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Il. Zusammenfassung

Der Topoisomerase-I-Inhibitor Irinotecan (CPT-11) sowie sein aktiver Metabolit SN-38 16sen in
p53™-Kolorektalkarzinomzelllinien einen lang anhaltenden Zellzyklusarrest und in p53™"-Zellen
einen transienten Arrest aus, gefolgt von Apoptose. Der Mechanismus der p53-unabhéngigen
Apoptose ist noch unklar; die mitotische Katastrophe scheint dabei eine wichtige Rolle zu
spielen. Da die meisten Kolonkarzinome im p53-Gen eine Mutation aufweisen, ist die p53-

unabhingige Apoptose von Interesse.

In dieser Arbeit wurden fiinf etablierte p53™'-Kolonkarzinomzelllinien zur morphologischen
Darstellung des Verlaufs der mitotischen Katastrophe und zur Untersuchung der Beteiligung von

Cyclin D1 und der hMps1-Kinase verwendet.

Die morphologischen Merkmale der mitotischen Katastrophe sind aberrante Mitosen,
Mikronukleationen und Kernkondensationen (Fig. 10). Durch Arretierung der Zellen mit
Nocodazol und die anschlieBende morphologische und biochemische Untersuchung konnte ich
zeigen, dass die SN-38-induzierte (nichtmitotische) Apoptose in HCT116 p53™-Zellen vor und
die Entscheidung zur Mikronukleation nach der Prometaphase stattfindet (Fig. 18). Das spricht
fiir zwei Wege, die zur Apoptose fithren: Der eine Weg fiihrt {iber die Bildung von aberranten
Mitosen (mitotische Katastrophe), der andere Weg, ohne Bildung von aberranten Mitosen,

entspricht der klassischen Apoptose, die jedoch hier p53-Status unabhéngig ist.

Nach Behandlung mit SN-38 ist die hMpsl-Kinase in allen untersuchten p53“'-Zellen

3 mut

supprimiert und in allen untersuchten p53™ -Zellen hochreguliert (Fig. 21). Zur Untersuchung
der Regulation der hMps1-Kinase wurden die Zellen HCT116 und HCT116 p21”~ mit einem
adenoviralen Vektor, kodierend fiir p53, transduziert. Ich konnte damit zeigen, dass das p53-
Protein die hMps1-Kinase-Expression supprimiert und dass das p21-Protein die p53-vermittelte

Suppression verstirkt (Fig. 27).

Nach Suppression der hMps1-Kinase durch die hMpsl-siRNA konnten die SN-38-induzierte
PARP-Fragmentierung sowie die Kernkondensation signifikant vermindert werden (Fig. 32).
Dieses Ergebnis spricht dafiir, dass die hMpsl-Kinase-Expression nach DNA-Schiadigung zur

Entstehung der kondensierten Kerne und PARP-Fragmentierung und somit zur Apoptose beitrigt.



Nach Behandlung mit SN-38 ist die hMpsl-Kinase in allen untersuchten p53™"-Zellen
hochreguliert, gleichzeitig kommt es zur Zentrosomenamplifikation. Die anschliessende

Untersuchung zeigte jedoch, dass die hMps1-Kinase keinen Einfluss auf die Zentrosomenzahl

nach SN-38 Behandlung hat (Fig. 31).

Die Cyclin D1-Proteinexpression wird nach SN-38-Behandlung in allen untersuchten p53™-
Zellen hochreguliert und in allen untersuchten p53™"-Zellen supprimiert (Fig. 20). Die Versuche
mit dem gleichen p53-Expressionssysstem zeigten, dass das p53-Protein die Cyclin DI-
Expression hochreguliert und dass das p2l1-Protein fiir die p53-vermittelte Hochregulation
notwendig ist. Nach Transduktion der HCT116 p21'/'-Ze11en mit einem adenoviralen Vektor,
kodierend fiir p21, zeigte sich, dass das p21-Protein auch alleine Cyclin D1 auf Proteinebene

aber nicht auf mRNA-Ebene hochreguliert (Fig. 26).

Im Gegensatz zu hMpsl-Kinase hat die Cyclin DI1-Expression keinen Einfluss auf die

schiadigungsbedingte Apoptose.

Somit wurden in der vorliegenden Arbeit der Ablauf der mitotischen Katastrophe und der

molekulare Mechanismus der Beteiligung von p53 und hMps1 an diesem Prozess aufgeklért.

Die Hauptbefunde der vorliegenden Arbeit sind:

1. SN-38 induziert in p5S3™"'-Zelllinien einen kurzen Gs-Arrest, gefolgt von einer vorzeitigen
Mitose, die in mitotischer Katastrophe miindet. Dies wird begleitet von aberranten Mitosen,
Mikronukleationen und kondensierten Kernen. Die letzteren weisen apoptotische
Charakteristika auf, wie die PARP-Fragmentierung (Fig. 13). Die mitotische Katastrophe
endet somit mit Apoptose

2. Die vorliegende Arbeit zeigt, dass es zwei Prozesse (mitotische Katastrophe und die
klassische nichtmitotische Apoptose) gibt, die letztlich mit Apoptose enden. Kennzeichnend
fiir die mitotische Katastrophe ist das Auftreten von aberranten Mitosen als Zwischenschritt
der Konversion von tetraploiden Interphase-Zellkernen zur Mikronukleation und
kondensierten Kernen. 80 % der Zellen sterben auf dem klassischen Apoptoseweg ohne
Mitosebeteiligung. Die Mitose-unabhéngige SN-38-induzierte Apoptose findet vor und die

Entscheidung zur mitotischen Katastrophe nach der Prometaphase statt.



3. hMpsl-Kinase wird von p53 auf mRNA-Ebene reguliert. Dabei wirkt p21 als Verstirker der
p53-vermittelten Suppression der hMps1-Kinase (Fig. 27). Im Gegensatz dazu, wird Cyclin
D1 nur auf Protein- und nicht auf mRNA-Ebene durch p21 hochreguliert (Fig. 29).

4. hMpsl-Kinase-Expression nach DNA-Schéddigung triagt zur Kernkondensation und PARP-
Fragmentierung und damit zur Apoptose bei (Fig. 32). Die Zentrosomenamplifikation findet
priferentiell in p53”-Zellen statt, ist aber nicht von hMps1-Kinase abhingig.

5. Weder Uberexpression noch Suppression von Cyclin D1 hat einen Einfluss auf Apoptose.

Teile dieser Arbeit wurden publiziert:
1. Bhonde, M. R., Hanski, M. L., Budczies, J., Cao, M., Gillissen, B., Moorthy, D.,
Simonetta, F., Scherubl, H., Truss, M., Hagemeier, C., Mewes, H. W., Daniel, P. T.,
Zeitz, M., and Hanski, C. DNA Damage-induced Expression of p53 Suppresses Mitotic
Checkpoint Kinase hMps1: the lack of thei suppression in p53mut cells contributes to
apoptosis. J Biol Chem, 281: 8675-8685, 2006.

Teile dieser Arbeit wurden als Poster prasentiert:
1. M R Bhonde, M L Hanski, J Budczies, M Cao, B F Gillissen, F Simonetta, H Scheriibl,
M Truss, C Hagemeier, P T Daniel, M Zeitz and C Hanski. DNA damage-induced
expression of p53 suppresses mitotic checkpoint kinase hMpsl: the lack of this
suppression in p5S3mut cells contributes to apoptosis. Deutscher Krebskongress, Berlin:
2006; P503. Doc: http://www.egms.de//en/meetings/dkk2006/06dkk613.shtml



http://www.medizin.fu-berlin.de/gastro/workgroups/ag_hanski/download/publikationen/Bhonde%20et%20al.%20on%20hMps1.pdf
http://www.medizin.fu-berlin.de/gastro/workgroups/ag_hanski/download/publikationen/Bhonde%20et%20al.%20on%20hMps1.pdf
http://www.medizin.fu-berlin.de/gastro/workgroups/ag_hanski/download/publikationen/Bhonde%20et%20al.%20on%20hMps1.pdf
http://www.medizin.fu-berlin.de/gastro/workgroups/ag_hanski/download/publikationen/Bhonde%20et%20al.%20on%20hMps1.pdf
http://www.medizin.fu-berlin.de/gastro/workgroups/ag_hanski/download/publikationen/Bhonde%20et%20al.%20on%20hMps1.pdf
http://www.egms.de/en/meetings/dkk2006/06dkk613.shtml

XI. Anhang

1. Lebenslauf:
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