxel-Inkubationszeit: Mit Angaben der zugrundeliegenden Mittelwerte aus drei
voneinander unabhéngigen Analysen und entsprechenden Standardabweichungen in der Tabelle in %.

Erginzend wurde die Zellzyklus-Verteilung der Zellen nach 72 Stunden Docetaxel-
Behandlung analysiert. Zu diesem Zeitpunkt wurde im Vergleich zu den 24 Stunden-
werten eine nochmals verringerte Zellzahl der Docetaxel behandelten MEFs aller
Genotypen im Vergleich zu den unbehandelten MEFs der Kontrollgruppen beobachtet.
Die Analysen des DNA—Gehalts zeigen, dal die wildtypischen MEFs weiterhin in der
G2-/M-Phase akkumulieren, wéahrend bublb heterozygote MEFs, wie bereits nach 24
Stunden beobachtet, einen unvollstindige Aktivierung des MSC aufweisen (Koeffizient
Gi-Phase gegeniiber G>-/M-Phase 0,29 zu 0,68). In p53 defizienten MEFs fillt besonders
ein starker Anstieg von polyploiden Zellen auf, wihrend der Anteil der Zellen in der G-
Phase und G»-/M-Phase verringert ist. Dieser Effekt kommt in MEFs des Genotyps bublb
het / p53 hom nochmals verstdrkt zum Tragen, sodass nur noch ein geringer Anteil von
MEFs in der Gi-Phase (2%) oder Go/M-Phase (10%) vorhanden ist und der Anteil der
polyploiden Zellen auf 84 % steigt.

Abschliefend wurden - getrennt nach den verschiedenen Zellzyklusphasen - die Anteile
der Zellen der verschiedenen Genotypen iiber den Beobachtungszeitraum aufgetragen

und in den folgenden Abbildungen 16 bis 19 dargestellt.
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Abbildung 16 Relative Zellzahlen unterschiedlicher Genotypen in der Gi-Phase des Zellzyklus zu
unterschiedlichen Docetaxel-Inkubationszeiten: Mit Angaben der zugrundeliegenden Mittelwerte aus
drei voneinander unabhéngigen Analysen und entsprechenden Standardabweichungen.
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Abbildung 17 Relative Zellzahlen unterschiedlicher Genotypen in der G2-/Meta-Phase des Zellzyklus
zu unterschiedlichen Docetaxel-Inkubationszeiten: Mit Angaben der zugrundeliegenden Mittelwerte aus
drei voneinander unabhéngigen Analysen und entsprechenden Standardabweichungen.
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Abbildung 18 Relative Zellzahlen unterschiedlicher Genotypen

in der Polyploidie zu

unterschiedlichen Docetaxel-Inkubationszeiten: Mit Angaben der zugrundeliegenden Mittelwerte aus
drei voneinander unabhéngigen Analysen und entsprechenden Standardabweichungen.
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Abbildung 19 Relative Zellzahlen unterschiedlicher Genotypen in der S-Phase des Zellzyklus zu
unterschiedlichen Docetaxel-Inkubationszeiten: Mit Angaben der zugrundeliegenden Mittelwerte aus
drei voneinander unabhéngigen Analysen und entsprechenden Standardabweichungen.

Betrachtet man die Kontrollgruppe im zeitlichen Verlauf in der Gi-Phase (Abbildung 16),

so kommt es 24 Stunden nach Aktivierung zu einem deutlichen Abfall der relativen

Zellzahl auf 31%, der sich nach 72 Stunden auf 15% abschwicht. Dementsprechend

erhohen sich in der G2-/M-Phase (Abbildung 17) die relativen Zellzahlen auf 52% nach

72 Stunden. Der Anteil der polyploiden Zellen (Abbildung 18) bleibt zunéchst relativ

konstant bei 10 % nach 24 Stunden und steigt erst danach auf 25% an. Der Anteil der

Zellen in der S-Phase (Abbildung 19) bleibt zwischen 14 und 8%. Diese Kurvenverldufe
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spiegeln eine Aktivierung des MCS wieder und deuten eine im Verlauf moderat

eingeschriankte Apoptosefdhigkeit an.

Die Zellen des Genotyps bublb het / p53 wt zeigen im Vergleich zur Kontrollgruppe,
sowohl nach 24 Stunden (46%), als auch nach 72 Stunden (28%) deutlich hohere relative
Zellzahlen in der Gi-Phase (Abbildung 17). Dem gegeniiber steht ein nicht so deutlicher
Anstieg der relativen Zellzahlen in der G2-/M-Phase (Abbildung 18) auf 41% nach 72
Stunden. Bzgl. der polyploiden Zellen und des Anteils von Zellen in der S-Phase zeigen
sich mit der Kontrollgruppe vergleichbare Werte. Im Vergleich zur Kontrollgruppe zeigt
sich eine deutliche Kompromittierung der Aktivierung des MSC bei nahezu gleichen

polyploiden Zellzahlen.

Beim Genotyp bublb wt / p53 hom weisen die Zellen in der Gi-Phase (Abbildung 17)
nach 24 Stunden einen zunichst zur Kontrollgruppe vergleichbaren Riickgang der
relativen Zellzahlen auf 30%, der sich nach 72 Stunden aber auf 8% verstarkt. In der Gz-
/M-Phase (Abbildung 19) kommt es nach 24 Stunden zunéchst zu einem entsprechenden
Anstieg auf 38%, nach 72 Stunden jedoch zu einer starken Abnahme der relativen
Zellzahl auf 19%. Dies spiegelt sich in dem rasanten Anstieg der polyploiden Zellen
(Abbildung 18) auf 71% nach 72 Stunden wider. In der S-Phase (Abbildung 19) zeigt sich
nach 72 Stunden ein deutlicher Riickgang der Zellzahlen auf 2%. In den Kurvenverldufen
siecht man zundchst Hinweise auf eine moderate Kompromittierung des MSC im
Vergleich zu den Zellen des Genotyps bublb het / p53 wt. Im Verlauf wird dies jedoch
durch die Drift der Zellen in die Polyploide aufgrund der mangelnden Apoptosefdhigkeit
iiberdeckt.

Bei den Zellen mit Heterozygotie fiir bub1b und Homozygotie fiir p53 kommt es nach 72
Stunden in der Gi-Phase (Abbildung 17) zur deutlichsten Abnahme der relativen
Zellzahlen auf 2%. Auch in der G;-/M-Phase (Abbildung 18) nehmen die Zellzahlen
schon nach 24 Stunden (24%) ab und betragen nach 72 Stunden 10%. Diese im Vergleich
zu den Zellen des Genotyps bublb wt / p53 hom noch deutlichere Abnahme der Zellen
spiegelt sich in dem noch deutlicheren Anstieg der Zahlen polyploider Zellen wider, 32%
nach 24 Stunden und 84% nach 72 Stunden. In der S-Phase (Abbildung 19) verhalten sich
die p53 defizienten Genotypen nahezu gleich. Hier zeigen die Kurven eine noch grof3ere
Drift in die Polyploidie als Zeichen eines deutlich kompromittierten MSC und einer

verstirkten Unfahigkeit zur Apoptose im Vergleich zum Genotyp bublb het / pS3 wt.
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Zusammenfassend kann anhand der Untersuchungen hervorgehoben werden, dass der
MSC in bublb heterozygoten MEFs nur unvollstindig aktiviert werden kann. Ebenso
kann eine unvollstdndige MSC-Aktivierung in p53 defizienten MEFs beobachtet werden.
Bublb heterozygote und p53 defiziente MEFs zeichnen sich durch den kleinsten
Koeffizienten der Gi-Phase gegeniiber der G>-/M-Phase aus, sodass in diesen MEFs die
Docetaxel induzierte Aktivierung des MSC am unvollsténdigsten stattfindet. Gleichzeitig
kommt es nach Docetaxel-Behandlung in bublb heterozygoten und p53 defizienten
MEFs zu einem Anstieg von polyploiden Zellen, der in wildtypischen oder bublb
heterozygoten Zellen kaum zu beobachten ist. Dieser Anstieg kann auch in p53
defizienten MEFs festgestellt werden, wird aber nochmals signifikant verstirkt in bublb

heterozygoten und p53 defizienten MEFs.
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S DISKUSSION

Die Rolle des Gens bublb im MSC und die Funktion des Gens p53 sind in der Literatur
ausfiihrlich beschrieben®. Allerdings werden beide Gene meistens voneinander getrennt
betrachtet. Da bublb-Defizienz zu embryonaler Letalitét fiihrt, konnen bublb defiziente
Zellen nicht etabliert werden. Die verwendete bublb defiziente Maus kann aber als
Modell fiir eine reduzierte bublb Expression (Haploinsuffizienz) oder als genetisches
Modell (Heterozygotie) verstanden werden. Allerdings kommt es in den bublb
heterozygoten Méusen nur zu einem sehr schwachen Tumorphénotyp, da erst in sehr alten

Miusen eine geringe Inzidenz von spontaner Tumorgenese beobachtet wird.5!:62

Um die Bedeutung von bublb als mdgliches Tumorsuppressorgen genauer zu
untersuchen, wurde daher bublb in die p53 defiziente Maus eingekreuzt, um die Rolle
einer Heterozygotie fiir bublb auf die Entstehung und Progression von p53 defizienten
Tumoren zu untersuchen. Mit Hilfe des Mausmodells und aus dem Mausmodell
abgeleiteten embryonalen Zellen sollen mogliche Wechselwirkungen zwischen bublb

Heterozygotie und p53 Defizienz dargestellt werden.

5.1 Die Rolle von bub1b und p53 in der Embryogenese eines Mauskollektivs

Fiir bub1b homozygote Tiere sterben schon als Embryonen. Ging man anfangs von einem
Uberleben dieser Embryonen von ca. sechs Tagen aus, so weil man heute, dass die

Mehrzahl zwischen dem siebten und achten Tag verstirbt>

, einige Embryonen aber bis
zum 16. Tag iiberleben. Fiir bub1lb heterozygote Embryonen entwickeln sich dagegen
normal.’® Dieser Sachverhalt wurde durch unsere Ergebnisse bei der Genotypisierung der
Maiuse bestdtigt. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnten wéihrend der Gewinnung
der MEFs am zwolften Tag der Schwangerschaft keine bublb homozygoten Tiere bzw.

nur sehr selten stark verkiimmerte Embryonen beobachtet werden.

In der Literatur wird beschrieben, dass weibliche Embryonen mit Homozygotie fiir p53
geringfligig erhoht Anenzephalien und andere Defekte des Neuralrohrs aufweisen®-%4,
Auch Fehlbildungen der Retina oder der Linse treten 6fter auf. Ansonsten entwickeln sich
diese Embryonen aber normal®. Auch dieser Sachverhalt wurde durch unsere Ergebnisse
nach Genotypisierung und Gewinnung von MEFs im verwendeten Mauskollektiv

bestatigt.
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Einen Einfluss der Kombination von bublb und p53 auf die Embryogenese zeigte sich
nicht, da sich die Verhéltnisse der Genotypen der Tag 12 Embryonen, die zur Gewinnung
von MEFs verwendet wurden, nicht signifikant &ndern. Da nach heutigem Kenntnisstand
die apoptotische Wirkung des MSCs durch p53 entscheidend mitreguliert wird, kann man
vermuten, dass in den p53 defizienten Méusen nach Kreuzen mit bublb homozygoten
Tieren ein verlidngertes embryonales Uberleben dieser Tiere eintritt. Die Ergebnisse
zeigten aber keinen Einfluss der p53-Defizienz auf ein verlingertes Uberleben von bublb
defizienten Embryonen. Somit spielt p53 offensichtlich fiir die Letalitdt von bublb

defizienten Miusen keine oder nur eine untergeordnete Rolle.

5.2 Einfluss der Heterozygotie fiir bub1b auf das Uberleben eines Mauskollektivs

Die in unserer Arbeitsgruppe generierten und verwendeten fiir bublb heterozygoten
Tiere>® verhielten sich wie bereits etablierte bub1b heterozygote Mausmodelle, die in der

4243 Tm beobachteten Uberlebenszeitraum unter-schieden

Literatur beschrieben werden
sie sich weder im Verhalten, der Fertilitit oder der Anatomie signifikant gegeniiber
wildtypischen Tieren. Eine durch andere Autoren gezeigte GroBen-retardierung bei ca.
4% der fiir bublb heterozygoten Tiere wurde im Rahmen des Versuchs nicht
kontrolliert>®. Ein erhohtes Risiko fiir Lungentumore oder Lymphome fiir sehr alte Tiere
des Genotyps bub1b het, welches in der Literatur ebenfalls beschrieben wird>®, konnte in
den Tieren, die nach 100 Wochen untersucht wurden, statistisch nicht nachgewiesen
werden. Allerdings wiesen in der Autopsie nach 100 Wochen drei Tiere ein Lymphom
auf, wihrend in der Kontrollgruppe keine Tumore gefunden wurden. Insgesamt konnte in

bublb heterozygoten Tieren keine erhdhte Inzidenz an Tumoren in adulten Miusen

nachgewiesen werden.

5.3 Einfluss der Homozygotie fiir p53 auf das Uberleben eines Mauskollektivs

Waihrend fiir die Homozygotie fiir p5S3 im Embryonalstadium bei Miusen nur wenige
Verdnderungen beschrieben sind und junge Méuse sich normal entwickeln, so sind
Weibchen vermehrt infertil®®. Dies hat in unserem Versuchsaufbau jedoch keine Rolle
gespielt. Weiterhin ist bekannt, dass p53 homozygote Tiere friih Sarkome und
disseminierte sowie thymoidale Lymphome entwickeln, die zu einem durchschnittlichen

Uberlebensalter von 22 Wochen fiihren®. In unserem Kollektiv wiesen die Tiere einen
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vergleichbaren Tumorphinotyp und ein vergleichbares Uberlebensalter von durch-
schnittlich 20 Wochen auf. Die von uns untersuchten p53 defizienten Mauskollektive

zeigten somit den flir p53 defiziente Miause typischen Tumorphinotyp.

5.4 Tumorgenese in einem fiir bublb heterozygoten und pS53 homozygoten

Mauskollektiv

Nach Kreuzung von fiir bublb heterozygoten Tieren mit den fiir p5S3 homozygoten
Tieren, konnte ein Kollektiv mit dem Genotyp bublb het / p53 hom generiert und
ausgewertet werden. Diese Miuse zeigten einen dhnlichen Phénotyp, wie diejenigen mit
dem Genotyp bublb wt / p53 hom. Sie entwickelten Sarkome und Lymphome und hatten
ein mit den p53 homozygoten Maéusen vergleichbares, aber etwas geringeres,
durchschnittliches Uberlebensalter von 19 Wochen. Die Vermutung, dass es bei diesen
beiden Genotypen keine relevanten Unterschiede in der Tumorgenese gibt, ist allerdings
bei genauerer Betrachtung der unterschiedlichen Tumorentititen nicht zutreffend. Tiere
beider Genotypen unterscheiden sich in der Verteilung der einzelnen Tumorentititen
signifikant. So zeigten Tiere des Genotyps bublb het / p53 hom deutlich mehr
disseminierte Lymphome als thymoidale Lymphome, allerdings zu einem spéteren
Zeitpunkt. Sarkome traten deutlich frither auf, nahmen allerdings in der Anzahl ab (Siehe

Tabellen 5 und 6).

Da durch die Haploinsuffizienz des Tumorsuppressors BUB1B in p53 defizienten
Maiusen insbesondere die Entwicklung von disseminierten Lymphomen bevorzugt
erfolgt, kann vermutet werden, dass die Entstehung von disseminierten Lymphomen in
Zusammenhang mit Defekten im MSC steht. Ob dies aber tatsdchlich auf eine reine
Haploinsuffizienz zuriickzufiihren ist oder der Effekt durch den Verlust des zweiten Allel
bzw. einen ,,lose of heterozygoty” in Zusammenhang mit der Homozygotie fiir p53

verursacht wird, muss weiter untersucht werden.

Die verdnderte Verteilung der Tumorentitdten kann Einfluss auf das Gesamtiiberleben
oder das tumorspezifische Uberleben von Mauskollektiven haben. Fiir eine gesicherte
Aussage miisste allerdings ein groBeres Kollektiv untersucht werden. Was einen

erheblichen hoheren finanziellen, logistischen und zeitlichen Mehraufwand bedeutet.
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Auch welche Rolle diese Einfliisse ggf. in humanen Lymphomen und Sarkomen spielen,

ist von Interesse.

So konnten Wan et al.®

zeigen, dass ein aktives bublb-Signal entscheidend fiir das
Wachstum von Rhabdomyosarkomzellen ist und bub1b zumindest in diesem Kontext eine
onkogene Rolle zukommt. In Osteosarkomen scheint bub1lb dagegen eine schiitzende

Funktion auszuiiben®’.

In EBV transformierten Lymphoblasten, welche mit Burkitt- und Hodgkinlymphomen
assoziiert sind, zeigt sich dariiber hinaus eine mehr als 6fach hohere Expression von

bub1b%,

In unserem Mausmodell wurde fiir die Haploinsuffizienz von bublb eine Abnahme von
Sarkomen und eine Zunahme disseminierter Lymphome gezeigt, was den Ergebnissen in
humanen Osteosarkomen und Hodgkinlymphomen auf den ersten Blick zu widersprechen
scheint. Somit ldsst sich bublb nicht grundsitzlich als Tumorsuppressorgen oder
Onkogen vereinnahmen, vielmehr scheint seine Rolle in hohem Malle entitits-,

situations- und ggf. auch artspezifisch zu sein.

5.5 Einfluss des Genotyps fiir bublb und p53 auf die Proliferation von priméiren

murinen embryonalen Fibroblasten (MEFs)

Aus der Literatur ist bekannt, dass bub1b homozygote MEFs, die aus ca. vier Tage alten
Embryonen gewonnen werden, sich iiber zwei Tage genauso teilen wie bublb
heterozygote oder wildtypische Zellen. Danach stagniert die Proliferation, wéhrend sich

die Zellen der beiden letzteren Gruppen weiter identisch teilen™.

In Proliferationsversuchen konnten keine bub1b homozygoten Zellen untersucht werden,
da unsere MEFs am zwolften Tag der Schwangerschaft gewonnen wurden. Zu diesem
Zeitpunkt waren die homozygoten Embryonen in der Regel bereits abgestorben und
resorbiert. Unterschiede im p53 Status der MEFs zeigten keinen Einfluss auf das
Proliferationsverhalten, sie sind daher mit den wildtypischen Zellen der Kontrollgruppe

in Bezug auf die Proliferation vergleichbar.

Wenn in unserem Versuch auch nicht statistisch signifikant, so zeigten nur die bublb

heterozygoten Zellen tendenziell ein etwas geringeres Proliferationsverhalten. In
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Kombination mit einer Homozygotie fiir p53 waren sie mit der wildtypischen

Kontrollgruppe vergleichbar.

5.6 Verhalten von priméiren murinen embryonalen Fibroblasten (MEFs) in

Abhiingigkeit des Genotyps fiir bub1b und p53 nach Docetaxel-Behandlung

Die Behandlung von Zellen mit Docetaxel fiihrt zu einer unvollstindigen Ausbildung des
Spindelapparats und daraus resultierend zur fehlerhaften Verteilung der Chromosomen in
den sich bildenden Tochterzellen. Dies fiihrt normalerweise zu einer Aktivierung des
MSC und damit zu einer Arretierung des Zellzyklus in der G2-/M-Phase. Der Arrest fiihrt
zu einem Anstieg der mitotischen Zellen in dieser Phase und wird durch die Abnahme
des Koeffizienten von Gi-Phase zu G;-/M-Phase sichtbar. Als Resultat des Arrestes
versucht die Zelle nun entweder durch Reparaturmechanismen den Defekt zu beheben
oder bei irreparablen Fehlern die Apoptose auszuldosen. Wenn beides nicht oder nur

unvollstindig moglich ist, konnen polyploide Zellen entstehen®.

Betrachtet man die Zellzahlen der MEFs nach Behandlung mit Docetaxel, so zeigen die
wildtypischen Zellen der Kontrollgruppe durch die Aktivierung des MSC das erwartete
Verhalten. Durch die Aktivierung des MSC kommt es zu einer Zellverarmung und zu
einer Inhibierung der Proliferation. Die Proliferationsinhibierung (Abnahme der
Zellzahlen) kann hier als direkte Folge der Docetaxel vermittelten Defekte des
Spindelapparats mit resultierender Aktivierung des MSC gesehen werden.
Korrespondierend hierzu zeigte sich auch in den Analysen des Zellzyklus in den
wildtypischen Zellen ein erhdhter Anteil der Zellen sowohl nach 24 Stunden, als auch

nach 72 Stunden in der G,-/M-Phase.

Bei den bublb heterozygoten Zellen zeigte sich eine erhohte Resistenz gegeniiber der
Docetaxel-Behandlung. Sie hatten in Folge der Docetaxel-Behandlung im zeitlichen
Verlauf signifikant hohere relative Zellzahlen. Zudem wurde in den Zellzyklusanalysen
durch das groBere Verhdltnis von Gi-Phase zu Gz-/M-Phase im Vergleich zur
Kontrollgruppe eine unvollstindige Arretierung des MSC beobachtet. Bei den
polyploiden Zellen zeigten sich keine Unterschiede zur Kontrollgruppe. Dies kann
bedeuten, dass Tumore mit Anteilen bzw. Populationen bublb heterozygoter Zellen

resistent gegeniiber einer Therapie mit Spindelgiften sind.
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Die Zellen mit einer Homozygotie fiir p53 wiesen nach Docetaxel-Behandlung
signifikant niedrigere Zellzahlen im Vergleich zur Kontrollgruppe auf und sind somit
sensitiver gegeniiber Docetaxel. In der Zellzyklusanalyse zeigte ein geringerer Anteil an
Zellen eine Aktivierung des MSC, da das Verhiltnis von Gi-Phase zu G>-/M-Phase im
zeitlichen Verlauf immer groBer als das der Kontrollgruppe war. Vermutlich durch den
Verlust der p53 vermittelten Induktion der Apoptosefdhigkeit kam es zu einem rasanten
Anstieg der polyploiden Zellen. So konnten Tumore mit Zellen dieses Genotyps zwar
initial gut auf eine Therapie mit Spindelgiften ansprechen, gleichzeitig aber schneller

entarten bzw. heterogenere Zellklone entwickeln.

Der kombinierte Genotyp bublb het / p53 hom zeigte sowohl bei der Proliferation, als
auch bei den relativen Zellzahlen nach Aktivierung des MSC ein vergleichbares
Verhalten wie die Zellen des Genotyps bublb wt / p53 hom. Sie wiesen also nicht die
durch die Heterozygotie von bub1b beobachtete gesteigerte Resistenz gegeniiber Taxanen
auf, sondern eine erhohte Sensibilitdt, wie durch die Homozygotie von p53 beobachtet.
Betrachtet man die Zellzyklusanalysen, so sieht man nach 24 Stunden Docetaxel-
Behandlung ein deutlich erhohtes Verhiltnis von Gi-Phase zu G2-/M-Phase als Zeichen
einer verminderten Aktivierung des MSC. Dies fiihrt bei gleichzeitigem Verlust der p53
vermittelten Apoptosefdhigkeit zu noch mehr polyploiden Zellen als bei den Zellen des
Genotyps bublb wt / p53 hom. Ursdchlich hierfiir ist das Fehlen von
Reparaturmechanismen, welche durch den aktivierten MSC vermittelt werden sowie die
Unfahigkeit zur Apoptose trotz chromosomaler Aberrationen. Nach 72 Stunden kommt
es allerdings zu einer verstirkten Aktivierung des MSC. Was sich im kleinsten Verhéltnis
von Gi-Phase zu G2-/M-Phase aller Genotypen zeigt. Dieser Effekt kann aber auch darauf
zurlickzufithren sein, dass sich zu wenige nicht polyploide Zellen innerhalb der

Stichproben befanden.

5.7 Die Kombination von Heterozygotie fiir bub1lb und Homozygotie fiir pS3

In Bezug auf die relativen Zellzahlen tritt in unserem kombinierten Zellmodell mit dem
Genotyp bublb het / p53 hom die bub1b vermittelte Resistenz gegen Doxetacel vollig in
den Hintergrund, wéhrend die durch die Homozygotie fiir p53 bedingten Sensibilisierung
fiir Docetaxel bestehen bleibt. In den Zellzyklusanalysen zeigt sich zunidchst eine

Potenzierung der Aktivierung des MSC, die im zeitlichen Verlauf jedoch nicht mehr
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nachweisbar ist, aber zu einer verstirkten Bildung von polyploiden Zellen fiihrt. Die
Heterozygotie fiir bublb verursacht in p53 defizienten Zellen somit eine verstirkte

Inhibierung der Proliferation.

Dies zeigt, dass bublb unter diesen Bedingungen keine klassische tumorsuppressive
Funktion aufweist. Vielmehr scheint hier die Haploinsuffizienz, im Gegensatz zur
Haploinsuffizienz ohne Defekt im Gen p53, zu antiproliferativen Effekten zu fithren. Da
es dennoch zu einer Anhdufung von polyploiden Zellen kommt, kann man hier allenfalls

von einer partiellen tumorsuppressiven Funktion ausgehen.

Neben diesen schiitzenden Eigenschaften zeigen sich allerdings in anderem Kontext auch
onkogene (Teil-)Funktionen. Die Aktivierung des MSC mit Docetaxel in Zellen dieses
Genotyps hat eine gehdufte Persistenz von Vorstufen maligner Zellen zur Folge. Da
Polyploidie als eine Form der Aneuploidie in der Tumorgenese eine entscheidende Rolle
spielt, kann eine Erhohung polyploider Zellen mit einem erhohten Tumorrisiko

einhergehen®’.

Somit scheint die Funktion von bub1b stark von dem Mikromilieu und Funktionszustand
der Zellen abhédngig zu sein. In sich teilenden p53 defizienten Zellen scheint der Verlust

eines bub1b-Allels schiitzend im Sinne einer Proliferationsinhibierung zu wirken.

Daneben ist dieser Genotyp gegeniiber einer Docetaxel-Behandlung verstérkt sensitiv, da

die relativen Zellzahlen unter denen der wildtypischen Kontrollen liegen.

Ob diese hier in MEFs nachgewiesenen Effekte auch in der Tumortherapie bzw. in vivo
von Relevanz sind, miisste zunichst in Tumorzelllinien tiberpriift werden. Dass diese
Effekte die Tumorentitdten in unserem Mausmodell beeinflussten, konnte nachgewiesen

werden.

5.8 Klinische Relevanz von bublb und pS53 sowie deren Kombination in der

Tumorentstehung und -therapie

In klinischen Kontext gesehen, muss aufgrund der gewonnenen Ergebnisse folgende
Frage gestellt werden: Spielt in Tumorentititen, die momentan unter bestimmten
Umstidnden mit einer Chemotherapie durch Spindelgifte therapiert werden, wie z.B. das

Prostatakarzimon, das Mammakarzinom und das Ovarialkarzinom, die Heterozygotie fiir
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bublb iiberhaupt eine Rolle? Zumindest beeinflusst bublb das Prostatakarzinom. Aus
einer neueren Studie geht hervor, dass eine Uberexpression von BUB1B, sowohl das
Protein, als auch seine RNA, in Prostatakarzinomen mit einer erhdhten Progression und
einem schlechteren klinischen Verlauf der Erkrankung einhergehen’. Das bedeutet
bublb hat hier eine onkogene Funktion. Dies zeigte sich auch in unserem Mausmodell

durch die unterschiedlichen Inzidenzen der Tumorentitdten abhéngig vom bub1b-Status.

Moglich ist, dass eine primére Heterozygotie fiir bub1lb in Tumoren zu einer priméiren
Resistenz gegeniiber Docetaxel flihrt oder eine Selektion bublb heterozygoter Klone
unter Docetaxelstress verantwortlich fiir eine sekunddre Resistenz ist. In diesem
Zusammenhang wurde bei einer kleineren Kohorte von sechs Patienten mittels RNA-
Sequenzierung aus Prostatastanzbiopsien vor und nach einer Therapie mit Docetaxel und
einem zusétzlichen Androgenentzug gezeigt, dass ein Defekt in den Genen des MSCs,
unter anderem auch bublb, mit einer signifikanten Verkiirzung des erkrankungsfreien

Uberlebens in Zusammenhang steht".

Da bereits die Haploinsuffizienz fiir bublb zu Defekten im MSC fiihrt, wiirden Tumore
mit einer reduzierten Expression von bublb eine schlechtere Aktivierung des MSC
aufweisen. Dies kann der Tumorzelle ermdglichen, die Apoptose zu umgehen. Daher
wire dieser Mechanismus bei gleichzeitigem Defekt in p53 irrelevant, was sich in unseren

Proliferationsversuchen (Siehe Abbildung 8) auch widerspiegelte.

Bei gleichzeitiger Homozygotie fiir pS3 kann es aber unter Docetaxelstress zu einer
schnelleren Entartung bzw. Progression des Tumors kommen und somit die

Erfolgsaussichten einer Therapie mit Spindelgiften in Frage stellen.

Um diese Hypothesen zu kldren, sind weitere Versuche und Analysen an Tumorzelllinien,
-priparaten und Tiermodellen notwendig. Schlussendlich miissten die Ergebnisse auch

mit klinischen Therapie- und Erkrankungsverldufen verkniipft werden.

Selbst wenn hier Zusammenhénge festgestellt werden kdnnen, bleibt die Frage, ob eine
daraus resultierende Individualisierung der Tumortherapie klinisch und wirtschaftlich

relevant bzw. durchsetzbar ist.

_48 -



6 ZUSAMMENFASSUNG

Chemotherapeutika, deren Wirkung am MSC von Zellen ansetzen, gehdren zum
Standardrepertoire der onkologischen Therapie in zahlreichen Malignomen. In der
Uroonkologie hat insbesondere das Erstarken von Docetaxel-basierten Therapien im
metastasierten Prostatakarzinom den Fokus erneut auf den MSC gerichtet. Diesbeziiglich
wurden aber sowohl schiitzende, als auch tumortreibende Teilfunktionen des MSCs in
verschiedenen Tumorentititen gezeigt und pleiotrope Effekte einzelner Gene des MSCs
nédher untersucht. Die vorliegende Arbeit untersucht daher eine mogliche Rolle von bublb
in der Tumorentstehung und in der Modulation der Ansprechbarkeit gegeniiber
Docetaxel. Da die Heterozygotie im Gen bublb in den existierenden Mausmodellen
jedoch nur zu alters-assoziierten Tumorerkrankungen fiihrt, wurden in Rahmen dieser
Arbeit bublb heterozygote Tiere mit p53 defizienten Tieren verpaart. Eben diese Tiere
wurden hinsichtlich ihres Uberlebens sowie der Art der aufgetretenen Tumorentititen
untersucht. Zusétzlich wurden Proliferations- und Zellzyklusanalysen insbesondere unter

Docetaxelstress an MEFs, die aus diesem Mausmodell gewonnen wurden, durchgefiihrt.

In Sektionsstudien des Mausmodells wurde gezeigt, dass bei gleichzeitigem Vorliegen
von Heterozygotie von bub1b und Homozygotie von p53 eine Verschiebung des Tumor-
Phinotyps der p53 defizienten Tiere (Sarkome und Lymphome) erfolgte. Tiere des
Genotyps bublb het / p5S3 hom wiesen einen signifikant geringeren Anteil von Sarkomen
im Vergleich zu den Lymphomen auf. Zusdtzlich nahm bei den Lymphomen der Anteil
von disseminierten Lymphomen gegeniiber den thymoidalen Lymphomen zu. Aus diesen
Ergebnissen kann geschlossen werden, dass eine Heterozygotie fiir bublb die
Entwicklung bestimmter Tumorentitdten (disseminierte Lymphome) begiinstigt, wihrend
andere Tumorentititen (z.B. Sarkome) durch den Verlust eines bublb Allels eher

verhindert werden. Die molekularen Ursachen fir diesen Befund sind zurzeit noch unklar.

In einem zweiten Teil dieser Arbeit wurde unter Verwendung von Zellkulturen muriner
embryonaler Fibroblasten (MEFs), die mittels des vorhandenen Mausmodells etabliert
wurden, gezeigt, dass MEFs der Genotypen bublb wt / p53 hom, wie auch bublb het /
p53 hom im Vergleich zur Kontrollgruppe normal proliferieren und einen weitgehend
normalen Zellzyklus aufweisen. Die zytostatische Wirkung des ,,Spindelcheckpoint
Aktivators* Docetaxel ist in MEFs mit einer Heterozygotie fiir bub1b reduziert, wahrend

MEFs der Genotypen bublb wt / p5S3 hom, wie auch bublb het / p53 hom sensitiver auf
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Docetaxel reagieren. Aus diesen Ergebnissen kann eine geringe Effektivitit von
Docetaxel als zytostatisches Therapeutikum in der Tumortherapie von bublb
heterozygoten Zellen abgeleitet werden. Bei gleichzeitigen Defekten im Gen p53 konnten

sich bub1b heterozygote Zellen allerdings sensitiv gegeniiber einer Therapie verhalten.

In MEFs aller drei Genotypen konnte zudem gezeigt werden, dass die Aktivierung des
MSCs durch Docetaxel unvollstindig bzw. defekt ist. Dieser Defekt im MSC fiihrt, wie
bereits erwéhnt, zu einem starken zytostatischen Effekt, aber auch zu einer signifikanten
Steigerung der Anzahl und zur Persistenz von polyploiden Zellen in den Zellkulturen der
MEFs mit dem Genotyp bublb het / p53 hom. Aus diesen Ergebnissen kann geschlossen
werden, dass eine Defizienz fiir p53 und eine Heterozygotie fiir bub1b einen additiven
Effekt in der Entwicklung von polyploiden Zellen besitzen und somit die Entwicklung

von Tumorvorstufen begiinstigen.

Ob diese Effekte auch in nativen Tumoren unter Docetaxel-Behandlung eine Rolle
spielen und sich bublb und p53 als mdgliche Priadiktoren einer Docetaxel-Therapie im
Menschen evaluieren lassen, miissten weiterfilhrende Analysen zeigen, die den Verlauf

einer Tumortherapie mit Hilfe eines Spindelgiftes abbilden.
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