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AML mit einem komplexen Karyotyp und p53 Mutationen stehen in deutlicher Assoziation.
Beide stellen unabhéngige starke prognostische Marker eines schlechten klinischen Ergebnis-
ses dar, welches sich bei gleichzeitigem Vorhandensein noch verschlechtert. Vor diesem Hin-
tergrund ist es wichtig, die mechanistischen Verbindungen zwischen p53 Mutationen und kom-
plexen Karyotypen, die bisher noch nicht ganzlich verstanden sind, naher zu beleuchten. Es ist
kontrovers, ob p53 Inaktivierung allein fur das Entstehen von Aneuploidie und chromosomaler
Instabilitat ausreicht und welche Eigenschaften der Chromosomenfehlverteilung fir die Akti-
vierung von p53 verantwortlich sind. Folglich wurde in dieser Arbeit die Rolle von p53 in Be-
zug auf die Stabilitat von Karyotypen und der Toleranz verschiedener Arten von Chromoso-
menaberrationen, entstehend aus Chromosomenfehlverteilung, untersucht. Daneben wurde eine
maogliche Korrelation zwischen Chromosomengréf3e und numerischer Aneuploidie gepruft.
Zu diesem Zweck, wurden isogene p53-Knockout Zellen aus der euploiden AML Zelllinie EEB
mittels CRISPR-Cas9 Gen-Modifizierung generiert. Daraufhin wurden die Knockout -und
Wildtyp-Zellen als Einzelzellen mit und ohne vorherige Induktion von Chromosomenfehlver-
teilung mit CENP-E und MPSL1 Inhibitoren ausgesét. Die so entstandenen Zellklone wurden
dann mittels M-FISH auf Chromosomenaberrationen untersucht.

Die ermittelten Daten zeigen, dass ein p53-Knockout das spontane Auftreten von Chromoso-
menaberrationen, einschliellich numerischer und struktureller Abweichungen, und chromoso-
male Instabilitdt zur Folge hat. Dies deutet an, dass p53 Mutationen eine kausale Rolle beziig-
lich der Induktion komplexer Karyotypen bei der AML spielen. Des Weiteren wurde gezeigt,
dass p53 Inaktivierung zum Auftreten und klonaler Expansion von Aberrationen der Chromo-
somen 5, 7, 17 und 22 flhrt, welche scheinbar proliferative Vorteile bringen. Interessanterweise
spiegelt diese in vitro Beobachtung sich in Daten von AML Patienten wider, bei denen p53
Mutationen haufig mit einem sogenannten typischen komplexen Karyotyp, der sich durch Ab-
errationen der Chromosomen 5, 7 und 17 definiert, einhergehen.

Im Hinblick auf die Suche nach den Eigenschaften der Chromosomenfehlverteilung, die eine
p53 Aktivierung herbeifuihren, wurde herausgefunden, dass Epiph&nomene von Aneuploidie
und nicht Aneuploidie an sich verantwortlich zu machen sind. Es zeigte sich, dass p53 verschie-
dene Arten von Chromosomenaberrationen in unterschiedlichem Ausmal} unterdriickt. Dem-
entsprechend wurde ein Zugewinn ganzer Chromosomen in p53-Wildtyp Zellen nicht toleriert.
Demgegenuber wurden Verluste von ganzen Chromosomen deutlich besser toleriert. Die
schlechte Toleranz zusétzlicher Chromosomen ist moglicherweise auf damit einhergehenden



proteotoxischen Stress zuruickzufiihren. Strukturelle Chromosomenaberrationen - ungeachtet,
ob diese balanciert oder nicht balanciert waren - wurden in p53-Wildtyp Zellen ebenfalls fast
nicht beobachtet und waren lediglich in p53-Knockout Zellen zu finden. Da DNA-Schaden, ein
bekannter Aktivator von p53, nur in p53-Knockout Zellen detektiert wurden und h&ufig mit
strukturellen Chromosomenaberrationen assoziiert sind, liefern sie eine plausible Erklarung
warum strukturelle Chromosomenaberrationen in p53-Wildtyp Zellen eliminiert werden.
Unter Berlcksichtigung dessen, dass kritisch kurze Telomere ebenfalls als DNA-Schaden de-
tektiert werden, Uberrascht es nicht, dass die Ergebnisse bestatigen, dass Telomer-Dysfunktio-
nen mit p53 Inaktivierung assoziiert sind. Interessanterweise weisen die Daten darauf hin, dass
Telomer-Dysfunktionen auch durch Chromosomenaberrationen gefordert werden, wahrschein-
lich bedingt durch Aneuploidie-assoziierten zelluldren Stress, Ubereinstimmend mit der bereits
bekannten Assoziation von AML mit komplexem Karyotyp und zu kurzen Telomeren.
Uberdies zeigte sich, dass eine p53-Aktivierung vom AusmaR der chromosomalen Instabilitat
abhangt, da lediglich leicht veranderte Karyotypen in p53-Wildtyp Zellen beobachtet wurden,
wéhrend auch komplexe Karyotypen in p53-Knockout Zellen prasent waren. Folglich ist ver-
mutlich Aneuploidie-assoziierter zelluldrer Stress, der abhéngig ist vom Ausmal? der chromo-
somalen Veranderungen, die zugrundeliegende Ursache fiir die p53-abhangige Eliminierung
von Zellen, die eine gewisse Schwelle an zelluldren Stress berschreiten.

Neben Erkenntnissen Uber die Rolle von p53 wurde demonstriert, dass auch Chromosomenab-
errationen selbst Chromosomeninstabilitat fordern. Weiter zeigte sich, dass AML-Zellen eher
Chromosomen verlieren als zugewinnen, was sich auch in den meisten anderen menschlichen
malignen Neoplasien beobachten lasst und impliziert, dass Chromosomenzugewinn im Gegen-
satz zu Chromosomenverlusten entweder weniger wahrscheinlich entsteht und/oder schlechter
toleriert wird.

Des Weiteren wurde beobachtet, dass numerische Aneuploidie besser toleriert wird, desto klei-
ner die betroffenen Chromosomen sind und fiir je weniger Gene sie kodieren. Vermutlich ist
dies bedingt durch eine kleinere Wahrscheinlichkeit, dass vitale Funktionen beeintrachtigt wer-
den und durch Aneuploidie-assoziierten Stress, der abhéngig ist vom Ausmal} der betroffenen
Gene.

Anknipfend an die Ergebnisse dieser Studie verbleiben noch Fragen, fiir deren Beantwortung
es weiteren Untersuchungen bedarf. Vorherige Studien mit anderen Zelllinien zeigten, dass die
Inaktivierung von p53 nicht immer zu karyotypischer Instabilitat fihrt. Daher ist es immer noch
unklar welche zuséatzlichen Verénderungen dafuir notwendig sind. AuRerdem ware es interes-
sant die Schwelle n&her zu charakterisieren, ab welchem Ausmal karyotypischer Veranderun-
gen p53 aktiviert wird.



