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2 EINLEITUNG

2.1 Imatinib

Die Entwicklung von Imatinib (Imatinib Mesylate, STI571, Glivec®, Gleevec®) war einer der
wichtigsten Schritte in der Therapie maligner Erkrankungen wéhrend der letzten Jahre und fiihrte
zur grundlegenden Anderung der Behandlung der Chronisch Myeloischen Leukdimie (CML)
(Deininger et al., 2004; Guilhot ef al., 2004). Imatinib gehort zu einer neuen Klasse der anti-
kanzerogenen Wirkstoffe, den sogenannten small-molecule-Inhibitoren. Diese zeichnen sich
durch eine hohe Selektivitit gegen spezifische molekulare Zielstrukturen aus, welche dafiir be-
kannt sind, fiir den malignen Phénotyp einer Erkrankung mitverantwortlich zu sein. Im Falle der
CML ist diese Zielstrukur das onkogene Fusionsprotein Bcr-Abl, eine konstitutiv aktive Tyrosin-
kinase, exprimiert durch das chimire Onkogen bcr-abl (breakpoint cluster region, Abelson

leukemia virus) (Druker et al., 2002).

2.1.1 Entwicklung von Imatinib

Lyndon und Matter, Wissenschaftler bei Ciba Geigy (heute Novartis, Schweiz), arbeiteten in den
frithen 1990ern an der Entwicklung spezifischer Tyrosinkinase-Inhibitoren. Dabei wurde auch
ein 2-Phenylaminopyrimidinderivat entwickelt, welches urspriinglich als PDGFR (platelet-
derived growth factor receptor)-Inhibitor entworfen war. Spiter stellte sich auch die in-
hibitorische Wirkung auf die Autophosphorylierung von c-Abl (cellular Abelson leukemia
virus), Bcr-Abl, Arg (Abl-related gene) und c-Kit (Stammzellfaktor-Rezeptor) heraus
(Buchdunger et al., 1996; Carroll et al., 1997; Heinrich et al., 2000). Die ersten Serien der
Komponente waren noch schlecht wasserloslich und die orale Bioverfiigbarkeit gering.
Chemisch modifiziert (durch die Anbindung einer hochpolaren Seitenkette) zeigte die so ent-
standene Substanz CGP57148B (spiater STIS71, Imatinib Mesylate) eine deutlich verbesserte

Loslichkeit und orale Bioverfiigbarkeit.

In Ber-Abl-positiven CML- und ALL (akute lymphatische Leukémie)-Zelllinien zeigte sich die
vielversprechende antikanzerogene Wirkung der Substanz (Druker efal., 1996; Buchdunger

etal., 1996). Imatinib erhielt im Mai 2001 die Zulassung der FDA (Food and Drug
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Administration) fiir die Vereinigten Staaten von Amerika und im November 2001 die Zulassung

der EMEA (European Medicines Evaluation Agency) fiir Europa fiir die Behandlung der CML.

2.1.2 Therapie der Chronisch Myeloischen Leukimie (CML) mit Imatinib

Die chronisch myeloische Leukdmie (CML) ist gekennzeichnet durch eine Fehlfunktion der
himatopoetischen Stammzellen, wodurch myeloische Vorlduferzellen stark expandieren. Die Er-
krankung kommt typischerweise bei dlteren Erwachsenen vor, kann jedoch prinzipiell in jedem
Alter auftreten. Die CML verlduft in drei Phasen: wihrend die chronische Phase, gekennzeichnet
durch eine Vermehrung der Leukozyten (Leukozytose) und MilzvergoBerung (Splenomegalie),
sich meist iiber mehrere Jahre erstreckt, schreitet sie ohne Therapie iiber die Akzelerationsphase
in die todliche Blastenkrise fort. Die akzelerierte Phase stellt eine Ubergangshase dar, wobei es
neben der zunehmenden Leukozytose zur Blutarmut (Anidmie) und einem Mangel an Blut-
pliattchen (Thrombozytopenie) kommt. Die unbehandelt meist innerhalb weniger Wochen zum
Tode fiithrende Blastenkrise tritt plotzlich aus der Akzelerationsphase oder direkt aus der
chronischen Phase heraus auf. Charakterisiert ist sie durch einen einer akuten Leukédmie ent-
sprechenden Verlauf. Die rasante und unkontrollierte Vermehrung von unreifen Leukozyten-
Vorlduferzellen und deren Ubertritt ins periphere Blut fiihrt zu starker Animie, Thrombo-

zytopenie, Blutungen und Infektionen.

Charakterisiert ist die CML durch das Fusionsgen bcr-abl, das Ergebnis einer reziproken Trans-
lokation zwischen den Chromosomen9 und 22, zytogenetisch sichtbar als verkiirztes
Chromosom 22, das sogenannte Philadelphia-Chromosom (Nowell & Hungerford, 1960;
Rowley, 1973; Vardiman et al., 2001). Resultierend in das Onkoprotein Bcer-Abl ist ber-abl ver-
antwortlich fiir die Pathogenese der CML: durch die konstitutive Tyrosinkinase-Aktivitidt werden
himatopoetische Zellen in vitro und in vivo transformiert (Daley et al., 1990; Lugo et al., 1990),
was zu deren erhohter Proliferation, gesteigerter Wachstumsfaktor-Unabhédngigkeit, ver-
minderter Apoptose und gestorten Interaktionen mit extrazelluldrer Matrix und Stroma fiihrt
(Ubersichten in: Sawyers, 1999; Deininger et al., 2000). Daher stellt die Inhibition der Ber-Abl-
Kinaseaktivitit eine hervorragende Therapie-Moglichkeit der CML dar. Imatinib bindet an die
Abl-Kinase-Domine der inaktiven Form von Bcr-Abl und stabilisiert diese damit im inaktiven
Zustand (Schindler et al., 2000). In vitro zeigt sich die antikanzerogene Wirkung von Imatinib in
Bcer-Abl-positiven Zellen durch Hemmung der Proliferation, Wiederherstellung der Zellzyklus-

kontrolle, Zelltod-Induktion und eine erhohte genetische Stabilitdt (Gambacorti-Passerini et al.,
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1997; Jonuleit et al., 1998; Oetzel et al., 2000; Jonuleit et al., 2000; van der Kuip et al., 2004).

Die ersten klinischen Studien wurden mit Patienten durchgefiihrt, bei denen die bis dato iibliche
Interferon-o. (IFNa)-Therapie fehlgeschlagen war oder die IFNa nicht vertrugen. Von den 54
Patienten, die eine Tagesdosis von 300 mg oder mehr erhielten, zeigten 53 bereits innerhalb des
ersten Monats eine komplette hamatologische Remission (complete hematological remission,
CHR), also eine Normalisierung des Blutbildes. Bei 31 % erfolgte nach hochstens drei Monaten
eine sogenannte ,,gute zytogenetische Remission (major cytogenetic remission, MCyR), d.h.
das Philadelphia-Chromosom war nur noch stark vermindert nachweisbar. Bei 13 % konnte
sogar eine ,.komplette zytogenetische Remission‘ (complete cytogenetic remission, CCyR) nach-

gewiesen werden (Druker et al., 2001).

Phase-1I-Studien, mit einer Tagesdosis von 400 mg fiir Patienten in der chronischen Phase der
CML und 600 mg bis 800 mg fiir Patienten in der Akzelerationsphase oder der Blastenkrise,
demonstrierten ebenso den durchschlagenden Erfolg von Imatinib: nach einem Monat zeigten
95 % der CML-Patienten in der chronischen Phase eine CHR, 60 % eine MCyR und 41 % sogar
eine CCyR. Zwar waren die Werte fiir Patienten in der Akzelerationsphase (69 % CHR, 24 %
MCyR, 17 % CCyR) und der Blastenkrise (31 % CHR, 16 % MCyR, 7 % CCyR) weniger hoch,
jedoch ist auch hier der Erfolg iiberwiltigend (Sawyers et al., 2002; Kantarjian et al., 2002;
Talpaz et al., 2002).

In der Phase-III-IRIS-Studie (International Randomized Study of Interferon and STI571) wurde
die konventionelle IFNa-Cytarabin-Kombinations-Therapie mit der Imatinib-Therapie der CML
verglichen. Nach 19 Monaten zeigte die Imatinib-Therapie mit einer CHR von 95 % versus
55 %, einer CCyR von 76 % versus 15 % die deutliche Uberlegenheit gegeniiber der IFNa-
Cytarabin-Therapie, welche auBBerdem noch mit stirkeren Nebenwirkungen und somit einer ver-
minderten Lebensqualitét einherging (O’Brien et al, 2003; Hughes et al., 2003, Roy et al., 2006).
Basierend auf diesen Ergebnissen wurde Imatinib von den Aufsichtsbehorden fiir Europa und

den USA als Erstlinientherapie fiir die Behandlung der CML empfohlen.

Dennoch ist es nach den bisherigen Ergebnissen klinischer Studien zweifelhaft, ob eine Heilung
der CML durch Imatinib moéglich ist. Im Rahmen verschiedener Studien, u.a. der STIM-Studie
(Stop Imatinib) wurde bei Patienten, die sich in kompletter molekularer Remission befanden,
d.h. bei denen selbst mit sensitivsten PCR-Methoden keine bcr-abl-Transkripte nachweisbar

waren, die Imatinib-Therapie abgesetzt. Ca. 40 % der Patienten waren nach einem Jahr noch
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riickfallfrei, bei den anderen kam es zu einem rapiden Wiedererscheinen des Bcr-Abl-positiven
Klons (Mauro et al., 2004; Michor et al., 2005; Corbin et al., 2010; Mahon et al., 2010).
Demnach ist eine dauerhafte, moglicherweise lebenslange Imatinib-Therapie notwenig, um die
CML zu kontrollieren. Als Konsequenz ist es enorm wichtig, die biologischen Effekte von

Imatinib in normalen Zellen zu untersuchen und zu verstehen.
2.1.3 Nebenwirkungen der Imatinib-Therapie

Auch wenn die Behandlung im Allgemeinen gut toleriert wird, zeigten sich bereits in den
klinischen Studien der Phase I und Phase II Nebenwirkungen. Zu den héufigsten gehdren milde
Ubelkeit, Fliissigkeitsansammlungen (Fliissigkeitsretention) mit leichten bis moderaten Odemen,
Muskelkrampfe, Durchfall, Hautausschlige und Myelosuppression (Neutropenie, Anémie,
Thrombozytopenie). Die meisten dieser Nebenwirkungen sind medikamentds gut zu behandeln.
Bei Ubelkeit kann schon die Einnahme von Imatinib nach dem Essen ausreichen, das Symptom
zu lindern. Die Auspriagung der Nebenwirkungen ist meist abhéngig von der Phase der CML und

der Imatinib-Dosis (Cohen et al., 2002; Deininger et al., 2003).

Dies gilt auch fiir die Diarrho, die vermutlich durch lokale irritierende Effekte von Imatinib aus-
gelost wird, wobei alternativ als Grund auch die Inhibierung des Stammzellfaktor-Rezeptors
c-Kit diskutiert wird, welcher hochexprimiert in den intestinalen Schrittmacherzellen (inter-
stitiellen Cajal-Zellen) vorkommt (Deininger et al., 2003; Popescu et al., 2006). Fliissigkeits-
retention und Odeme werden vermutlich durch die Inhibierung der Zielstrukturen von Imatinib
ausgelost, welche fiir die Funktionsfihigkeit von Kapillaren verantwortlich sind. So zeigten
M:use mit einer homozygoten Deletierung des PDGFR-/3-Gens defekte Venen und Odeme
(Lindahl et al., 1997) und abl/arg-Doppel-knockout-Miuse zeigten ebenfalls Odeme, was nahe-
legt, dass diese Kinasen hier eine Rolle spielen (Koleske et al., 1998). Des Weiteren wurde eine
toxische Kardiomyopathie festgestellt, direkt verursacht durch die Inhibition von c-Abl durch
Imatinib, die ebenso fiir die Fliissigkeitsretention verantwortlich sein kann (Kerkeli et al., 2006).
Jedoch ist die Inzidenz einer Herzinsuffizienz durch Imatinib sehr gering und geht meist einher
mit fortgeschrittenem Alter und bereits vor der Imatinib-Therapie bestehenden Herzproblemen

(Atallah et al., 2007).
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2.2 c-Abl

Um die genetische Stabilitit normaler Zellen zu gewéhrleisten, ist eine komplexe und genaue
Regulation von Kontrollmechanismen notwendig. Dabei miissen genetische Schidden erkannt,
der Zellzyklus moduliert werden, um diese zu reparieren oder, sollte eine Reparatur nicht
moglich sein, der Zelltod eingeleitet werden. c-Abl spielt, vor allem unter zelluldirem Stress, eine

zentrale Rolle in diesem Regulationsnetzwerk (Shaul & Ben-Yehoyada, 2005).

2.2.1 c-Abl-Funktion

Das Protein c-Abl ist eine ubiquitdr exprimierte Nichtrezeptor-Tyrosinkinase, deren Aktivitit in
normalen Zellen streng rdumlich und zeitlich kontrolliert ist (Zhu & Wang, 2004). Die De-
regulation dieser Aktivitit fiihrt zu dramatischen Konsequenzen, was sich sowohl anhand der ge-
storten Embryogenese in abl-knockout-Mdusen, als auch in onkogenen Zellen beziiglich der
konstitutiv aktiven Variante Ber-Abl zeigt, wobei es zur Entwicklung der CML kommt. Die Be-
deutung von c-Abl fiir eine korrekte Embryogenese verdeutlicht sich im Phénotyp von abl-
knockout-Miusen: diese Tiere zeigen eine erhohte perinatale Sterblichkeit, Zwergenwuchs, ab-
normale Milz-, Kopf- und Augenentwicklung und Funktionsstorungen des Immunsystems

(Schwartzberg et al., 1991; Tybulewicz et al., 1991).

Die Funktionen von c-Abl sind bestimmt durch die subzelluldre Lokalisation: so kommt c-Abl
sowohl im Cytoplasma als auch im Kern vor, zwischen denen es permanent pendelt (Van Etten
etal., 1989; Wetzler et al., 1993; Lewis et al., 1996; Taagepera et al., 1998). Wihrend durch
ionisierende Strahlung nukledres c-Abl aktiviert wird, wird cytoplasmatisches c-Abl durch
oxidativen Stress, bzw. nach der Behandlung der Zellen mit H,O,, aktiviert (Kharbanda et al.,

1995; Sun et al., 2000a,b).

Die Kinase c-Abl ist in einige Signalwege der Stressantwort involviert und interagiert mit
einigen Proteinen, welche in der Prozessierung und der Reparatur von DNA-Schiden eine Rolle
spielen. So bindet c-Abl an p53, was zu einer erhohten Transkription p53-abhingiger Gene fiihrt
(Goga et al., 1995; Nie et al., 2000; Goldberg et al., 2002; Wei et al, 2005). Durch die Phospho-
rylierung des p53-Inhibitors Mdm2 (murine double minute 2) bzw. Hdm2 (human double
minute 2, humanes Analogon zu Mdm?2) durch c-Abl an den Tyrosinresten Tyr394 bzw. Tyr276

wird die transkriptorische Aktivitidt von p53 zusitzlich erhoht, da dadurch sowohl Degradation
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als auch Ubiquitinierung von p53 gehemmt wird (Dias et al., 2006; Sionov et al., 1999). Infolge
von DNA-Schiddigung phosphoryliert c-Abl des Weiteren p73 an Tyr99, was zu dessen
Stabilisierung und Aktivierung und der Erhohung der proapoptotischen Funktion dieses pS53-
Familienmitglieds fiihrt (Yuan et al, 1999; Gong etal., 1999). DNA-PK (DNA-dependent
protein kinase), eine in die Detektion und Reparatur von Doppelstrangbriichen involvierte
Proteinkinase, interagiert nach DNA-Schiddigung durch ionisierende Strahlung verstdrkt mit
c-Abl (Kharbanda et al., 1997). Die Aktivierung von c-Abl nach genotoxischem Stress ist ab-
hingig von dessen Phosphorylierung am Serinrest Ser465 durch ATM (Ataxia Telangiectasia
mutated), ein Schliisselprotein in der Prozessierung von Doppelstrangbriichen (Baskaran et al.,
1997; Shafman et al., 1997). c-Abl phosphoryliert auBerdem Rad51 an Tyr45 und Tyr315 (Yuan
et al., 1998a; Popova et al., 2009). Chen et al. (1999) konnten ATM, c-Abl und Rad51 aus Zell-
extrakten co-immunoprézipitieren und nachweisen, dass die Phosphorylierung von Rad51 durch
c-Abl die Bindung von Rad51 an Rad52 erhoht und damit notwendig fiir die Rad51/ Rad52-ab-
hingige Rekombination und Reparatur von Strangbriichen infolge von ionisierender Strahlung
ist. Die Interaktionen zwischen ATM, c-Abl und Rad51 schienen hier unabhéngig von der DNA-
Bindung der Proteine zu sein. Im Gegensatz dazu zeigten Yuan et al. (1998a), dass bei durch
c-Abl phosphoryliertem Rad51 die DNA-Bindung inhibiert ist. Auch eine c-Abl-abhidngige
Phosphorylierung von Rad52 an Tyr104 konnte gezeigt werden. Diese Phosporylierung ist ver-
antwortlich fiir die Rad52-Foci-Formation nach DNA-Schéadigung durch ionisierende Strahlung
(Kitao & Yuan, 2002). Ebenfalls eine wichtige Rolle in der Antwort auf Doppelstrangbriiche
spielt BRCA1 (breast cancer 1, early onset), welches konstitutiv mit c-Abl einen Komplex
bildet, der infolge von ionisierender Strahlung ATM-abhiéngig dissoziiert (Foray et al., 2002).
Eines der Schliisselproteine in der Erkennung und Reparatur von Einzelstrangbriichen ist CSB
(Cockayne Syndrome B), welches mit c-Abl interagiert und von diesem an Tyr932 phospho-
ryliert wird, was in eine gegenseitige Regulierung infolge oxidativen Stresses resultiert (Imam
etal., 2007). Die Proteinkinase C delta (PKCd) wird nach ionisierender Strahlung oder
oxidativem Stress durch c-Abl an Tyr512 phosphoryliert und aktiviert (Yuan et al., 1998b; Sun
et al., 2000b). Die Inhibition von c-Abl durch siRNA (small interfering RNA) vermindert die
Strahlungs-induzierte Aktivierung von PKCO und der p38-MAPK (p38-mitogenaktivierte
Proteinkinasen) ebenso wie die darauf folgenden Konformationsédnderungen von Bak und Bax.
Dies unterstiitzt die Annahme eines ¢-Abl-PKCo-p38-MAPK-Signalwegs, welcher in eine pro-
apoptotische DNA-Schadensantwort resultiert (Choi et al., 2006). (Ubersicht siehe Abb. 1)
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Des Weiteren zeigten mehrere Studien, dass die Aktivitdt von c-Abl infolge genotoxischen
Stresses oder y-Strahlung hochreguliert wurde (Ubersicht in Shaul & Yehoyada, 2005). Dies legt
nahe, dass c-Abl eine wichtige Funktion fiir die Aufrechterhaltung der genomischen Stabilitit
innehat, weshalb es von besonderer Wichtigkeit ist, zu untersuchen, ob die Langzeit-Inhibition

von c-Abl durch Imatinib diese beeinflusst.
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Abbildung 1: Involvierung von c-Abl in die zellulidre Stressantwort. Schematische Darstellung der in die

Stressantwort involvierten Proteine, welche Interaktionen mit c-Abl zeigen.

2.2.2 c-Abl-Struktur

Das abl 1-Gen, welches fiir die Nichtrezeptor-Tyrosinkinase c-Abl kodiert, wurde in Sdugern als
Homologon des retroviralen v-abl-Onkogens (Abelson murine leukemia virus) identifiziert (Goff
et al., 1980). Zusammen mit Arg, kodiert durch arg (Abl-related gene) bzw. abl 2 gehort c-Abl
zur Abl-Familie (Hanks, 2003).

In Sédugerzellen ist c-Abl ubiquitdr exprimiert und kommt in zwei 145 kDa-Isoformen vor, die
aus alternativem Spleilen der beiden ersten Exons resultieren (Ben-Neriah et al., 1986). Die
N-terminale Hilfte enthélt die SH2- (Src-homology-2-), SH3- und die katalytische Domine. Die
SH2-Doméne dient der Bindung Tyrosin-phosphorylierter Proteine, wihrend die SH3-Doméne
Prolin-reiche Sequenzen erkennt und bindet (Barild & Superti-Furga, 1998). Die katalytische
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Doméne vermittelt die Tyrosinkinase-Funktion. Der C-Terminus beinhaltet drei nukleire
Lokalisierungssequenzen (NLS), eine nukledre Exportsequenz (NES), verschiedene Prolin-
reiche Abschnitte, die SH3-Dominen anderer Proteine binden und Bindestellen fiur Aktin und
DNA (Van Etten et al., 1994; Wen et al., 1996). c-Abl ist durch intramolekulare Interaktionen
autoinhibitorisch reguliert, welche die Kinase-Domine in einer geschlossenen, inaktiven
Konformation halten (Barild & Superti-Furga, 1998; Nagra et al., 2003). Um die aktivierte
Konformation zu erreichen und zu stabilisieren, sind eine Reihe von Phosphorylierungen an
Tyrosinresten, alle im N-Terminus lokalisiert, notwendig (Hantschel & Superti-Furga, 2004,
siche Abb. 2). Vor allem die Phosphorylierung von Tyr245 und Tyr412 ist essentiell fiir die
Aktivitit der Kinase (Brasher & Van Etten, 2000).

inaktiv - > aktiv

Abbildung 2: Struktur von c-Abl in inaktiver und aktiver Konformation. In der aktiven Form ist der
Aktivierungsloop ausgeklappt, sodass in der zwischen Phosphat-Bindungsloop (P-Loop) und Aktivierungsloop
(A-Loop) entstandenen Tasche die Substrate binden kénnen. Die Phosphorylierung der Substrate wird durch den
ATP-bindenden P-Loop vermittelt. Die Phosphorylierung an verschiedenen Stellen des A-Loops dient dessen
Stabilisierung. Nach Nagar et al. (2006) und Tokarski et al. (2006)

2.2.3 Hemmung von c-Abl durch Imatinib/ Dasatinib

Imatinib bindet neben dem onkogenen Bcr-Abl und der physiologischen Zielstruktur c-Abl die
Tyrosinkinasen Arg, c-Kit, und PDGF-Rezeptor, wihrend alle anderen bislang untersuchten
Kinasen nicht durch Imatinib gehemmt werden (Ubersicht: Cowan-Jacob et al., 2004; siehe

Abb. 4). Imatinib kann an die Abl-Doméne nur in deren inaktiven Konformation binden. Durch
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diese Bindung von Imatinib an die ATP-bindende Tasche des P-Loops wird Abl in der inaktiven
Form stabilisiert, wodurch eine Bindung von ATP nicht mehr moglich ist, was dazu fiihrt, dass
Abl keine Substrate mehr phosphorylieren kann (Schindler et al., 2001; Nagar et al., 2002; siehe
Abb. 3).

Imatinib bindet an die inaktive Konformation von c-Abl (Nagar et al., 2006), wihrend Dasatinib
(BMS-354825, Sprycel@), ein Tyrosinkinase-Inhibitor der zweiten Generation, an die aktive
Konformation von c-Abl (Tokarski ef al., 2006; sieche Abb. 3) bindet.

Dasatinib %\i

inaktiv aktiv

Abbildung 3: Hemmung von c-Abl. Sowohl Imatinib als auch Dasatinib binden in die ATP-bindende Tasche des
P-Loops. Dadurch kann ATP nicht mehr binden. Zusitzlich wird durch die Inhibitoren die Bindung der Substrate
blockiert. Imatinib bindet an die inaktive Konformation von c-Abl, Dasatinib an die aktive. Nach Nagar et al. (2006)
und Tokarski et al. (2006)

Die Dosis, die notwendig ist, um Bcr-Abl zu hemmen, ist bei Dasatinib etwa 325-fach geringer
als bei Imatinib. Dariiber hinaus hemmt Dasatinib auch die meisten Imatinib-resistenten
Bcr-Abl-Varianten (mit Ausnahme der T315I-Mutation) und kann bei Imatinib-Unvertréaglich-
keit eingesetzt werden (O’Hare et al., 2007; O’Hare et al., 2005; Talpaz et al., 2006 Shah et al.,
2004). Im Vergleich zu Imatinib fiihrt allerdings die Dasatinib-Therapie zu erheblich schwereren
Nebenwirkungen, da es iiber 60 Proteinkinasen bindet, darunter die komplette Src-Familie,
Mitglieder der MAPK-Familie, TEC-Familie, EGF-Rezeptor-Familie, EPH-Rezeptor-Familie,
LIM-Familie etc. (Ubersicht in Hantschel et al., 2008, sieche Abb. 4).
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Abbildung 4: Wirkspektrum von Imatinib und Dasatinib. Die Ubersicht zeigt die schematische Darstellung der

Zielproteine, welche durch Imatinib und/ oder Dasatinib inhibiert werden.

2.3 DNA-Reparatur-Prozesse induziert durch ionisierende Strahlung

Ionisierende Strahlung, in der vorliegenden Arbeit y-Strahlung, verursacht eine gro3e Vielfalt an
DNA-Schédden: geschiadigte Basen, geschiddigte Zucker, Einzelstrangbriiche (single strand
breaks, SSB), Doppelstrangbriiche (double strand breaks, DSB) und cross-links (von Sonntag,
2006; Cadet et al., 2004; Cadet et al., 2003; von Sonntag, 1987). Wihrend SSB auch direkt
durch y-Strahlung induziert werden konnen, werden die meisten DNA-Schiddigungen, wie z.B.
oxidierte, alkylierte oder deletierte Basen (apurinic/ apyrimidinic (AP) sites) durch reaktive
Sauerstoffspezies (reactive oxygen species; ROS) verursacht (O’Neill & Wardman, 2009). ROS
sind beispielsweise Hydroxyl-, Superoxid- oder Hydroperoxid-Radikale ("OH/ O,/ HO;),
welche durch die Ionisierung des in Zellen enthaltenen und die DNA umgebenden Wassers ent-
stehen. Diese Radikale haben eine sehr limitierte Lebensdauer (Roots & Okada, 1975) und somit
auch eine begrenzte Reichweite, was dazu fiihrt, dass DNA-Schdden, verursacht durch
ionisierende Strahlung, meist geclustert auftreten. Diese Cluster verschiedener DNA-Schiden
befinden sich somit hiufig innerhalb einer oder weniger DNA-Helix-Windungen (Ubersichten in
Goodhead, 1994; Blaisdell et al., 2001) und machen 50-80 % der durch ionisierende Strahlung
induzierten DNA-Schidden aus (Sutherland et al., 2000a/b). Ein durch Bestrahlung induzierter
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DSB ist somit als eng benachbarter, gegeniiberliegender SSB zu verstehen. Durch die ver-
schiedenartigen Schiaden der DNA werden infolge von 7y-Strahlung praktisch alle DNA-Re-

paraturwege induziert. Diese werden nun in den folgenden Kapiteln im Einzelnen beschrieben.

2.3.1 Reparatur geschidigter Basen

Oxidierte, alkylierte, deaminierte oder deletierte einzelne Nukleinbasen werden hauptsdchlich
tiber den base excision repair (BER)-Signalweg wihrend des gesamten Zellzykluses repariert.
BER wird initiiert durch die Erkennung und Entfernung der geschéddigten Base durch eine von
mehreren moglichen Glykosylasen. Jede Glykosylase erkennt spezifisch bestimmte Typen ge-
schidigter Basen (Krokan et al., 1997). Durch die Entfernung der Base entsteht eine AP-Stelle
(Lindahl, 1976), die von der AP-Endonuclease (APEIl) erkannt wird (Demple efal., 1991;
Robson & Hickson, 1991; Laval, 1977), welche die Phosphodiesterbindungen des Phosphat-
Desoxyribose-Riickrats spaltet. Die DNA Polymerase B (Polf) fiigt daraufhin eine neue Base ein
(Allinson et al., 2001; Bennett ef al., 1997). Die Ligation erfolgt durch die DNA-Ligase III
(LigIIl) und deren Co-Faktor XRCC1 (X-ray repair complementing defective repair in Chinese

hamster cells 1).

Es gibt zwei Signalwege der BER: short-patch BER und long-patch BER. Der oben be-
schriebene Signalweg beschreibt den short-patch-Signalweg (Kubota et al., 1996), wobei nur
eine einzelne Base ausgeschnitten wird. Der long-patch-Signalweg entfernt nicht nur ein
Nukleotid, sondern bis zu acht Nukleotide (Ubersicht in Bennett et al., 2001). Die initiierenden
Schritte bis zur Spaltung der Phosphodiesterbindung durch APE1 bleiben gleich, dann werden
jedoch durch die DNA-Polymerasen /¢ (Pold/€) oder die DNA-Polymerase 3 (Polf) und deren
Co-Faktor PCNA (proliferating cell nuclear antigen) mehrere Nukleotide eingefiigt (Prasad
et al., 2000; Pascucci et al., 1999; Matsumoto et al., 1999; Dianov et al., 1999; Frosina et al.,
1996; Matsumoto et al., 1994). Der zu ersetzende Strang wird durch die Struktur-spezifische
Nuklease FEN1 (flap structure-specific endonuclease 1) abgespalten und die Liicke durch die
DNA-Ligase I geschlossen (Klungland & Lindahl, 1997). Fiir beide Reparaturwege scheint
XRCCI1 eine wichtige, stabilisierende Rolle zu spielen. So interagiert XRCC1 nicht nur mit
DNA-Ligase III, sondern fungiert auch als Co-Faktor weiterer BER-Proteine. Interaktionen von
XRCCI1 mit APE1 (Vidal et al., 2001), Polf (Caldecott et al., 1996; Kubota et al., 1996), PCNA
und FEN1 (Fan et al., 2004) wurden bereits gezeigt.
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Zwar ist die BER einer der hiufigsten Reparaturwege, jedoch konnen iiber diesen nicht alle
Basenschiden behoben werden, da die Auswahl spezifischer Glykosylasen, die jeweils nur be-
stimmte verinderte Basen detektieren, als limitierender Faktor wirkt. Daher entwickelte sich ein
weiterer, in der Erkennung der Schédden flexiblerer Signalweg, die nucleotide excision repair
(NER). Uber diesen Signalweg werden auch ,,sperrige* Schiden erkannt, welche die Struktur der
DNA verdndern. Auch hierbei werden zwei Wege unterschieden, abhéngig davon, ob sich die
geschidigte Base in einem aktiv transkribierten Strang (transcription-coupled NER, TC-NER)
oder im aktuell nicht transkribierten Genom (global genomic NER, GG-NER) befindet. Die
beiden Wege unterscheiden sich wihrend der ersten Schadenserkennungs- und Rekrutierungs-

schritte, fiir die unterschiedliche Proteine verantwortlich sind.

Bei der GG-NER erkennen zwei Heterodimere den DNA-Schaden: das erste Heterodimer
besteht aus den Proteinen DDBI1 (DNA damage-binding protein 1) und XPE (Xeroderma
Pigmentosum complementation group E, DDB2) und bindet an die geschidigte Stelle der DNA.
Dabei initiiert es die Rekrutierung des zweiten Heterodimers, bestehend aus XPC und HR23B
(Rad23 homolog B) (Rapi¢-Otrin et al., 1998; Sugasawa et al., 1998; Keenay etal., 1994,
Masutani et al., 1994). Dieses Dimer ermoglicht den Eintritt und die Bindung des
Transkriptionsfaktors TFIIH.

Fir die TC-NER spielen andere Erkennungsproteine eine Rolle: Wihrend der normalen
Transkription stoppt die RNA-Polymerase an jedem kleinsten Schaden (Mellon et al., 1987). Der
DNA-Schaden wird hierbei von den Proteinen CSA und CSB (Cockayne Syndrome A/ B)
erkannt, die wiederum die Bindung von TFIIH an die DNA erméglichen (Tu ef al., 1998; Tantin
et al., 1997; van Gool et al., 1997).

Ab der Bindung von TFIIH laufen die beiden Signalwege der NER identisch ab: TFIIH besteht
aus zehn Untereinheiten, wovon zwei, XPB und XPD Helicasen sind, welche unter ATP-
Verbrauch eine Strecke von 20-30 Nukleotiden entwinden, die geschidigte Stelle eingeschlossen
(Svejstrup et al., 1996; Schaeffer et al., 1994; Drapkin et al., 1994). Nun bindet RPA (replication
protein A), eines der wichtigsten eukaryotischen Einzelstrang-DNA-Bindeproteine, an die beiden
separierten Stringe des offenen Komplexes, wodurch diese geschiitzt werden. Die Nukleasen
XPG und XPF-ERCCI1 (excision repair cross-complementing group 1) binden spezifisch an
Bindestellen zwischen einzel- und doppelstringiger DNA und schneiden an diesen beiden
Stellen das den Schaden enthaltende Oligonukleotid heraus (Evans ef al., 1997a 1997b; Mu
et al., 1996; Sijbers et al., 1996; O’Donovan et al., 1994). Die DNA-Synthese um die Liicke zu
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schlieBen erfolgt durch die Proteine RFC (replication factor C), PCNA und Polymerase & oder €
(Pold/ Pole). Die finale Ligation geschieht durch die DNA-Ligase I (Wood & Shivji, 1997,
Aboussekhra et al., 1995).

2.3.2 Einzelstrangbruchreparatur (SSBR)

Einzelstrangbriiche, direkt induziert durch y-Strahlung, durch ROS oder als Zwischenprodukt
wihrend der DNA-Reparatur-Prozesse, werden spezifisch iiber PARP-1 (Poly-(ADP-Ribose)-
Polymerase 1) detektiert (Schreiber et al., 1992; Gradwohl et al., 1990). PARP-1 bindet an den
Bruch, wodurch es aktiviert wird, die Konformation dndert und daraufhin sich selbst und andere
Zielproteine, wie Histone und Transkriptionsfaktoren, poly-(ADP-ribosyl)iert (Lilyestrom et al.,
2010; Lonskaya et al., 2005; Pion et al., 2005). Durch die Bindung von PARP-1 an die DNA
wird diese relaxiert, wodurch Reparaturproteinen der Zutritt zur Schadensstelle erleichtert wird
(Poirier et al., 1982; Huletsky et al., 1989; Rouleau et al., 2004). Als eines der ersten Proteine
wird XRCC1 rekrutiert, welches wiederum fiir die Rekrutierung der DNA-Ligase IIT (LiglIl)
verantwortlich ist (Okano et al., 2003; Leppard et al., 2003; Schreiber et al., 2002; Caldecott
et al., 1996). Durch die Autoribosylierung von PARP-1 verliert dieses die Affinitdt zur DNA und
macht dadurch den Zutritt fiir weitere Reparaturproteine frei (Ferro & Olivera, 1982). Die
Prozessierung der Strangenden geschieht durch die Polynukleotidkinase PNK, das Auffiillen der
Liicke durch die Polymerase 3 und die Ligation schlieflich durch die DNA-Ligase III (Jilani
etal., 1999).

Eine zentrale Rolle spielt bei der Einzelstrangbruchreparatur (single strand break repair, SSBR)
die poly-(ADP-Ribosyl)ierung: eine post-translationale Modifikation von Proteinen, vermittelt
durch PARP-1. Unter Verbrauch von NAD" (Nikotinamid-Adenin-Dinucleotid) katalysiert
PARP-1 die kovalente Bindung von ADP-Ribose-Einheiten an die Zielproteine, wodurch ver-
zweigte Poly-(ADP-Ribose)-Ketten (PAR) entstehen, deren Hauptakkzeptor zu 90 % PARP-1
selbst ist (Lindahl ef al., 1995; Huletsky et al., 1989). Diese Reaktion ist reversibel: durch die
endo- und exoglykosidische Aktivitit der Poly-(ADP-Ribose)-Glykohydrolase (PARG) werden
die ADP-Ribose-Einheiten wieder abgespalten (Lin ef al., 1997; Ueda et al., 1972).

Neben PARP-1 wurde auch fiir PARP-2 eine Funktion in der SSBR nachgewiesen, jedoch
scheint PARP-2 nur zu einem sehr geringen Anteil von nicht mehr als 15 % fiir die poly-(ADP-
Ribosyl)ierung nach DNA-Schiddigung verantwortlich zu sein (Sallmann et al., 2000; Shieh
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et al., 1998). Eine Funktion zur spezifischen Spaltung von PAR wurde neben PARG in vitro
auch fir ARH3 (ADP-Ribosylhydrolase 3) identifiziert, jedoch ist bisher unklar, in welchem
Umfang dies wihrend der SSBR lebender Zellen stattfindet (Oka et al., 2006).

2.3.3 Doppelstrangbruchreparatur (DSBR)

Doppelstrangbriiche (DSB), welche direkt durch ionisierende Strahlung oder wihrend der
Reparatur geschidigter DNA entstehen, stellen die fatalsten DNA-Schiaden dar, weshalb deren
schnelle und effektive Reparatur fiir das Uberleben der Zelle von enormer Wichtigkeit ist. Bei
der DSB-Reparatur (DSBR) werden zwei Wege unterschieden: die homologe Rekombination

(HR) und das nicht-homologe Verbinden von Enden (non-homologous end-joining, NHEJ).

Die HR benutzt fiir die exakte, fehlerfreie Reparatur der DSB die Information unbeschédigter
Schwesterchromatide, wodurch sie nur wihrend der spiten S-Phase oder der G,-Phase der
Mitose stattfinden kann. Wihrend der Mitose stellt die HR die dominante DSBR-Methode der
Zelle dar. Der Initiationsschritt ist eine nukleolytische 3‘-Degradation jeweils eines Stranges an
beiden Bruchenden, wobei ein einzelstringiger DNA-Uberhang (single stranded DNA, ssDNA)
generiert wird. FEine wichtige Rolle bei dieser Strangenden-Prozessierung spielt der
MRN-Komplex (MRE11-Rad50-NBS1-Komplex) (Nelms et al., 1998). Die ssDNA-Uberhinge
werden sofort durch den ssDNA-bindenden Protein-Komplex RPA (replication protein A) um-
mantelt (Wold, 1997). Zusitzlich polymerisiert Rad51 an der ssDNA und bildet dabei ein
Nukleoproteinfilament, welches mit Hilfe von Mediatoren (Rad52, Rad55-Rad57-Heterodimer
und die Tumor-Supressoren BRCA1 und BRCA?2) die Anndherung an die homologen DNA-
Sequenz ermoglicht (Gasior efal., 1998; Song & Sung; 2000, Yang etal., 2002). Die
Identifizierung der homologen Sequenz und die Stranginvasion des Nukleofilaments mit dieser
Sequenz ist abhdngig von Rad51, Rad52 und Rad54 (Sugawara et al., 2003; Gupta et al., 1997,
Baumann et al., 1996). Bei der Invasion des beschiddigten Strangs in den unbeschidigten,
homologen DNA-Duplex findet ein Strangaustausch statt. Dabei verlingert eine DNA-Poly-
merase die 3°-Enden der Invasionsstringe, wobei die intakten Striange als Matrize dienen. Eine
Resolvase 10st die gekreuzten Stringe, welche dann anschlieBend durch die DNA-Ligase I mit
den neu synthetisierten Strangen zur fehlerfrei reparierten heteroduplexen DNA-Struktur ligiert

werden (Johnson & Jasin, 2000).
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Im Gegensatz zur HR fiihrt der Reparaturweg des NHEJ meist zum Verlust eines oder mehrerer
Nukleotide an der Verkniipfungsstelle, was zwar die DNA-Sequenz verindert, jedoch meist ohne
Folgen fiir die korrekte Kodierung bleibt, da der Grofiteil des Genoms aus nicht-kodierenden
Sequenzen besteht. Das NHE] stellt somit zwar die am wenigsten akkurate, dafiir aber schnellste
und einfachste Moglichkeit der DSBR dar. Im ersten Schritt der NHEJ bindet das Ku70/80-
Heterodimer an die freien Enden des DSB, woraufhin die katalytische Untereinheit der DNA-ab-
hingigen Proteinkinase (DNA-PKcs) an Ku rekrutiert wird, um das DNA-PK-Holoenzym zu
formen, welches die Bruchenden zusammenfiihrt (Bliss & Lane, 1997; Mimori et al., 1986;
Gottlieb & Jackson, 1993). Die Prozessierung der Enden geschieht durch den MRN-Komplex
(Rad50-MRE11-NBS1-Komplex) (Nelms et al., 1998). Bevor die so “zurechtgeschnittenen”
Enden ligiert werden konnen, miissen die Reparatur-Proteine von der DNA entfernt werden, was
vermutlich durch die Autophosphorylierung der DNA-PK geschieht (Chan & Lees-Miller,
1996). Die Ligation erfolgt durch den DNA-Ligase IV/ XRCC4-Komplex (Wilson ef al., 1997).

2.3.4 Weitere in die DNA-Stress-Antwort involvierte Proteine

Damit Zellen {iiber die verschiedenen Reparaturwege erfolgreich ihre geschiadigte DNA
reparieren konnen, miissen sie ihren Zellzyklus arretieren oder verlangsamen. Wird DNA
geschidigt, kommt es iiber verschiedene Signalkaskaden, je nach DNA-Schaden und den

Proteinen, die diesen erkennen, zum G- oder G,-Arrest des Zellzykluses.

Die Schliisselproteine hierbei sind ATM (Ataxia Telangiectasia mutated) und ATR (Ataxia
Telangiecstasia and Rad-3 related), beides Serin-Threonin-Kinasen aus der Familie der
Phosphoinositid-3-Kinasen (PI3K). Sie kontrollieren die G,/S-, intra-S- und G,/M-Kontroll-
punkte iiber die Aktivierung ihrer downstream-Effektor-Kinasen Chkl und Chk2. Eines der
ersten Ereignisse nach der Induktion von DSB ist die Phosphorylierung des Histons H2AX durch
ATM an einem Serinrest, resultierend in Ser139-H2AX (y-H2AX) (Ubersicht in Fernandez-
Capetillo et al., 2004). v-H2AX wirkt als Signalverstérker, rekrutiert weitere Signalmolekiile an
den DSB und erhoht die lokale Aktivitit von ATM. Inaktives ATM existiert als Multimer,
welches nach Aktivierung in Monomere dissoziiert. Die Aktivierung erfolgt durch die intra-
molekulare Autophosphorylierung der beiden ATM-Molekiile zu Ser1981-ATM (Bakkenist &
Kastan, 2003).
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ATR wird teilweise auch durch DSB (Jazayeri et al., 2006; Sartori et al., 2007) aktiviert, jedoch
hauptsichlich durch SSB: an die durch SSB entstandenen Stellen einzelstringiger DNA (single
stranded DNA, ssDNA) lagert sich sehr schnell das ssDNA-bindende Protein RPA (replication
protein A) an. Die Rekrutierung von ATR an den SSB geschieht durch ATRIP (ATR-interacting
protein): ATRIP bindet direkt an RPA und bildet mit ATR einen Komplex (Byun et al., 2005;
Zou & Elledge, 2003; Cortez et al., 2001). Sobald aktiviert, phosphorylieren ATM und ATR
direkt Effektorproteine, die dann wiederum eine Kaskade an Signal- und Effektorproteinen in
Gang setzen, was dann wiederum u.a. Zellzyklusarrest und DNA-Reparatur, oder, falls der
DNA-Schaden zu groB ist, Zelltod induziert. ATM phosphoryliert dabei die Kinase Chk2 am
Threoninrest Thr68, was eine Autophosphorylierung der Threoninreste Thr383/Thr387 und
somit die vollstindige Aktivierung von Chk2 bewirkt (Schwarz et al., 2003; Melchionna et al.,
2000; Ahn et al., 2000). Die Effektorkinase Chk1l wird vorwiegend durch ATR aktiviert mittels
der Phosphorylierung an zwei Serinresten: Ser317 und Ser345 (Zhao & Piwnica-Worms, 2001).

Ein weiteres Substrat von ATM, ATR, Chkl und Chk?2 ist das Tumor-Supressor-Protein p53.
Durch dessen Phosphorylierung an Serl5 werden die Zielgene des Transkriptionsfaktors p53,
u.a. p53 selbst, p21 und mdm2, verstirkt transkribiert, wodurch die p53-, p21- und Mdm2-
Proteinlevel steigen (Lakin et al., 1999; Banin et al., 1998; Canman et al., 1998; Wright et al.,
1998; Shieh et al., 1997; Siliciano et al., 1997; Lu & Lane, 1993). Der Transkriptionsfaktor p53
selbst wird durch Mdm?2 iiber eine negative Riickkopplung reguliert und degradiert (Haupt et al.,
1997; Kubbutat et al., 1997; Shieh et al., 1997). Das p53-System umfasst ein komplexes Netz-
werk von Stress-Signalen und Effektor-Signalwegen wie DNA-Reparatur, Zellzykluskontrolle
und Zelltod (Ubersicht in Horn & Vousden, 2007; Efeyan & Serrano, 2007).
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2.4 Zielsetzung der Arbeit

Imatinib ist nach wie vor Erstlinien-Therapie der CML, wobei jedoch trotz dessen sehr guter
antileukdmischer Wirkung in der chronischen Phase eine Heilung durch die alleinige
Behandlung mit Imatinib laut dem bisherigen Stand der klinischen Studien zweifelhaft ist.
Insofern wird diese molekulare Therapie iiber einen sehr langen Zeitraum, moglicherweise
lebenslang, fortgesetzt werden miissen. Durch eine andauernde Inhibition der c-Abl-Aktivitit bei
der Therapie mit Imatinib kann die dadurch veréinderte Stressantwort erhebliche Risiken bergen.
Ziel der vorliegenden Arbeit ist daher die systematische Untersuchung der Rolle von c-Abl fiir
die genetische Stabilitit Bcr-Abl-negativer Zellen. Im Einzelnen wurden folgende Frage-

stellungen bearbeitet:

. Ist die c-Abl-Kinaseaktivitdt fiir die Erhaltung der genetischen Stabilitit bedeutsam?
Hierbei wurden der Einfluss einer Imatinib-Behandlung auf die Mutationsfrequenz und

DNA-Reparatureffizienz nach DNA-Stress analysiert.

. Beeinflusst die Hemmung der c-Abl-Kinaseaktivitit die zellulire Antwort auf DNA-
Schidigung? In geeigneten Zellmodellen und Primérzellen wurden hierbei das Gesamt-
iberleben, die Induktion von Zellzyklusarrest und Zelltod in Abhingigkeit des c-Abl-

Aktivititsstatus untersucht.

. Welche Signalmolekiile vermitteln die beobachtete Wirkung? Untersucht wurden
Expression und Aktivitit zentraler DNA-Reparatur- und Apoptose-Mediatoren nach DNA-
Stress in Abhingigkeit der c-Abl-Aktivitét.
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Zellkultur

3.1.1 Kulturmedium und Zusitze

Fiir die Kultivierung aller eukaryotischer Zelllinien wurde RPMI 1640-Medium mit den unten

aufgefiihrten Zusitzen verwendet.

RPMI 1640-Medium Biochrom AG, Berlin

500 ml wurden supplementiert mit:

10 % (v/v) FCS (fetal bovine serum) Gibco, Karlsruhe
0,1 g/L Penicillin/Streptomycin Gibco, Karlsruhe
10 mM HEPES (2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-
ethansulfonsiure), pH 7,4 Merck, Darmstadt
2 mM L-Glutamin Biochrom AG, Berlin
0,13 mM L-Asparagin Serva, Heidelberg
0,05 mM B-Mercaptoethanol Merck, Darmstadt
1 mM Natriumpyruvat Gibco, Karlsruhe
3 ml 100 x nicht-essentielle Aminosduren Biochrom AG, Berlin

Dem Kulturmedium wurde zur Kultivierung der Ber-Abl-negativen murinen Zelllinien BaF3 und
32D der Wachstumsfaktor mIL3 (rekombinantes murines Interleukin-3) in einer Konzentration
von 1 ng/ml zugegeben. Fiir Versuche wurden auch die Bcr-Abl-positiven Zelllinien 32Dp210
und BaFp185 mit 1 ng/ml mIL3 supplementiert. Zur Selektionierung wurde dem Medium der

32D AbIT3151-Zelllinie 0,6 mg/ml Zeocin zugegeben.

Recombinant Murine Interleukin-3 (mIL3) Strathmann Biotech AG, Hannover
Zeocin InvivoGen, San Diego
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3.1.2 Verwendete Zelllinien

In dieser Arbeit wurden die in Tab. 1 aufgefiihrten Zelllinien verwendet.

Tabelle 1: Auflistung der verwendeten Zelllinien

. c-Abl- Bcr-Abl-
Name Beschreibung, Herkunft Status | Status
BaF3 Murine Pri-B-Lymphozytenlinie * (\;vl-t) -
. . +
durch Transfektion der BaF3- Zellen mit dem Vektor + "
BaF3pl85 pSLXBcr/Abl * (McWhirter et al., 1993) entstandene Linie (wt) (pivgg )
32D murine Knochenmarkszellen; DSMZ-Nr.: ACC 411 (\:t) -
39D0210 durch Transfektion der 32D-Zellen mit dem retroviralen + +
p Vektor Migp210-wt* entstandene Linie (wt) (p210-wt)
. . . +
durch Transfektion der 32D-Zellen mit dem retroviralen +
32Dp210-T3151 Vektor Migp210-T3151" entstandene Linie (wt) (p210-
T315I)
39D Abl-wt durch Transfektion der 32D-Zellen mit dem Vektor + i
pcDNA3.1zeo-Abl-wt entstandene Linie * b (wt)
durch Transfektion der 32D-Zellen mit dem Vektor +
32D AbI-T3 151 pcDNA3.1zeo-AbIT315I entstandene Linie “° (T3151) )
MEF Abl™ murine embryonale c-Abl”-Fibroblasten® - -
murine embryonale c-Abl” -Fibroblasten, retroviral stabil +
MEF Abl-wt retransfiziert mit wildtyp-Abl (wt-Abl)* (wt) i
murine embryonale c-Abl” -Fibroblasten, retroviral stabil +
MEF Abl-KD retransfiziert mit Kinase-defizientem Abl (KD-Abl)* (KD) )

* Prof. Dr. J. Duyster, Technische Universitit Miinchen
® Dr. C. Miething, Technische Universitit Miinchen
¢ Dr.J.Y. Wang, UCSD, San Diego, USA

* Konstrukt eines humanen Bcr-Anteils und eines murinen Abl-Anteils
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3.1.3 Kultivierung der Zellen

Die Kultivierung der verwendeten Zelllinien erfolgte in Zellkulturflaschen unter sterilen
Bedingungen bei 37 °C, 95 % Luftfeuchtigkeit und 5 % CO,. Die Zellen wurden alle 2-3 Tage
an einer sterilen Werkbank und unter Verwendung steriler Geritschaften in definierter Zellzahl
subkultiviert, wobei semiadhirente Zellen zunichst mit Trypsin/EDTA vom Boden der Zell-

kulturflasche abgeldst wurden.

25 cmz-, 75 cmz-, 150 cm®-Zellkultur-Flaschen Corning, USA

5-,10-, 25 ml Stripette®-Costar® Corning, USA

6-, 96-well-Platten Greiner Bio-One, Frickenhausen
15-, 50 ml Polypropylen-Réhrchen, steril Becton Dickinson, USA
Trypsin/EDTA Gibco, Karlsruhe

Sterilbank LaminAir HB2472 Heraeus, Hanau

CO;,-Inkubator Heraeus, Hanau

3.1.4 Trypan-Blau Ausschluss-Fiarbung

Die Bestimmung der Zellzahl und Viabilitit der Zellen wurde mit Hilfe einer Neubauer-Zihl-
kammer unter dem Mikroskop durchgefiihrt. Hierfiir wurden 10 pl der Zellsuspension mit 90 pl
einer Trypan-Blau-Farbelosung (Trypan-Blau 1:10 in PBS) gemischt. Trypan-Blau, ein Vital-
farbstoff, der durch die Zellmembran dringt, wird in lebenden Zellen aktiv wieder aus dem Zell-
inneren transportiert, somit werden nur tote Zellen blau angefirbt. Die Zahl der ungefirbten

Zellen diente daher zur Bestimmung der Lebendzellzahl. Die Zellzahl wurde wie folgt

berechnet:
Zellzahl Zellzahl
x Verdiinnung x 10* =
Anzahl der ausgezihlten GroBquadrate ml

Trypan Blau 0,5 % (w/v) Biochrom AG, Berlin
PBS (0,27 M NaCl; 0,005 M KCI; 0,015 M Na,HPO, x H,O,;

0,003 M KH,PO,) Biochrom AG, Berlin
Neubauer-Zihlkammer Roth, Karlsruhe

Mikroskop Zeiss, Jena
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3.1.5 Kryokonservierung und Auftauen der Zellen

Die in Kultur gehaltenen Zellen wurden im Schnitt nach zwei Monaten durch kryokonservierte
Zellen ersetzt, um durch Selektionsprozesse auftretende genetische Verdnderungen wihrend der
Kultur zu minimieren. Fiir die Lagerung bei -196 °C in fliissigem Stickstoff wurden Zellaliquots
a 1-2 x 10° Zellen/ml in einer eiskalten Losung aus DMSO:FCS (1:10) aufgenommen und sofort
in Kryo-Rohrchen iiberfiihrt, um die Vitalitit der Zellen nach dem Einfriervorgang zu erhalten.
Eine spezielle Einfrierbox gewihrleistete eine langsame graduelle Abkiihlung auf -80 °C {iber
Nacht. Im Anschluss wurden die Kryo-Rohrchen in fliissigem Stickstoff gelagert.

Fiir die Inkulturnahme konservierter Zellen wurden die Aliquots im Wasserbad bei 37 °C
angetaut, um sofort in 10 ml RPMI 1640-Medium {iberfiihrt zu werden. Direkt im Anschluss
wurden die Zellen durch Zentrifugation (5 min, 300 g, RT) pelletiert und in frischem Medium
aufgenommen. Die Zellen wurden iiber Nacht im Brutschrank kultiviert, um am folgenden Tag

nochmals mit frischem Medium versorgt zu werden.

Dimethyl Sulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Tischzentrifuge Rotina 35R Hettich, Tuttlingen

1,8 ml CryoTube™ Nalgene Nunc International
5100 Cryo 1 °C Einfrierbox ,Mr. Frosty* Nalgene Nunc International

3.1.6 Stabile Transfektion eines modifizierten c-Abl-Gens in 32D-Zellen

Die Etablierung der Zelllinien 32D Abl-wt und der zugehdrigen Mutante 32D Abl-T3151,
welche stabil eine Imatinib- und Dasatinib-resistente c-Abl-Variante exprimiert, erfolgte durch
Elektroporation der parentalen 32D-Zellen mit dem Expressionsvektor pcDNA3.1zeo(-)-abl-wt
bzw. pcDNA3.1zeo(-)-abl-T3151. Hierfir wurde in den Vektor pcDNA3.1zeo(-) eine
Héamagglutinin (HA)-markierte Typ IV ¢-Abl-cDNA kloniert. Die Mutation T315I wurde durch
gezielte Mutagenese (site-directed mutagenesis) hergestellt. Die Vektoren wurden von
Dr. C. Miething (Klinikum Rechts der Isar, Miinchen) zur Verfiigung gestellt. Fiir die Elektro-
poration wurden je 5 x 10° Zellen in 800 ul Medium in einer 4 mm-Elektroporationskiivette mit
20 pg des entsprechenden Plasmids gemischt. Darauf folgte die Elektroporation mit 2 x 0,005 s
bei 400 V. Das Selektivum Zeocin wurde erst nach 48 h Kultur supplementiert. Die erfolgreich
mit dem Vektor und somit mit der Zeocin-Resistenz transfizierten Zellen iiberlebten und wurden

unter standiger Zugabe von Zeocin weiterkultiviert (Fanta et al., 2008).
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-Basylect” Elektroporator Peqlab, Erlangen
4 mm-Elektroporationskiivette Peqlab, Erlangen

3.1.7 Isolierung monoklonaler 32D Abl-wt- bzw. 32D Abl-T315I-Zelllinien

Um aus den transfizierten Zellen monoklonale Zelllinien zu erhalten, wurden diese subkloniert.
Hierfiir wurden in eine 6-Loch-Platte pro Loch 100 Zellen in 3 ml Softagar eingesit. Nach
Erstarren des Softagars wurde dieser mit 3 ml Medium iiberschichtet. Da der Softagar kein
Zeocin enthielt, wurde dem iiberschichtenden Medium die doppelte Menge zugegeben. Die
Platten wurden mehrere Tage inkubiert, bis einzelne Kolonien sichtbar waren. Diese wurden
separiert und weiter in Zellkulturflaschen kultiviert. Zur Kontrolle der Stabilitit der Transfektion
wurden zu allen Versuchen Zellpellets aliquotiert, die mittels Western-Blot-Analyse auf ihre

HA-Expression getestet wurden.

Agar:
1,5 g Difco Agar Noble Becton Dickinson, USA
50 ml PBS Biochrom AG, Berlin

autoklaviert und auf 60 °C gehalten

Softagar:
18,9 ml RPMI 1640-Medium

2,1 ml Agar

3.1.8 Sequenzierung zur Feststellung des c-Abl-Status der transfizierten Zelllinien

Um den c-Abl-Status (wt oder T315]) zu verifizieren wurden die Zellen sequenziert. Hierfiir
wurde nach Angaben des Herstellers unter Verwendung des RNeasy®-Mini Kits (Qiagen,
Hilden) zunichst Gesamt-RNA aus den Zellen isoliert. Die anschlieBende Reverse Transkription
(RevT) der RNA in cDNA und die darauf folgende Erst- und Zweitstrangsynthese und Ampli-
fizierung der DNA mittels PCR (polymerase chain reaction) erfolgte mit Hilfe von Primern,
welche nur die Kinase-Domine von c-Abl umfassten (siche Tab. 2). Fiir die Reverse
Transkription wurde der Reaktionsmix wie in Tab. 3 pipettiert. Im Thermocycler wurde die
Reaktion laut Programm (Tab. 4) gestartet, in der Pause wurden 20 U RNase Inhibitor und 0,2 U

AMYV Reverse Transkriptase zugegeben und das Programm dann vollendet.
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Tabelle 2: verwendete Primer fiir die Sequenzierung des c-Abl-Status mittels PCR

sense Primer 5" - GCG CAA CAA GCC CACTAT CTA CGG - 3°

antisense Primer | 5’ - GCC AGG CTC TCA GGT GCG GTCC -3’

Tabelle 3: Reaktionsmix fiir die Reverse Transkription der RNA

H,O 12 pl
10 x RevT-Puffer 2 ul
dNTP-Mix (1,25 mM) 2 ul
antisense Primer (10 uM) 1 ul
RNA (200 ng/ul) 1l

Tabelle 4: Thermocycler-Programm fiir die Reverse Transkription der RNA

65 °C 4 min
4°C 1 min

- Pause -
52°C 30 min
99 °C 1 min
4 °C Jfor ever

Der Reaktionsmix fiir die Erst- und Zweitstrangsynthese und die Amplifizierung der DNA wurde
laut Tab. 5 angesetzt und der erhaltenen cDNA zugegeben. Die Reaktion im Thermocycler

wurde laut Programm in Tab. 6 durchgefiihrt.
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Tabelle 5: Reaktionsmix fiir die PCR-Amplifizierung der cDNA

H,O 67,5 ul
10 x PCR-Puffer 8 ul
dNTP-Mix (1,25 mM) 2 ul
sense Primer (10 uM) 1 ul
antisense Primer (10 uM) 1 ul
Tag DNA-Polymerase 0,5 ul

Tabelle 6: Thermocycler-Programm fiir die PCR-Amplifizierung der cDNA

95 °C 2 min

95 °C 30s

65 °C 30s 35 Zyklen
72 °C 30s

72 °C 10 min

4 °C for ever

Die Linge und Qualitit der DNA-Produkte wurde mittels elektrophoretischer Auftrennung
(30 min, 100 V) in einem 1 % Agarose-Gel (50 ml plus 2 ul Ethidiumbromid) kontrolliert.

RNeasy®-Mini Kit Qiagen, Hilden
Tag DNA-Polymerase Invitrogen, Karlsruhe
dCTP; dATP; dGTP, dTTP (je 100 mM) Amersham Biosciences, Freiburg
10 x PCR-Puffer (Tag DNA Polymerase Reaction Buffer): Stratagene, USA
100 mM Tris-HCI (pH 8,8)
15 mM MgCl,
500 mM KCl

0,01 % (w/v) Gelatine
10 x RevT-Puffer:

10 x PCR-Puffer
+ 15 mM MgCl, Invitrogen, Karlsruhe
RNase Inhibitor (40 U/ul) Roche, Mannheim
AMV Reverse Transkriptase (20 U/ul) Stratagene, USA
Mastercycler Gradient Eppendorf, Hamburg
Agarose, ultra-pure Gibco, Karlsruhe
Ethidiumbromid Roth, Karlsruhe
UV-Detektion LTF Labortechnik, Wasserburg

Thermopapier Mitsubishi, Flensburg
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Die Sequenzierung der Proben wurden von der GENterprise GmbH, Sequenzierservice (Mainz)
als sogenannte ,,Home run‘“-Reaktionen durchgefiihrt. Die Vorbereitung der Probe vor deren

Versendung erfolgte somit nach Angaben der GENterprise GmbH.

3.2 Kultur von priméirem Zellmaterial

Das fiir die Versuche verwendete primére Zellmaterial war von der Ethik-Komission der Landes-

drztekammer Baden-Wiirttemberg unter dem Aktenzeichen 035-06-f genehmigt worden.

3.2.1 Isolation mononukleiirer Zellen iiber Ficoll-Dichtegradienten-Zentrifugation

Gesunden Probanden wurden 50 ml EDTA-Blut entnommen, die direkt anschlieBend 1:1 mit
sterilem PBS verdiinnt wurden. Vorbereitend wurden in 50 ml-Polypropylen-Rohrchen jeweils
25 ml Ficoll-Separierlosung pipettiert. Diese Separierlosung wurde vorsichtig mit der Blut-
suspension iiberschichtet. Die Trennung der mononukledren Zellen des peripheren Blutes
(PBMC) von den roten Blutzellen und den polynukledren Zellen mit einer Dichte von
> 1,077 g/lem’ gelang durch 25-miniitige Zentrifugation bei 300 ¢ (RT, mit niedrigster
Beschleunigung, ohne Bremse). Die PBMC sammeln sich als Interphase direkt iiber der Ficoll-
Schicht an. Diese Interphase wurde abpipettiert, in ein frisches 50 ml-Polypropylen-Réhrchen
tiberfithrt und 1:1 mit PBS verdiinnt. Die Zellsuspension wurde erneut zentrifugiert (10 min,
300 g, RT) und in RPMI 1640-Medium aufgenommen. Zur Stimulation der Lymphozyten wurde
dem Medium Phytohdmagglutinin-L (PHA-L) in einer Konzentration von 2 pg/ml zugegeben.

EDTA-S-Monovette® K3E (9 ml) Sarstedt, Niimbrecht
,BIOCOLL Separating Solution‘ (Ficoll) Biochrom AG, Berlin
Phytohdmagglutinin-L (PHA-L) Roche, Mannheim
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3.3 Behandlung der Zellen

3.3.1 Induktion von DNA-Schéidigung

Zur Untersuchung der Rolle der c-Abl-Aktivitit in der DNA-Schadensreparatur wurden die
Zellen genotoxischem Stress durch Bestrahlung ausgesetzt. Hierfiir wurde y-Strahlung in Dosen
von 2,3,5,10bzw. 30 Gy eingesetzt. Dem eingesetzten Kleinbestrahlungsgerit diente

Césium-137 als Strahlungsquelle.

Kleinbestrahlungsgerit IBL-437C Oris, Frankreich

3.3.2 Inhibition der c-Abl-Tyrosinkinase

Um den Einfluss der Kinaseaktivitidt von c-Abl auf die Reparatur der DNA nach genotoxischem
Stress zu untersuchen, wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit die c-Abl-Inhibitoren Imatinib
und Dasatinib verwendet. Imatinib wurde in einer Konzentration von 3 uM, Dasatinib in einer
Konzentration von 10 nM verwendet. Die Inhibitoren wurden den Zellen fiir die Versuche immer
48 h vor genotoxischem Stress zugegeben, wobei nach 24 h ein Mediumwechsel mit den
entsprechenden Inhibitoren stattfand. Geldst wurde Imatinib in DMSO:H,O (1:1) und als
Stammlosung (10 mg/ml) bei -20 °C gelagert. Dasatinib wurde in DMSO gel6st und als Stamm-
I6sung (10 mM) bei -20 °C gelagert.

Imatinib (Imatinib Mesylate, STI571, Glivec@, Gleevec@) Toronto Research Chemicals Inc., Kanada
Dasatinib (Pyridol-[2,3-d]-Pyrimidin Dasatinib,
BMS-354825, Sprycel®) Toronto Research Chemicals Inc., Kanada

3.4 Bestimmung der Zellvitalitit mittels MTT-Assay

Der MTT-Assay dient dem Nachweis der Zellviabilitit und beruht auf der Umwandlung des
gelben Tetrazolium-Salzes MTT in ein violettes Formazan-Produkt. Diese Umsetzung geschieht
durch eine nur in lebens- bzw. wachstumsfihigen Zellen funktionierende mitochondriale De-
hydrogenase. Durch die fotometrische Messung des Farbumschlags kann auf die Viabilitit der
Zellen geschlossen werden (Mosmann, 1983). Zur Analyse wurden 7-8 x 10° Zellen/200 ul pro
Loch in eine 96-Loch-Platte in Anwesenheit von Imatinib in Konzentrationen von 0-30 uM

kultiviert. Nach Inkubation fiir 48 h bei 37 °C wurden pro Loch 10 ul einer MTT-Losung
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(10 mg/ml MTT/PBS) zugegeben. Nach weiteren 2 h wurden zum Lysieren der Zellen je 90 ul
MTT-Lysepuffer (15 % SDS in DMF:H,0 (1:1), pH 4,5) pro Loch zupipettiert. Unter leichtem
Schiitteln wurde iiber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert und anschlie3end photometrisch bei

einer Wellenldnge von 590 nm am ELISA-Reader quantifiziert.

MTT (Methylthiazolyldiphenyl-Tetrazoliumbromid) Sigma, Taufkirchen
DMF (N,N-Dimethylformamid) Sigma, Taufkirchen
ELISA-Reader ,Wallac* SLT Labinstruments, Crailsheim

3.5 Untersuchung der Zellen mit Hilfe des Durchflusszytometers

Das fiir diese Arbeit verwendete Durchflusszytometer kann fiinf optische Parameter gleichzeitig
messen: Vorwirtsstreulicht (forwardscatter, FSC, Auftrennung der GroBe der Zellen), Seitwirts-
streulicht (sidescatter, SSC, Auftrennung der Granularitit der Zellen) und drei verschiedene
Fluoreszenzspektralbereiche (FL-1 bis FL-3). Die Auswertung der Rohdaten wurde mit der
Software CellQuest "™ durchgefiihrt.

Fluorescense Activated Cell Analyzer ,FACSCalibur ™. Becton Dickinson, USA

Laser:
488 nm, luftgekiihlter Argon-Ionen Laser
635 nm, roter Diodenlaser
Detektoren/Filter:
FL-1: 530 nm (FITC, griine Fluoreszenz)
FL-2: 585 nm (PE, PI, rote Fluoreszenz)
FL-3: 650 nm (dunkelrote Fluoreszenz)

CELLQuest ™ Software Becton Dickinson, USA

3.5.1 Nachweis friiher Apoptose iiber Annexin V-Firbung

Bereits im frithen Stadium weisen apoptotische Zellen charakteristische Verdnderungen der Zell-
membran auf. Unter anderem wird das bei gesunden Zellen nur an der Innenseite der Zell-
membran vorkommende Phospholipid Phosphatidylserin an der Zelloberfliche exponiert. Diese
Eigenschaft apoptotischer Zellen wird fiir die Annexin V-Farbung genutzt. Annexin V ist ein ca.
35kDa groBes Ca*-abhingiges Phospholipid-Bindeprotein mit einer hohen Affinitit fiir
Phosphatidylserin. Markiert mit griin fluoreszierendem Fluoreszein-Isothiocyanat (FITC) stellt
es eine geeignete Sonde fiir apoptotische Zellen dar. Der prozentuale Anteil apoptotischer Zellen
in der zu untersuchenden Population kann dann durchflusszytometrisch iiber die Bestimmung

der FITC-positiven Zellen ermittelt werden. Die Fiarbung der Zellen erfolgte nach Angaben des
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Herstellers. Je Probe wurden ca. 5 x 10° Zellen fiir die Annexin V-Farbung verwendet. Diese
wurden zundchst pelletiert, einmal in kaltem PBS und einmal in Annexin V-Bindepuffer
gewaschen und erneut pelletiert. AnschlieBend wurden die Zellen in 100 ul Férbelosung
(5 % (v/v) Annexin V-FITC) resuspendiert, fiir 10 min inkubiert und mit Annexin V-Bindepuffer

auf 500 pl aufgefiillt. Die Zellen konnten direkt am Durchflusszytometer analysiert werden.

Annexin V-FITC BD Pharmingen™, USA
Annexin V Bindepuffer (10 x) BD Pharmingen™, USA

3.5.2 Nachweis spiter Apoptose/ Nekrose iiber PI-Farbung

Bei den in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimenten wurde in Kombination mit der
Annexin V-FITC-Farbung eine Firbung mit dem DNA-bindenden Farbstoff Propidiumjodid
(2,5 % (v/v) Propidiumiodid (PI)-Lésung (Stammlosung: 50 pg/ml)) durchgefiihrt. PI dringt in
Zellen mit geschiddigten Plasma-Membranen ein und farbt somit die DNA nekrotischer Zellen
und Zellen in spiter Apoptose an. Diese konnen dann iiber die rote Fluoreszenz des PI im
Durchflusszytometer von den vitalen Zellen bzw. von Zellen im frithen Apoptosestadium
unterschieden werden. Hierfiir werden der Firbelosung aus 3.5.1. 2,5 % (v/v) PI-Losung

(Stammlosung: 50 pg/ml) zugefiigt.

Propidiumjodid Stammldsung (1 mg/ml) Sigma-Aldrich, Taufkirchen

3.5.3 Zellzyklus-Analyse

Die Analyse des Zellzykluses erfolgte durch die Messung des DNA-Gehalts der Zellen. In der
Gi-Phase haben die Zellen einen doppelten DNA-Gehalt (2n). Wihrend der S-Phase erhoht sich
der DNA-Gehalt graduell auf 4n, die Zelle befindet sich nun in der G,-Phase. Wihrend der
M-Phase halbiert sich der Gehalt wieder auf 2n. Im Verlauf des Zelltods findet inter-
nukleosomale DNA-Fragmentierung statt. Nach Permeabilisierung der Zellmembran verliert die
Zelle diese DNA-Fragmente durch Diffusion, d.h. apoptotische Zellen haben einen geringeren
DNA-Gehalt als vitale Zellen, also weniger als 2n. Man spricht daher auch von Sub-G;-Zellen.
Der Gehalt der DNA wurde mit Hilfe von PI, welches mit der DNA interkaliert, bestimmt.
Hierfiir wurden die Zellen pelletiert und in kaltem (-20 °C) 70 %-igem Ethanol fixiert und tiber
Nacht bei 4 °C inkubiert. Anschlieend wurden die Zellen abzentrifugiert (1000 g, 5 min) und
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mit 1 ml PI-Firbelosung versetzt. Die Firbelosung setzte sich zusammen aus 50 pL PI (Stamm-
I6sung: 1 mg/ml), 10 ul RNase A und 950 ul 1 % Glucose in PBS. Nach 10 min Inkubation
konnte die Einlagerung von PI und somit der DNA-Gehalt der Zellen am Durchflusszytometer

gemessen werden.

Ethanol Merck, Darmstadt
Glucose Sigma-Aldrich, Taufkirchen
RNase A Qiagen, Hilden

3.5.4 BrdU-Proliferationsanalyse

2-Bromo-5-desoxyuridin (BrdU) ist ein Analogon des Thymidin und wird wihrend der S-Phase
des Zellzyklus in die neu synthetisierte DNA eingebaut. BrdU kann mit spezifischen Anti-
korpern detektiert werden. Zusitzlich konnen parallel weitere Farbungen, z.B. DNA-Firbung mit
PI, durchgefiihrt werden. Fiir die BrdU-Proliferationsanalyse wurden die Zellen mit
10 mM BrdU/PBS fiir 45 min bei 37 °C inkubiert, anschlieBend mit 70 % Ethanol (-20 °C)
fixiert und 1.N. bei 4 °C gelagert. Am folgenden Tag wurden die Zellen durch Zugabe von
2N HCI/5 % Triton X-100 denaturiert. Dieser Denaturierungsschritt ist fiir die Bindung des
Antikorpers an BrdU notwendig. Zur Neutralisierung wurde den Zellen 1 ml 0,1 M Boraxlosung
zugegeben, dann mit 1 ml PBS/1 % BSA/0,5 % Tween®20 gewaschen und schlieSlich mit dem
anti-BrdU-Antikorper (Maus-IgG) 30 min bei 4 °C inkubiert. Nach einem erneuten Wasch-
schritt mit 1 ml PBS/1 % BSA/0,5 % Tween®20 folgte die Inkubation mit dem sekundiren
FITC-markierten Antikorper (anti-Maus IgG) fiir 30 min bei 4 °C. Die Zellen wurden dann mit
1 ml 1 % Glucose/PBS gewaschen, bevor sie schlie8lich in 1000 ul PI-Firbelosung (50 pl PI,
10 ul RNase A (=1 mg), 950 ul Glucose in PBS) aufgenommen wurden. Der Nachweis des
BrdU-Einbaus in die DNA erfolgte durchflusszytometrisch.

Salzsdure (HCI) Merck, Darmstadt

Triton X-100 Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Borax (Di-Natriumtetraborat-Decahydrat) Roth, Karlsruhe

BSA (bovines Serum-Albumin, Cohn Fraction V) Sigma-Aldrich, Taufkirchen
BrdU Sigma-Aldrich, Taufkirchen
anti-BrdU (Maus IgG) Becton Dickinson, USA
anti-Maus-FITC IgG Dianova, Hamburg

Tween® 20 Merck, Darmstadt

Glucose Sigma-Aldrich, Taufkirchen
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3.5.5 y-H2AX-Analyse

Die Phosphorylierung des Histons H2AX an Serl39 (=Yy-H2AX) erfolgt ausschlieBlich an
Doppelstrangbriichen (DSB) (Rogakou et al., 1998). Gegen y-H2AX gerichtete Fluoreszenz-
markierte AntikOrper sind somit ein geeignetes Mittel, um DSBs zu detektieren und zu
quantifizieren. Hierfiir wurden pro Probe 1-3 x 10° Zellen pelletiert, einmal mit TBS gewaschen
und mit 95 % Ethanol/5 % HCI fixiert (10 min, RT). Hierauf folgte die Permeabilisierung der
Membran mit TBS/1 % PFA/0,25 % Triton X-100 (5 min, RT). Nachdem die Zellen 30 min mit
TBS/3 % BSA geblockt wurden, wurde #.N. (4°C) mit y-H2AX-FITC (4 ug/ml in
TBS/3 % BSA) bzw. mit IgG;-FITC (als Negativ-Kontrolle) inkubiert. Nach 4-maligem

Waschen mit TBS wurden die Zellen in TBS aufgenommen und am Durchflusszytometer

gemessen.
anti-y-H2AX-FITC (Maus IgG) Upstate, USA
1gG,-FITC Immunotech, Frankreich
PFA (Paraformaldehyd) Sigma-Aldrich, Taufkirchen
TBS:

145 mM NaCl Merck, Darmstadt

2,5 mM KCI Merck, Darmstadt

25 mM Tris, pH 7,4 Roth, Karlsruhe

3.5.6 PAR-Analyse

Zum Nachweis poly-(ADP-ribosyl)ierter Proteine (PAR) wurden die entsprechend behandelten
Zellen pelletiert (3 1-3 x 10° Zellen), einmal mit PBS gewaschen und mit 1 ml eiskaltem
50 % Methanol/50 % Aceton 10 min bei 4 °C fixiert. Nach vorsichtigem abzentrifugieren (RT,
8 min, 200 g) wurde der Uberstand verworfen und das Pellet zwei Mal mit 1 ml PBST
(1 % Tween®20/PBS) gewaschen. Danach wurden jeweils 100 ul PAR-Antikérper (2 pg/ml)
bzw. Maus-IgG (zur Kontrolle) in 0,1 % Magermilch/PBST zugegeben und iiber Nacht bei 4 °C
im Dunkeln inkubiert. Die Zellen wurden drei Mal mit eiskaltem PBST gewaschen, bevor je
100 ul des DyLight™488-konjugierten sekundiren Antikorpers in 0,1 % Magermilch/PBST
zugegeben und fiir 4 h bei 4 °C inkubiert wurden. AnschlieBend wurde drei Mal mit PBST
gewaschen, die Zellen in PBS aufgenommen und am Durchflusszytometer detektiert. Zur
Kontrolle der Spezifitiat des Antikdrpers wurden Zellen vor Bestrahlung fiir 2,5 h mit 4 uM des
PARP-Inhibitors PJ34 inkubiert.
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Methanol Roth, Karlsruhe
Aceton Merck, Darmstadt
anti-PAR (Maus, IgGs;,, [10 HA]) Trevigen, USA
Maus-IgG; Dianova, Hamburg
DyLight™488-konjugierter AffiniPure anti-Maus (Ziege, IgG, H+L) Dianova, Hamburg
PJ34 (N-(6-Ox0-5,6-Dihydrophenanthridin-2-yl)-(N,N-Dimethyl-

amino)Acetamid Hydrochlorid) Merck, Darmstadt

3.6 Untersuchung der Mutationsfrequenz von Zellen

Mit genetischer Stabilitidt bezeichnet man die Fihigkeit der Zelle, durch eine effiziente Zell-
zykluskontrolle und Reparaturmechanismen DNA-Schidden korrekt zu beheben und damit die
Funktionalitit und Lebensfihigkeit der Zelle zu erhalten oder bei Unfdhigkeit zur Reparatur den
Zelltod einzuleiten. Ein MaB fiir genetische Instabilitit ist eine durch fehlerhafte oder gehemmte

DNA-Schadensreparatur entstandene erhohte Mutationsfrequenz der Gene.

3.6.1 Prinzip des hprt-Gen Mutations Assay

Als Modellgen fiir den Mutations-Assay eignet sich besonders das hprt-Gen (Hypoxanthin-
Guanin-Phosphoribosyltransferase-Gen): es ist auf dem X-Chromosom lokalisiert (Nabholz
et al., 1969; Fenwick, 1980), wodurch im minnlichen Chromosomensatz nur ein Allel vor-
handen bzw. im weiblichen Chromosomensatz nur eines aktiv ist (Kim ez al., 2004; Ciavatta
et al., 2006). Dadurch fiihrt eine einzige Mutation dieses Gens zu einem Funktionsausfall des

HPRT-Proteins.

Die HPRT ist ein Enzym des Purin-Metabolismus, dessen primére Funktion darin besteht, Purin-
Basen degradierter DNA zu verwerten und Purin-Nukleotide zur DNA-Synthese zur Verfiigung
zu stellen. Wird 6-Thioguanin (6-TG) dem Zellmedium zugefiigt, wird es von der HPRT zu
6-TG-Monophosphat phosphoryliert, welches die Biosynthese von Nukleotiden hemmt, oder
6-TG-Monophosphat wird weiter synthetisiert zu 6-TG-Nucleotiden, welche als falsche
Nukleotide in die DNA oder RNA eingebaut werden. Beide Wege filhren zum Zelltod. Treten
nun Mutationen im hprt-Gen auf, funktioniert die HPRT nicht mehr, d.h. die Zelle iiberlebt, da
die DNA-Synthese iiber alternative Wege erfolgt. Diese iiberlebenden Mutanten bilden im semi-

soliden Medium Kolonien. Die Zahl der Kolonien dient als MaB fiir die Mutationsfrequenz.
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3.6.2 hprt-Gen Mutations Assay/ Cloning Efficiency (CE)-Assay

Die Durchfiihrung dieses Assay erfolgte wie von van der Kuip et al. (2004) beschrieben: die
Zellen wurden iiber einen Zeitraum von 2 Wochen mit und ohne 3 pM Imatinib und y-Strahlung
(3 x 2 Gy) behandelt. Die Suspensionszelllinien 32D und BaF3 wurden dann in semisolidem
Softagar (siehe 3.1.7) resuspendiert und in An- oder Abwesenheit von 10 uM 6-TG eingesit. Die
Dichte hierfiir betrug 200 Zellen/Loch in 6-Loch-Platten fiir den CE-Assay (Cloning Efficiency
= Verhiltnis der Anzahl gebildeter Zellkolonien zur Anzahl der eingesédten Zellen in Abwesen-
heit von 6-TG) bzw. 1 x 10° Zellen/Loch in 12-Loch-Platten fiir den hprt-Assay (in Anwesenheit
von 6-TG). Die adhdrenten MEF-Zelllinien wurden direkt mit einer Dichte von
150 Zellen/30 ml Medium in 75 cm*-Zellkulturflaschen eingesit. Die Zellen wurden fiir
7-10 Tage inkubiert. Die im semisoliden Medium immobilen Suspensionszellen bildeten sicht-
bare Kolonien (> 50 Zellen), welche gezihlt werden konnten. Um die Kolonien der adhidrenten
Zellen in den Zellkulturflaschen sichtbar zu machen und zihlen zu konnen, wurden sie mit einer
Giemsa-Firbelosung angefirbt (siehe 3.6.3). Aus der Anzahl der Kolonien wurde die CE und die

Mutationsfrequenz, korrigiert auf die CE, berechnet.

3.6.3 Giemsa-Firbung adhiirenter Zellkolonien

Die adhidrenten MEF-Zellen wurden zur Bestimmung der CE und der Mutationsfrequenz direkt
in Zellkulturflaschen eingesit, an deren Boden sie Kolonien bildeten. Um diese sichtbar zu
machen, wurden sie blau angefiarbt. Dazu wurde aus den Zellkulturflaschen das Medium abge-
saugt, die Kolonien einmal mit PBS gewaschen und 7 ml der filtrierten Firbelosung fiir 12 min
unter leichtem Schwenken zugegeben. AnschlieBend wurde zweimal mit 10 ml H,O und einmal

mit 10 ml 70 % Isopropanol gewaschen.

Giemsas Azur-Eosin-Methylenblaulosung Merck, Darmstadt
70 % (v/v) Isopropanol Fischar, Saarbriicken

3.7 Untersuchung der Reparaturfiahigkeit der Zellen

Zur Untersuchung der Fihigkeit der Zellen, induzierte DNA-Strangbriiche zu reparieren, wurden
neben der y-H2AX-Analyse (siehe 3.5.5) die Einzelzell-Gelelektrophorese (Comet-Assay) und
die Pulsfeld-Gelelektrophorese durchgefiihrt.
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3.7.1 Prinzip des Comet-Assays

Fiir den Comet-Assay werden Zellen (nach induzierter DNA-Schadigung) in einer Agarose-
schicht auf einen Objekttriger gebracht. Die Zellen werden lysiert um die Membranen durch-
lassig fiir die DNA-Bruchstiicke zu machen. Durch die anschlieBende Elektrophorese
diffundieren die negativ geladenen Bruchstiicke je nach GroBe unterschiedlich weit aus dem
Kern Richtung Kathode. Wird die Elektrophorese unter alkalischen Bedingungen durchgefiihrt,
werden sowohl SSB als auch DSB detektiert. Unter neutralen Bedingungen werden nur DSB
detektiert, da hier die DNA nicht denaturiert wird und somit einzelstriangig vorliegt, sondern
doppelstringig bleibt (siehe Abb. 5). Anschlieend wird die DNA mit Hilfe des interkalierenden
fluoreszierenden Farbstoffes DAPI (4',6-Diamidino-2-phenylindol) angeféarbt und die Objekt-
trager konnen mit dem Fluoreszenzmikroskop ausgewertet werden. Pro Objekttriger wurden
mindestens 50 Zellen aufgenommen und die Zellen einzeln mittels der Analysesoftware
CometScore™Freeware ausgewertet. Der Anteil der aus dem Kern (,,Kopf* des kometenhaften
Erscheinungsbildes der Zellen) ausgetretenen DNA-Bruchstiicke (als ,,Schweif* erkennbar)

diente als Ma8 fiir die Anzahl der DNA-Briiche.

O\ T

\ l DNA-Schadigung

alkalische neutrale
Konditionen Konditionen

Lunuu (ITTITIT
i
Abbildung 5: Prinzip DNA-Denaturierung wihrend des Comet-Assays. Durch y-Strahlung werden in der DNA
SSB und DSB erzeugt. Unter neutralen Bedingungen entstthen DNA-Fragmente nur an DSB, wihrend unter

alkalischen Bedingungen die DNA denaturiert wird, wodurch auch infolge von SSB DNA-Fragmente entstehen.

CometScore™Freeware, Version 1.5.2.6 TriTek Corporation, USA
Vectashield® Mounting Medium with DAPI Vector Laboratories, USA
Fluoreszenzmikroskop Leica DM RA Leica Mikrosysteme, Wetzlar
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3.7.2 Alkalischer Comet-Assay

Der alkalische Comet-Assay wurde modifiziert nach Singh et al. (1988) und Klaude et al. (1996)
angewandt. Zur Vorbereitung wurden Objekttriger mit 1 % LMT-Agarose/PBS (low melting
temperatur) beschichtet. Aus 2 x 10° Zellen/ml in PBS wurden 90 ul mit 400 ul 0,5 % LMT-
Agarose/PBS gemischt. Es wurden 90 ul dieser Mischung auf den Objekttriager geschichtet und
20 min zum Erstarren auf Eis belassen. Nach einer nochmaligen Uberschichtung mit 90 ul
0,5 % LMT-Agarose wurden je 100 ul Lysepuffer (2,5 M NaCl, 0,1 M Na,EDTA, 10 mM Tris,
1 % Triton X-100, pH 10) aufgebracht und 10 min auf Eis inkubiert. Anschlieend folgte eine
Inkubation in der mit Elektrophoresepuffer (0,3 M NaOH, 1 mM Na,EDTA) gefiillten Elektro-
phoresekammer (20 min, 4 °C). Die Elektrophorese lief dann bei 25 V, 300 mA fiir 15 min bei
4 °C. Nach zweimaligem Waschen fiir 10 min mit Neutralisationspuffer (0,4 M Tris) wurden die

Objekttrager mit DAPI gefirbt und analysiert.

Super Frost Objekttriger R. Langenbrinck, Teningen
LMT-Agarose: NuSieve® GTG® Agarose BMA, USA

Na,EDTA (Dinatrium-Ethylendiamin-Tetraacetat) Roth, Karlsruhe
Elektrophoresekammer: Sub-Cell® Model 96 Bio-Rad, Miinchen

Model 200/2.0 Power Supply Bio-Rad, Miinchen

3.7.3 Neutraler Comet-Assay

Der neutrale Comet-Assay wurde nach Wojewddzka et al. (2002) modifiziert: die Objekttriager
wurden mit 0,5 % LMT-Agarose iiberschichtet. Aus einer Zellsuspension von 2 x 10°
Zellen/ml PBS wurden 90 pl mit 400 ul 0,9 % LMT-Agarose gemischt. Daraus wurden 90 ul auf
den Objekttriager geschichtet und fiir 20 min zum Erstarren auf Eis gelegt. AnschlieBend wurden
die Objekttriger fiir 1,5 h (im Dunkeln, 4 °C) in mit Lysepuffer (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA,
10 mM Tris-HCI, 1 % N-Lauroylsarcosin Natriumsalz, pH 9,5) gefiillte Kiivetten gestellt. Nach-
dem 3 x5 min mit Elektrophoresepuffer 0,3 M Natriumacetat, 0,1 M Tris-HCI, pH 8,3) ge-
waschen wurde, wurden sie in diesem fiir 1 h bei 4 °C inkubiert. Die Elektrophorese lief bei
11 V und 20-30 mA fiir 1 h bei 4 °C. Im Anschluss wurde 3 x 5 min mit Neutralisationspuffer
(0,4 M Tris) gewaschen, mit DAPI geféarbt und analysiert.

Tris-HCl PUFFERAN® Roth, Karlsruhe
EDTA (Ethylendiamin-Tetraacetat) Sigma-Aldrich, Taufkirchen
N-Lauroylsarcosin Natriumsalz, 30 % wissrige Losung Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Natriumacetat Merck, Darmstadt
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3.7.4 Pulsfeld-Gelelektrophorese

Die Pulsfeld-Gelelektrophorese (PFGE) ist eine Methode, doppelstringige DNA-Stiicke der
GroBe nach aufzutrennen. Man kann die PFGE, wie sie hier nach Joshi & Grant (2005)
modifiziert wurde, auch als ,,Massen-* neutralen Comet-Assay bezeichnen, da hier nicht die aus-
getretene DNA einzelner Zellen betrachtet wurde, sondern blockweise die von 0,8 x 10° Zellen
zugleich. Bei der PFGE liegt ein Gel mit eingefiigten Zell-Agarose-Plugs in einer hexagonalen
Elektrophoresekammer, in welcher die Elektroden in Winkeln von 60° gegeneinander ange-
ordnet sind. Somit kann das elektrische Feld die Richtung in einem Bereich von 180° dndern.
Zusitzlich wird die Spannung gepulst angelegt, wodurch die DNA einem stindigen Wechsel
zwischen Ausrichtung und Relaxation in die sich dndernden Richtungen unterliegt. Durch diesen
Mechanismus erfolgt die Bewegung und Auftrennung durch das Gel. Hierfiir wurden
1x 10° Zellen in 35 ul  RPMI 1640-Medium (ohne Zusidtze) aufgenommen, mit 35 pl
1 % Agarose gemischt und von diesem Gemisch 60 pl entnommen und in GieBformlocher ge-
geben. Die so entstehenden Plugs erstarrten bei 4 °C in ca. 5 min. Die fertigen Plugs wurden in
1,5 ml Lysepuffer (10 mM Tris-HCI, 50 mM NaCl, 0,5M EDTA, 2 % N-Lauroylsarcosin
Natriumsalz, 0,1 mg/ml Proteinase K, pH 8) gebracht und bei 4 °C fiir 45 min inkubiert. An-
schlieBend wurde fiir 16-18 h im Thermomixer bei 50 °C leicht schiittelnd (300 rpm) weiter-
inkubiert. Der Lysepuffer wurde verworfen, zu den Plugs je 1,5 ml Waschpuffer (10 mM
Tris-HCI, 0,1 M EDTA, pH 8) zugegeben und fiir 1 h bei 37 °C weiter geschiittelt. Der Wasch-
puffer wurde abpipettiert, mit 1,5 ml Waschpuffer plus RNase A (0,1 mg/ml) ersetzt und fiir eine
weitere Stunde bei 37 °C schiittelnd inkubiert. Das Gel (0,8 % Agarose/0,5 x TBE) mit dem zu
den Plugs passenden Kamm wurde gegossen und erstarrte 1 h bei RT. Die Plugs wurden in die
Taschen des Gels gebracht und mit 1 % LMT-Agarose fixiert. Das so priparierte Gel wurde in
die mit 0,5 x TBE-Puffer gefiillte Elektrophoresekammer gelegt. Die Eletrophorese lief 23 h bei
4 °C, ansteigenden Puls-Intervallen von 60 s bis 120 s und 200 V. Das Gel wurde anschlieBend
40 min mit 0,5 pg/ml Ethidiumbromid in 0,5 x TBE-Puffer gefirbt, um unter UV-Licht die DNA
zu detektieren. Als Mal} der Anzahl der DSB diente die ,fraction of activity released’ (FAR), d.h.
der Anteil der aus den Plugs ausgetretenen DNA in der Lane bezogen auf den Gesamt-DNA-
Gehalt:

DNA-Gehalt Lane
FAR =

DNA-Gehalt Lane + DNA-Gehalt Plugs
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Thermomixer Comfort Eppendorf, Hamburg
Proteinase K AppliChem, Gatersleben
PFGE-System: CHEF -DR®II System Bio-Rad, Miinchen
Fiir 1 L 10 x TBE-Puffer (Tris/Borate/EDTA buffer)
108 g Tris Roth, Karlsruhe
55 g Borséure Sigma-Aldrich, Taufkirchen
40 ml 0,5 M EDTA, pH 8 Sigma-Aldrich, Taufkirchen

3.8 Protein-Analyse

3.8.1 Gesamtproteinextraktion aus himatopoetischen Zelllinien (Direktmethode)

Zur Extraktion nukledrer und cytoplasmatischer Proteine wurden 1-5x 10° Zellen zunichst
durch Zentrifugation (1000 g, 5 min, 4 °C) pelletiert und anschlieBend mit kaltem PBS ge-
waschen. Die gewonnenen Zellpellets wurden in fliissigem Stickstoff schockgefroren und an-
schlieBend bei -80 °C gelagert. Zur Protein-Extraktion wurden die noch gefrorenen Zellpellets in
100-500 ul 1 x Lammlipuffer (62,5 mM Tris-HCI, 5 % (v/v) Glycerol, 5 % (v/v) B-Mercapto-
ethanol, 2 % (w/v) SDS, 0,01 % Bromphenolblau, pH 6,8) aufgenommen und sofort fiir 5 min
bei 95 °C denaturiert. Die Suspension wurde mit Hilfe eines Ultraschallgerits homogenisiert und
fiir 20 min abzentrifugiert (8000 g, 4 °C) um den zellfreien proteinhaltigen Uberstand zu ge-
winnen. Fiir die Auftrennung per SDS-PAGE (sodium dodecylsulfate polyacrylamide gel
electrophoresis) wurden jeweils gleiche Volumina der Proben (30-50 ul) verwendet. Durch das
im Lammlipuffer enthaltene SDS und das Bromphenolblau ist eine Proteinbestimmung nach
Bradford bei dieser Methode nicht méglich, es wurden deshalb bei zu vergleichenden Proben die

gleichen Zellmengen verwendet.

Glycerol Sigma-Aldrich, Taufkirchen
B-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich, Taufkirchen
SDS (sodium dodecylsulfate) Serva, Heidelberg

Glycerol Roth, Karlsruhe
Bromphenolblau Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Ultraschall-Homogenisator Sonopuls HD200;
MS72 Mikrospitze aus Titan Bandelin Elektronik, Berlin
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3.8.2 Gesamtproteinextraktion aus priméiren mononukleiren Blutzellen (PBMC)

Da in den PBMC auch die Poly-(ADP-ribosyl)ierung (PAR) der Proteine detektiert wurde,
wurde die Proteinextraktion bei diesen Zellen unter dafiir geeigneten Bedingungen durchgefiihrt.
Da sich die hierfiir verwendete Methode fiir den Nachweis nicht-ribosylierter Proteine ebenso
gut eignete wie die Direktmethode, wurde sie hier fiir alle Protein-Analysen per SDS-PAGE ver-
wendet. Hierbei wurden 1-5 x 10° Zellen zweimal in kaltem PBS gewaschen. Dadurch wurde
gewihrleistet, dass das im Medium enthaltene FCS vollstindig entfernt wurde, da es den Nach-
weis der PAR stort. Die danach schockgefrorenen Pellets wurden in 100-500 ul eiskaltem Urea-
Lysepuffer (6 M Harnstoff, 2 % SDS, 62,5 mM Tris, 5 % B-Mercaptoethanol, 1 x Protease-
inhibitor-Cocktail, 0,01 % Bromphenolblau, pH 6,8) resuspendiert und sofort fiir 20 s mit Ultra-
schall homogenisiert (bei 4 °C). Nach 20 min Zentrifugation (8000 g, 4 °C) wurden die protein-
haltigen Uberstinde abgenommen, mit gleichen Volumina 2 x Lammli-Puffer gemischt und bei
65 °C fiir 15 min denaturiert. Da hier aus denselben Griinden wie in 3.8.1 keine Protein-
bestimmung nach Bradford durchgefiihrt werden konnte, wurden fiir zu vergleichende Proben

gleiche Zellmengen eingesetzt.

Harnstoff (Urea) Promega, USA
Proteaseinhibitor-Cocktail, ,,complete Roche, Mannheim

3.8.3 Proteingehaltsbestimmung nach Bradford

Die kolorimetrische Proteingehaltsbestimmung nach Bradford (Bradford, 1976) basiert auf der
Bindung des Triphenylmethanfarbstoffes ,,Coomassie-Brillant-Blau G-250“ (CBBG) an
kationischen und unpolare Seitenketten von Proteinen. Durch die Komplexbildung mit Proteinen
wird der sonst rote Farbstoff in seiner blauen, anionischen Form stabilisiert, wodurch sich das
Absorptionsmaximum auf 595 nm verschiebt (Compton & Jones, 1985). Diese Methode wurde
zur Bestimmung des Gesamtproteingehalts der Proben fiir die Immunprizipitation verwendet.
Hierfiir wurde 1 pl des zu untersuchenden Lysats mit einer 20 % Bradford Reagenz-Losung/H,O
versetzt und die Absorption bei 595 nm gemessen. Die Proteinkonzentration wurde anhand einer

zuvor gemessenen BSA-Standardreihe (Konzentrationsbereich von 0-24 ug/ul) berechnet.

Bradford Reagenz, Protein Assay BioRad, Miinchen
Spektralphotometer Novaspec 11 Biochrom, Berlin
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3.8.4 Immunprizipitation

Zur Feststellung der zur Hemmung der c-Abl-Kinaseaktivitit notwendigen Imatinib-
Konzentration wurden Immunprézipitationen durchgefiihrt. Dazu wurden 32 D- bzw.
BaF3-Zellen ohne oder mit unterschiedlichen Konzentrationen Imatinib vorinkubiert. 20 min
nach einer Bestrahlungsdosis von 30 Gy wurden Pellets a 20-25 x 10° Zellen gewonnen, in 1 ml
eiskaltem Lysepuffer (20 mM Tris, 150 mM NaCl, 1 % Triton X-100, 1 mM EDTA, 1 mM
EGTA, 2,5 mM Na-Pyrophosphat, 1 mM [-Glycerolphosphat, 1 x Proteaseinhibitor-Cocktail,
1 mM Na-Orthovanadat, pH 7,5) resuspendiert und fiir 5 min auf Eis inkubiert. Anschlieend
wurde mittels Ultraschall 20 s lang homogenisiert und fiir 20 min (8000 g, 4 °C) abzentrifugiert.
Vom Uberstand wurde ein Volumina entnommen, welches 1 mg Proteinmenge entsprach (be-
stimmt iiber Gesamtproteinbestimmung nach Bradford) und entsprechend mit Lysepuffer auf
200 pl aufgefiillt. Hierzu wurden 20 ul des Agarose-konjugierten monoklonalen Antikorpers
P-Tyr-100 gegeben und fiir 6 h bei 4 °C iiber Kopf schiittelnd inkubiert. Dann wurde 5 x mit je
500 ul Lysepuffer gewaschen (dazwischen fiir je 1 min, 4 °C, 8000 g). Zuletzt wurde das Pellet
in 50 pl 2 x Lammli-Puffer aufgenommen und fiir 5 min bei 95 °C die Proteine denaturiert. Nach
einer weiteren Zentrifugation (5 min, 8000 g) wurden 40 ul des Uberstandes auf ein SDS-Poly-

acrylamidgel aufgetragen und die Proteine aufgetrennt.

EGTA (ethylene glycol tetraacetic acid) Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Na-Pyrophosphat Sigma-Aldrich, Taufkirchen
B-Glycerolphosphat Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Na-Orthovanadat Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Phospho-Tyrosin monoklonaler Antikdrper [P-Tyr-100] Cell Signaling Technology, USA

3.8.5 Auftrennung der Proteine iiber SDS-PAGE

Die Proteine wurden mit Hilfe der SDS-PAGE nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt. Je
nach erforderlichem Molekulargewichtsbereich der aufzutrennenden Proteine wurden unter-
schiedliche Anteile von Acrylamid und N,N'-Methylen-bis-Acrylamid verwendet (sieche Tab. 7).
Aufgetragen wurden Probenvolumina von 30-50 ul, fiir jedes Gel wurde ein fiir den Bereich ge-
eigneter Molekulargewichts-Marker mit aufgetragen. Die Auftrennung der Proteine erfolgte in
einer mit Elektrophoresepuffer (25 mM Tris, 0,2M Glycin, 1 % SDS) gefiillten Vertikal-

Elektrophoresekammer bei einer konstanten Stromstéirke von 7 mA pro Gel fiir 15-20 h.
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Tabelle 7: Zusammensetzung der SDS-Polyacrylamidgele

4 %-Sammelgel 5 %-Trenngel 7,5 %-Trenngel 10 %-Trenngel
30 % Acrylamid/
1,35 ml 4,2 ml 6,25 ml 8,3 ml
Bis-Losung
H,0 6,1 ml 14,1 ml 12 ml 9,95 ml
1,5 M Tris pH 8,8 - 6,22 ml 6,22 ml 6,22 ml
0,5 M Tris pH 6,8 2,5 ml - - -
10 % SDS 100 pl 250 Wl 250 Wl 250 pl
TEMED 10 ul 25 ul 25 ul 25 ul
10 % APS 100 pl 250 Wl 250 Wl 250 pl
Ammoniumpersulfat (APS) Bio-Rad, Miinchen
TEMED Roth, Karlsruhe
30 % Acrylamid/Bis-Losung (37,5:1) Bio-Rad, Miinchen
Molekulargewicht-Marker (7-175 kDa) Cell Signaling, USA
Molekulargewicht-Marker ,,HiMarkTM“ (28-420 kDa) Invitrogen, USA
Vertikal-Elektrophoresekammer ,,Protean II xi Cell* Bio-Rad, Miinchen

3.8.6 Western-Blot-Analyse

Unter Verwendung einer Trans-Blot®Semi-Dry Transferkammer wurden die auf dem SDS-Gel
aufgetrennten Proteine elektrophoretisch auf eine Nitrocellulosemembran iibertragen. Hierzu
wurden eine Lage Membran und 6 Lagen Filterpapier auf dieselbe Grole zugeschnitten und mit
Transferpuffer (0,025 M Tris-HCI, 0,192 M Glycin, 20 % (v/v) Methanol, 1 % (w/v) SDS) ge-
trankt. Auf die Platin-Anode der Transferkammer wurden erst 3 Lagen Filterpapier, dann die
Membran, dann das Gel und abschlieBend wieder 3 Lagen Filterpapier luftblasenfrei aufge-
bracht. Der Transfer der Proteine erfolgte bei 15 V fiir 1,5 h. Um tiiberschiissiges Methanol zu
entfernen, wurde die Membran nach dem Transfer in 1 x TBST (TBS/0,1 % Tween®20) ge-
waschen. Anschlielend wurde die Membran 1h bei RT auf dem Schiittler in 5 % Mager-
milch/TBST (MM) oder 1 % Western Blocking Reagent/TBS (1 % WBR) (siehe Tab. 8) ge-

blockt. Die Inkubation des Primér-Antikorpers erfolgte entsprechend verdiinnt in 5 % Mager-
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milch/TBST (MM),

0,5 % ,,Western

Blocking Reagent“/TBS (0,5 % WBR)

oder

5%

BSA/TBST (BSA) (siehe Tab. 8) bei 4 °C iiber Nacht. Als Beladungskontrolle diente in dieser

Arbeit immer [3-Aktin.

Tabelle 8: Verwendete Primiir-Antikorper fiir die Western-Blot-Analyse

Antikorper Beschreibung Herkunft Blocking | Verdiinnung | verdiinnt in
c-Abl Maus, 1gG;, [8E9] BD Pharmingen 1 % WBR 1:1000 0,5 % WBR
. Cell Signaling .
Tyr245-c-Abl Kaninchen, IgG Technology, USA MM 1:1000 BSA
B-Aktin Maus, IgG, [AC-15] Sigma, Steinheim MM 1:5000 MM
Kaninchen IgG [D2E2] Cell Signaling .
ATM xp™ Technology, USA MM 1:1000 BSA
Serl1981-ATM | Maus, IgG,, [10.H11.E12] | CCll Signaling MM 1:1000 MM
- 181 ’ ’ Technology, USA ’
. Santa Cruz, .

ATR Ziege, IgG, [N-19] Heidelberg MM 1:200 MM
Cell Signaling )

Chk1 Maus, I1gG;, [2G1D5] Technology, USA MM 1:1000 MM
. Cell Signaling .

Ser345-Chk1 Kaninchen, IgG Technology, USA MM 1:1000 BSA
. Cell Signaling .

Chk2 Kaninchen, IgG Technology, USA MM 1:500 BSA

Thr387-Chk2 | Kaninchen, IgG Cell Signaling MM 1:1000 BSA
8 Technology, USA '

HA Maus, IgGo,, [F-7] Sanfa Cruz, MM 1:500 MM
aus, 1gb, 1 Heidelberg :

PARG Kaninchen, IgG Abcam, UK 1 % WBR 1:2000 0,5 % WBR

PARP-1 Kaninchen, 1gG Dovus Biologicals. MM 1:1000 MM

p53 Maus, IeG,, [Pab 240] Santa Cruz, MM 1:500 MM
e Heidelberg :
Santa Cruz, )

Ser15-p53 Maus, IgG,, [16G8] Heidelberg MM 1:1000 MM

Die Membran wurde im Anschluss 3 x 10 min in TBST gewaschen. Entsprechend dem Her-

kunftsorganismus des eingesetzten primiren Antikorpers (Maus, Kaninchen, etc.) wurde nun ein

entsprechender Peroxidase (POD)-konjugierter sekundédrer Antikorper (siehe Tab. 9) zugegeben.

Die Inkubation des sekundédren Antikorpers erfolgte bei 4 °C iiber Nacht in 5 % (w/v) Mager-
milchpulver/TBST.
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Tabelle 9: Verwendete Sekundér-Antikorper fiir die Western-Blot-Analyse
Antikorper Beschreibung Herkunft Verdiinnung
anti-Kaninchen-IgG-POD Ziege, IgG (H+L) Cell Signaling Technology, USA 1:2000
anti-Maus-IgG-POD Ziege, IgG (H+L) Cell Signaling Technology, USA 1:2000
anti-Ziege-IgG-POD Kaninchen, IgG (H+L) Dianova, Hamburg 1:5000

Danach wurde die Membran 4 x 10 min in TBST gewaschen. Die Detektion der an die Proteine

gebundenen Antikorper erfolgte iiber eine Chemilumineszenz-Reaktion, wofiir ,,SuperSignal®

West Dura Extended Duration Substrate nach Anleitung des Herstellers verwendet wurde. Die

Intensitidt des Fluoreszenzsignals wurde iiber Exposition der Membran gegen einen speziellen

Rontgenfilm und die nachfolgende Entwicklung des belichteten Films sichtbar gemacht. Mit

Hilfe der Software ,,Image J*, Version 1.41 wurden densitometrische Auswertungen durchgefiihrt.

Protan®Nitrocellulose Transfer Membran

Filterpapier ,,Gel-Blotting Papier*

Blottingkammer ,,Trans-Blot®Semi-Dry Transfer Cell”

PowerPac''Basic Power Supply

Magermilchpulver (skim milk powder)

,,Western Blocking Reagent*
Autoradiographie-Kassette

“Lumi-Film”, Chemiluminescent Detection Film

Luminol-Lsung: “SuperSignal® West Dura Extended Duration Substrate”

Image J* Version 1.41

Schleicher & Schuell, Dassel
Schleicher & Schuell, Dassel
Bio-Rad, Miinchen
Bio-Rad, Miinchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Roche, Mannheim

Amersham Biosciences, Freiburg

Roche, Mannheim

Pierce Biotechnology, USA

W. Rasband, NIH, USA

Um bei Bedarf die Membran wieder von primiren und sekundidren Antikérpern zu befreien,

damit sie anschlieBend mit anderen Antikdrpern inkubiert werden kann, wurde diese fiir 20 min

in einer SDS/B-Mercaptoethanol-Strippinglésung (62,5 mM Tris-HCI, 2 % (w/v) SDS, 100 mM

B-Mercaptoethanol; pH 6,7) bei 52 °C leicht geschiittelt. So konnte die Membran fiir die

Detektion weiterer Proteine herangezogen werden.
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3.9 Immunfluoreszenz

Die intrazelluldre Lokalisation von Proteinen wurde in der vorliegenden Arbeit mittels Immun-
fluoreszenz (IF) bestimmt. Nach der Fixierung und Anfiarbung der Zellen wurden diese auf
Objekttrigern mit Mounting Medium aufgebracht, mit einem Deckglas versehen und mittels

konfokalem Lasermikroskop detektiert.

Konfokales Lasermikroskop DM IRBE Leica Microsystems, Wetzlar

Laser:
Argon 488 nm, 514 nm
Helium-Neon 633 nm

Confocal Software Version Leica Microsystems, Wetzlar
Immersionsol Leica Microsystems, Wetzlar
Objekttriger SuperFrost® Plus Menzel-Gliser, Braunschweig
Deckgldschen 24 x 60 mm Langenbrinck, Teningen
Mounting Medium w/o DAPI ,,Vectashield H-1000” Vector, USA

3.9.1 Lokalisation von y-H2AX

Die Fixierung und Firbung der entsprechend behandelten Zellen wurde wie fiir die FACS-
Analyse in 3.5.5 durchgefiihrt. AnschlieBend wurde 3 x mit PBST gewaschen und die Zellen
wurden mit Mounting Medium w/o DAPI eingedeckt.

3.9.2 Lokalisation poly-(ADP-ribosyl)ierter Proteine

Die Fixierung der Zellen und die Fiarbung poly-(ADP-ribosyl)ierter Proteine erfolgte wie in 3.5.6
fiir die FACS-Analyse beschrieben. Die Zellen wurden im Anschluss 3 x mit PBST gewaschen
und als Kernfdarbung 10 min bei RT mit TO-PRO®-3 (1:1000 in PBST) inkubiert. Die Zellen

wurden dann mit Mounting Medium w/o DAPI eingedeckt.

TO-PRO®-3 Jodid (642/661), 1 mM/DMSO Invitrogen, USA
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3.10 Statistische Auswertungen

Fiir die statistischen Auswertungen wurde das Programm GraphPad Prism Version 4.03 ver-
wendet. Die Daten wurden durch Angabe des Mittelwertes + SEM (Standardfehler des Mittel-
wertes; standard error of the mean) dargestellt. Unterschiede in gepaarten Proben (v.a. mit
Imatinib vs. ohne Imatinib) wurden unter Verwendung des zweiseitigen gepaarten Student’s
t-Tests analysiert. Die Signifikanz der Unterschiede der Comet Assay-Mittelwerte wurde mittels
des ungepaarten Student’s 7-Tests bestimmt. Eine statistische Signifikanz wurde fiir einen p-Wert
kleiner als 0,05 angenommen: * steht fiir einen p-Wert < 0,05, ** fiir einen p-Wert < 0,01 und

*#** fiir einen p-Wert < 0,001.



ERGEBNISSE 59

4 ERGEBNISSE

Mit der Entwicklung von Imatinib Ende der 90er Jahre wurde ein Wirkstoff konzipiert, welcher
spezifisch die Kinaseaktivitdt von Ber-Abl hemmt, eines Onkoproteins, verantwortlich fiir die
Pathogenese der CML. Zusitzlich zu Ber-Abl hemmt Imatinib auch PDGFR, c-Kit und c-Abl.
Zwar reagiert der GroBteil der Patienten dauerhaft positiv auf eine Imatinib-Therapie, jedoch
treten Bcr-Abl-positive Klone hdufig nach Absetzen der Therapie wieder auf, was eine ununter-
brochene, vermutlich lebenslange Imatinib-Einahme der Patienten erforderlich macht. Folglich
ist es zwingend notwendig, den Effekt von Imatinib auf normale, Bcr-Abl-negative Zellen zu
verstehen. Der Fokus dieser Arbeit liegt auf der Untersuchung moglicher funktioneller und
molekularer Konsequenzen der Inhibition des physiologischen c-Abl durch Imatinib in Bcr-Abl-
negativen Zellen. Die streng regulierte Tyrosin-Kinase c-Abl ist in verschiedene Stress-in-
duzierte Signalwege involviert und interagiert mit verschiedenen Proteinen, welche an der DNA-
Schadens-Erkennung und -Reparatur beteiligt sind. Des Weiteren wird die Aktivitidt von c-Abl
durch genotoxische Substanzen oder y-Strahlung hochreguliert. Somit liegt es nahe, dass c-Abl
eine wichtige Rolle in der Erhaltung der genetischen Stabilitdit nach DNA-Schéadigung spielt.
Daher wurde in der vorliegenden Arbeit der Einfluss einer Langzeit-Hemmung von c-Abl auf die
genetische Stabilitit sowie auf die Reparatur und wichtige Regulatoren der DNA-Schadens-

prozessierung Ber-Abl-negativer Zellen untersucht.

4.1 Etablierung und Charakterisierung der Zelllinienmodelle zur

Untersuchung des Einflusses der c-Abl-Aktivitit

Um die Fragestellung beantworten zu konnen, wurden zundchst geeignete Zelllinien-Modelle
etabliert und charakterisiert. Zur Untersuchung Imatinib-abhingiger Effekte wurde die murine
himatopoetische Vorlduferzelllinie 32D mit abl-wt und der Imatinib-resistenten Mutante
abl-T3151 transfiziert. Um zu verifizieren, dass diese Effekte tatsidchlich auf die Hemmung der
Kinase-Aktivitit von c-Abl zuriickzufiihren sind, wurden c-Abl”-MEF-Zellen mit abl-wt bzw.

mit der Kinase-defizienten Variante abl-KD retransfiziert.
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4.1.1 Charakterisierung der 32D Abl-wt- und 32D Abl-T315I-Zelllinien

Um die Imatinib-resistente c-Abl-Mutation Abl-T315I zu erzeugen, wurde in Kooperation mit
Dr. C. Miething (TU Miinchen) iiber eine gezielte Mutagenese des abl-wt-tragenden Plasmids an
Position 257 die Base Cytosin gegen Thymin ausgetauscht, was wiederum in einem Austausch
der Aminosdure Threonin gegen Isoleucin an Position 315 der Kinase-Domine von c-Abl
resultierte. Dadurch wird die Konformation der Kinase-Domaine derart veriandert, dass Imatinib
nicht mehr binden kann (Schindler et al., 2000). Nachdem die 32D-Zelllinie mit abl-wt bzw. mit
abl-T3151 (beide mit einer HA-Markierung versehen) stabil transfiziert wurden, wurden die
Zellen unter selektiven Bedingungen subkloniert, einzelne Klone isoliert und weiterkultiviert.
Diese Klone wurden nun mittels Western-Blot-Analyse auf ihren HA-Expressionsstatus getestet.
Die Klone, welche die hochste HA-Expression und somit die hochste Expression der jeweiligen

exogenen c-Abl-Variante aufweisen konnten, wurden zur Weiterkultur ausgewihlt und fiir die

Versuche verwendet (Abb. 6).

32D Abl-

- N » <

c Cc Cc C

O O O O ~ &N o <
X X ¥ X ¢ ¢ ¢ c
bbb I 2L
PR RE s g%

145kDa - s« -a'- HA

Abbildung 6: Auswahl monoklonaler transfizierter 32D Abl-wt und 32D Abl-T315I-Zelllinien. Die Abl-
Varianten, mit denen die 32D-Zellen transfiziert wurden, enthalten eine HA-Markierung. Uber die Detektion dieser
Markierung wurde die Expression der jeweiligen exogenen transfizierten c-abl-Varianten bestimmt. Die HA-
Markierung wurde in der Western-Blot-Analyse von einem spezifischen Antikérper erkannt (auf der Laufhéhe von
c-Abl, 145 kDa). Zur Vergleichbarkeit wurden jeweils gleiche Zellzahlen der zuvor subklonierten monoklonalen

Zellen zur Proteinextraktion eingesetzt. Die Pfeile zeigen die zur Weiterkultivierung ausgewihlten Klone an.

Des Weiteren konnte nach Sequenzierung der cDNA durch die Firma GENterprise GmbH

gezeigt werden, dass sowohl die Mutagenese als auch die Transfektion erfolgreich waren (siehe
Abb. 7).
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Abbildung 7: Nachweis des c-Abl-Status der transfizierten Zelllinien 32D Abl-wt und 32D Abl-T315I. Der
Ausschnitt des Chromatogramms zeigt den Austausch der Base Cytosin (Abl-wt) gegen Thymin (Abl-T3151).

4.1.2 Bestimmung des c-Abl-Status in den MEF-Zelllinien

Murine embryonale c-Abl™-Fibroblasten (MEF Abl-/-) (Dr.J.Y. Wang, USA) wurden stabil mit
Abl-wt bzw. mit einer Kinase-defekten Variante von c-Abl (Abl-KD) transfiziert. Durch Uber-
priifung des c-Abl-Status konnte der Erfolg der Transfektion gezeigt werden (siehe Abb. §8). Im
Gegensatz zur Linie MEF Abl”" wird von den Zellen der Linie MEF Abl-wt und MEF Abl-KD

c-Abl exprimiert.

wt KD -/- c-Abl-Status

e - c-Abl

Abbildung 8: Nachweis des c-Abl-Status der transfizierten Zelllinien MEF Abl”", MEF Abl-wt und MEF Abl-
KD. Aus der jeweils gleichen Anzahl von Zellen der Linien MEF Abl™” (-/-), MEF Abl-wt (wt) und MEF Abl-KD
(KD) wurden die durch Gesamtproteinextraktion gewonnenen Lysate mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Die c-Abl-

Expression wurde mittels Western-Blot-Analyse tiberpriift.
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4.2 Inhibition der c-Abl-Aktivitit durch Imatinib

Um den Konzentrationsbereich von Imatinib zu ermitteln, bei dem ohne unspezifische toxische
Effekte Ber-Abl komplett gehemmt wird, wurde die Viabilitdt verschiedener Zelllinien in Ab-
hiingigkeit ansteigender Imatinib-Dosen festgestellt. Hierfiir wurden die Ber-Abl-negativen Zell-
linien 32D und BaF3 und die Bcr-Abl-positiven Zelllinien 32Dp210 und BaF3pl185 mit
steigenden Konzentrationen Imatinib (0-30 uM) behandelt und mittels des MTT-Assays das
Wachstum bzw. Uberleben der Zellen gemessen. Wie Abb. 9 zeigt, hemmt in den als Referenz
dienenden Bcr-Abl-positiven Zellen bereits eine Dosis von 0,3 uM Imatinib die Viabilitit der
Zellen, ab 3 uM ist die Uberlebensfihigkeit komplett gehemmt. Dies gilt fiir die Bcr-Abl-
negativen Zellen erst ab einer Dosis von 30 uM Imatinib. Daher wurde als ideale Dosis 3 uM
Imatinib gewihlt, da sie ausreicht, um die Bcr-Abl-iiberexprimierenden Zellen vollstindig zu

hemmen, gleichzeitig aber die Viabilitit von Ber-Abl-negativen Zellen nicht beeinflusst.
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Abbildung 9: Einfluss von Imatinib auf die Viabilitiit Ber-Abl-positiver und -negativer Zellen. Bcr-Abl-
negative 32D- und BaF3-Zellen und Bcr-Abl-positive 32Dp210- und BaF3p185-Zellen wurden mit ansteigenden
Konzentrationen Imatinib (0-30 uM) behandelt. Die Viabilitit der Zellen wurde mittels MTT-Assay bestimmt und
photometrisch bei einer optischen Dichte von 570 nm (ODs;o) gemessen. Es handelt sich jeweils um die Mittelwerte

(£ SEM) von drei direkten Messungen (d.h. ohne auf die Mediumkontrolle zu korrigieren).
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Um zu verifizieren, dass diese Konzentration ausreicht, um die Kinase-Aktivitit von c-Abl in
den verwendeten Zellsystemen effektiv zu hemmen, wurden die Zelllinien 32D und BaF3 mit
unterschiedlichen Imatinib-Konzentrationen (0-3 uM) inkubiert und anschlieend mit 30 Gy be-
strahlt. Durch die anschlieBende Immunprizipitation konnte gezeigt werden, dass eine Konzen-
tration von 3 uM fiir beide Zelllinien ausreichend ist, um die Tyrosinkinase-Aktivitdt von c-Abl
vollstindig zu hemmen (siehe Abb. 10A). Zum Nachweis, dass diese Konzentration auch zur
Inhibition von c-Abl in primidren humanen PBMC ausreichend ist, wurde ein c-Abl-Antikorper
verwendet, der spezifisch gegen die Tyr245-Phosphorylierungsstelle gerichtet ist, welche eine
Autophosphorylierung des aktiven c-Abl reprisentiert. Auch hier konnte die Aktivierung von
c-Abl durch Bestrahlung und die Inhibierung dieser Aktivitit durch 3 uM Imatinib nach-
gewiesen werden (siehe Abb. 10B).

BaF3 32D
-+ o+ o+ 4+ -+ o+ o+ o+ 30 Gy
- - 05 1 3 - - 05 1 3 MM Imatinib
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Abbildung 10: Feststellung der inhibitorisch wirksamen Imatinib-Konzentration. (A) 32D- und BaF3-Zellen

wurden mit 0 — 3 pM Imatinib vorinkubiert, mit 30 Gy bestrahlt, 20 min spéter pelletiert, lysiert und mittels des
Agarose-konjugierten Antikorpers P-Tyr-100, welcher gegen an Tyrosin-Resten phosphorylierte Proteine gerichtet
ist, immunprézipitiert. Die Prizipitate wurden tiber SDS-PAGE aufgetrennt und c-Abl durch eine Western-Blot-
Analyse detektiert. Zur Kontrolle wurde die c-Abl-Expression in Lysaten ohne IP untersucht. (B) PBMC wurden
mit 3 uM Imatinib vorinkubiert, mit 5 Gy bestrahlt, nach 5 min pelletiert und die extrahierten Proteine iiber eine
SDS-PAGE aufgetrennt. c-Abl und die Autophosphorylierung von c-Abl wurden in einer Western-Blot-Analyse

nachgewiesen. Als Beladungskontrolle des Polyacrylamidgels diente 3-Aktin.
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4.3 Imatinib-beeinflusste = Mutationsfrequenz  Bcr-Abl-negativer und

-positiver Zellen

Um den Einfluss von Imatinib auf die genetische Stabilitit festzustellen, wurde mittels des hprt-
Assays die Mutationsfrequenz Bcr-Abl-positiver und -negativer Zellen untersucht, welche mit
und ohne Imatinib inkubiert wurden. Wie bereits von unserer und anderen Arbeitsgruppen
gezeigt werden konnte, ist die Mutationsfrequenz in durch y-Strahlung gestressten PBMC von
CML-Patienten, d.h. in Ber-Abl-positiven Zellen, verglichen mit Bcer-Abl-negativen Zellen,
deutlich erhoht (Canitrot et al., 1999; Salloukh & Laneuville, 2000; van der Kuip et al., 2004).
Dieser Effekt ist durch die Zugabe von Imatinib reversibel, jedoch senkt sich die Mutations-
frequenz dabei nicht bis auf das Level unbehandelter Ber-Abl-negativer Zellen. Daher scheint
nicht nur die Hemmung der Bcr-Abl-Aktivitit durch Imatinib verantwortlich fiir die veridnderte
Mutationsfrequenz zu sein. Bcr-Abl-positive Zellen exprimieren neben Bcr-Abl immer auch
c-Abl. Es stellte sich nun die Frage, inwieweit Imatinib die genetische Stabilitit Bcr-Abl-

negativer Zellen beeinflusst, welche nur c-Abl exprimieren.

Wie in Abb. 11 zu sehen, bewirkt Imatinib in Bcr-Abl-negativen Zellen eine Erhohung der
Mutationsfrequenz, also gegensitzlich dem Effekt, den Imatinib auf Ber-Abl-positive Zellen hat.
Hier wird auch deutlich, dass das Mutationslevel Bcr-Abl-positiver Zellen unter Imatinib-
Zugabe dem Level Bcr-Abl-negativer, Imatinib-behandelter Zellen entspricht. D.h. die Inhibition
von Bcr-Abl reduziert die Mutationsfrequenz, wihrend die Inhibition von c-Abl diese erhoht.
Des Weiteren wurde die Mutationsfrequenz in Zellen untersucht, welche mit einer Imatinib-
resistenten Bcr-Abl-Mutante transfiziert wurden (Bcer-Abl-positiv-T3151). Diese Zellen, die
neben Imatinib-resistentem Bcr-Abl auch Imatinib-sensitives c-Abl exprimieren, zeigen in An-
wesenheit von Imatinib eine signifikant erhohte Mutationsfrequenz, welche auf die Hemmung
der Imatinib-sensitiven c-Abl-Kinase zuriickzufiihren ist. Zusammenfassend konnte hier gezeigt
werden, dass die pharmakologische Hemmung der Bcr-Abl-Kinase zu einer Erhohung der
genetischen Stabilitdt fiihrt, wiahrend die Hemmung der c-Abl-Kinaseaktivitdt diese vermindert

(Abb. 11).
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Abbildung 11: Die pharmakologische Hemmung der c-Abl-Kinaseaktivitit beeinflusst die genetische
Stabilitiit Ber-Abl-positiver und -negativer Zellen. Die Zelllinien 32D (Bcr-Abl-negativ), 32Dp210 (Bcr-Abl-
positiv) und 32Dp210-T315 (Ber-Abl-positiv-T3151) wurden mit und ohne 3 uM Imatinib fiir 10 Tage kultiviert und
wihrend dieses Zeitraumes dreimal mit 2 Gy bestrahlt. Nach der anschlieBenden Selektion durch 6-Thioguanin

wurde die Mutationsfrequenz bestimmt. Pro Experiment wurden je Ansatz 12 wells ausgewertet. Die Werte

reflektieren die Mittelwerte von je 6 Experimente + SEM.

Um zu verifizieren, dass die genetische Stabilitdt von der Aktivitdt der c-Abl-Kinase abhédngig
ist, wurde der hprt-Assay mit Zellen durchgefiihrt, die Kinase-defizientes c-Abl (MEF Abl-KD)
exprimieren. Wie in Abb. 12 gezeigt, ist die Mutationsfrequenz in Zellen, denen die c-Abl-

Kinaseaktivitdt fehlt, verglichen mit den Wildtyp-c-Abl-Zellen (MEF Abl-wt), signifikant
erhoht.
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Abbildung 12: Die genetische Stabilitit Ber-Abl-negativer Zellen ist abhéingig von der Kinase-AKktivitiit von
c-Abl. Die Zelllinie MEF Abl-wt und die zugehorige c-Abl-Kinase-defiziente Linie MEF Abl-KD wurden fiir
10 Tage kultiviert und wihrend dieses Zeitraumes dreimal mit 2 Gy bestrahlt. Nach der anschliefenden Selektion
durch 6-Thioguanin wurde die Mutationsfrequenz bestimmt. Pro Experiment wurden je Ansatz 12 wells ausge-

wertet. Die Werte reflektieren die Mittelwerte von je 6 Experimenten + SEM.
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4.4 Einfluss von Imatinib auf die Proliferation und den Zelltod Bcr-Abl-

negativer Zellen

Eine erhohte Mutationsrate in Zellen kann unterschiedliche Ursachen haben. So kénnen gestorte
DNA-Reparaturmechanismen, Verdanderungen der Proliferation, d.h. eine erhohte Teilungsrate,
Zellzyklusdnderungen oder verzogerter Zelltod dazu fithren, dass geschadigte DNA der Zellen
nicht, bzw. inkorrekt repariert werden und die Schidden somit an die Tochterzellen weiterge-
geben werden. Daher wurden die Teilungsrate und die Cloning Efficiency (CE) in Ber-Abl-
negativen Zellen untersucht. Wahrend die Teilungsrate angibt, wie oft sich eine Zellpopulation
in einem bestimmten Zeitraum verdoppelt, ist die CE ein Mal fiir den Anteil einer Zell-
population, der {iiberhaupt teilungsfihig ist. Die Teilungsrate Imatinib-behandelter und -
unbehandelter 32D- und BaF3-Zellen wurde iiber einen Zeitraum von 10 Tagen bestimmit.
Wihrend dieses Zeitraumes wurden die Zellen dreimal mit 2 Gy bestrahlt. Wie Abb. 13 zeigt,
hat Imatinib keinen Einfluss auf die Anzahl der Zellteilungen. Zur Feststellung der CE wurde
mit denselben Zellen und zusitzlich mit MEF Abl-wt- und MEF Abl-KD-Zellen ein CE-Assay
durchgefiihrt. Auch hier zeigt Imatinib in den 32D- und BaF3-Zellen keinen Einfluss. Auch die
c-Abl-Kinase-Defizienz der MEF Abl-KD-Zellen beeinflusst die CE nicht.
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Abbildung 13: Imatinib zeigt keinen Einfluss auf Teilungsrate und Cloning Efficiency (CE) Ber-Abl-negativer
Zellen. Zellen der Linien 32D, BaF3, MEF Abl-wt und MEF Abl-KD wurden iiber 10 Tage hinweg in An- oder Ab-
wesenheit von 3 uM Imatinib kultiviert und wihrenddessen dreimal mit 2 Gy bestrahlt. Zur Bestimmung der Zell-
teilungsrate der 32D- und BaF3-Zellen wurde alle 48 h die Zellzahl bestimmt und die Anzahl der Teilungen be-
rechnet. Die Zellen wurden dann in semisolidem Medium mit einer Dichte von 200 Zellen pro well ausplattiert und
fiir weitere 7 Tage inkubiert. Dann wurden Kolonien (> 50 Zellen) zur Bestimmung der CE gezihlt. Die Werte
zeigen die Mittelwerte + SEM von jeweils 5 (BaF3) bzw. 6 (32D, MEF Abl-wt und MEF Abl-KD) unabhéngigen

Experimenten.
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Um den Einfluss von Imatinib auf den Zelltod zu untersuchen, wurden die Bcr-Abl-negativen
Zellen mit verschiedenen Dosen bestrahlt und der Anteil Annexin V-positiver, also toter Zellen,
zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach Bestrahlung gemessen. Abb. 14 zeigt exemplarisch fiir
BaF3-Zellen, dass der Anteil Annexin V-positiver Zellen, 24 h nach Bestrahlung, abhéngig von
der Bestrahlungsdosis deutlich ansteigt, jedoch unabhéngig ist von einer Imatinib-Behandlung

der Zellen.
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Abbildung 14: Zelltod wird in Abhéngigkeit von der Bestrahlungsdosis induziert, jedoch unabhingig von
Imatinib. Zellen der Linie BaF3 wurden fiir 48 h mit und ohne 3 pM Imatinib vorinkubiert, mit 0-30 Gy bestrahlt
und der Anteil der Annexin V-positiven Zellen nach 24 h durchflusszytometrisch bestimmt. Die Abbildungen zeigen

Einzelmessungen, welche reprisentativ fiir Triplikate stehen.

Fiir Abb.15 wurden die Ergebnisse mehrerer unabhédngiger Experimente mit 32D- und BaF3-
Zellen gepoolt. Auch hier zeigt sich die Induktion von Zelltod in Abhingigkeit von der Dosis der
Bestrahlung. So sind nach einer Dosis von 30 Gy 24 h spiter ca. ein Viertel der Zellen, nach
zwel Tagen iiber die Hilfte und nach drei Tagen fast alle Zellen Annexin V-positiv. Im Gegen-
satz dazu fithren 3 Gy nicht zum Zelltod der kompletten Population. Hier erfolgt eine Induktion
Annexin V-positiver Zellen bis 48 h nach Bestrahlung, die 72 h spiter jedoch wieder zuriickgeht.
Imatinib zeigt in beiden Zelllinien keinen Einfluss auf die Induktion des Zelltods bzw. den

Anteil Annexin V-positiver Zellen einer Zellpopulation nach DNA-Stress.
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Abbildung 15: Imatinib zeigt keinen Einfluss auf den Zelltod Ber-Abl-negativer Zellen. Zellen der Linien 32D
und BaF3 wurden fiir 48 h mit und ohne 3 pM Imatinib kultiviert, mit 0-30 Gy bestrahlt und der Anteil der
Annexin V-positiven Zellen zu den angezeigten Zeitpunkten durchflusszytometrisch bestimmt. Die Werte stehen fiir
drei (32D:48 h, 32D:72h, BaF3:24h), vier (32D: 14h, BaF3: 14 h) bzw. acht (32D:24 h) unabhingige
Experimente + SEM.

Zur Feststellung, wie viele Zellen einer festgelegten Population sich zu einem bestimmten Zeit-
punkt in welchem Stadium des Zellzyklus befinden, wurden 32D- und BaF3-Zellen mit und ohne
Imatinib kultiviert und 24 h nach unterschiedlichen Bestrahlungsdosen mit Propidiumjodid ge-
farbt, um den DNA-Gehalt zu bestimmen. Parallel wurde von den Zellen fiir 30 min in-
korporiertes BrdU im Durchflusszytometer detektiert. Wie in Abb. 16 exemplarisch fiir BaF3-
Zellen gezeigt, befinden sich BrdU-positive Zellen in der S-Phase. In der G;-Phase weisen die
Zellen einen DNA-Gehalt von 2n auf, in der G,-Phase einen von 4n. Ein DNA-Gehalt unter 2n
(subG)) zeigt degradierte bzw. tote Zellen. Wihrend in den unbestrahlten Zellen die charakter-

istische Verteilung einer Zellpopulation in den verschiedenen Stadien des Zellzyklus zu sehen



ERGEBNISSE 69

ist, wird 24 h nach einer Dosis von 3 Gy eine leichte Verschiebung Richtung G; und ein héherer
Anteil an subG-Zellen ersichtlich. 24 h nach Bestrahlung mit 10 Gy befinden sich deutlich
weniger Zellen in der S-Phase, der Anteil an subG;-Zellen und Zellen, die aus G; und G; heraus
degradieren, ist stark erhoht. Wurde mit 30 Gy bestrahlt, befinden sich die Zellen ausschlieSlich
entweder im G;-Arrest oder sind degradiert bzw. tot. Imatinib zeigt keine Beeinflussung auf die

Verteilung der Zellen im Zellzyklus.
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Abbildung 16: Imatinib zeigt keinen Einfluss auf die Zellzyklusverteilung in BaF3-Zellen. BaF3-Zellen wurden
fiir 48 h mit 3 pM Imatinib vorinkubiert, dann mit 0-30 Gy bestrahlt und 24 h spiter wurde fiir 30 min BrdU zuge-
geben. Anschliefend wurde die DNA mit Propidiumjodid markiert und die Zellen mittels Durchflusszytometer

analysiert. Die einzelnen Dot-Plots und Histogramme stehen exemplarisch fiir drei unabhéngige Experimente.
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Die Zellzyklus-Analyse wurde fiir die beiden Zelllinien 32D und BaF3 jeweils drei Mal durch-
gefiihrt. Die Anteile der Zellpopulation, die sich jeweils in der G;-, G,- bzw. S-Phase befanden
wurden bestimmt und in Abb. 17 gepoolt. Zellen in subG; wurden nicht ausgewertet, da hier
nicht nur tote Zellen, sondern auch Zellbruchstiicke angezeigt werden, und somit nur eine unzu-
reichende Aussage iiber den Anteil toter Zellen geliefert wird. Zur Bestimmung des Zelltod-An-
teils ist die vorab beschriebene und durchgefiihrte Annexin V-Analyse weitaus geeigneter. Beide
Zelllinien zeigen im Vergleich zu den unbestrahlten Zellen einen erhohten Anteil in der
Gi-Phase nachdem mit 3 Gy bestrahlt wurde. Dieser Anteil nimmt jedoch mit steigender
Strahlendosis ab. Abhingig von der Bestrahlungsdosis steigt der Anteil der Zellen, die in
Gy-Arrest gehen, wihrend der Anteil der Zellen, die sich in der S-Phase befinden, abnimmt.
Auch hier wird deutlich, dass die Zellzyklusverteilung einer Bcr-Abl-negativen Zellpopulation

nicht von Imatinib abhingig ist.
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Abbildung 17: Imatinib zeigt keinen Einfluss auf die Zellzyklusverteilung Bcer-Abl-negativer Zellen. 32D- und
BaF3-Zellen wurden fiir 48 h mit 3 uM Imatinib vorinkubiert, mit 0-30 Gy bestrahlt und 24 h spiter fiir 30 min mit
BrdU gepulst. Die DNA wurde mit Propidiumjodid markiert und die Zellen durchflusszytometrisch analysiert. Die

Werte spiegeln die Mittelwerte von unabhéngigen Triplikaten + SEM wieder.
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4.5 Funktionelle Auswirkungen von Imatinib auf die DNA-Schadens-

Reparatur Ber-Abl-negativer Zellen

Da ein Einfluss der gechemmten Kinaseaktivitidt von c-Abl durch Imatinib auf die zeitliche Be-
grenzung der DNA-Reparatur, also auf Proliferation und Zelltod, ausgeschlossen werden konnte,
wurden im Folgenden die direkte Wirkung von Imatinib bzw. der Hemmung der c-Abl-Kinase-
aktivitdt auf die DNA-Reparatur untersucht. Hierfiir wurde in unterschiedlichen Zellsystemen
mit unterschiedlichen Dosen 7y-Strahlung DNA-Strangbriiche induziert. Die Abhéngigkeit der
DNA-Reparatur von der Aktivitit der c-Abl-Kinase wurde in alkalischen und neutralen Comet-

Assays gezeigt.

4.5.1 Imatinib fiihrt zu einer Verzogerung der Reparatur der durch y-Strahlung

induzierten DNA-Strangbriiche

Die murinen Zelllinien 32D und BaF3 und hidmatopoetische humane Zellen (PBMC) gesunder
Probanden wurden mit und ohne Imatinib fiir 48 h kultiviert, anschlieBend mit 30 Gy (high dose)
bestrahlt und die Kinetik der DNA-Strangbruchreparatur unter Verwendung des alkalischen
Comet-Assays analysiert. Zwar zeigt Imatinib keinen Einfluss auf die Induktion von Strang-
briichen (siehe Abb. 18A/B, 0 min-Zeitpunkte) oder auf konstitutive DNA-Strangbriiche vor der
Bestrahlung (hier nicht gezeigt), jedoch bewirkt die Vorbehandlung mit Imatinib sowohl in den
Zelllinien als auch in den priméren Zellen eine signifikante Verzogerung der DNA-Strangbruch-

reparatur (Abb. 18A).

Gleichzeitig wird hier die unterschiedliche Sensitivitdt der verschiedenen Zellen gegeniiber
v-Strahlung deutlich: wihrend direkt nach Bestrahlung (Zeitpunkt O min) die DNA der PBMC
praktisch komplett fragmentiert ist, tritt bei den deutlich unempfindlicheren Zelllinien nur etwas
weniger (BaF3) bzw. mehr (32D) als 50 % der DNA aus dem Kern aus. Dies ist auch deutlich an
den lidngeren Schweifen, d.h. an der vermehrt aus dem Kern ausgetretenen DNA in Abb. 18B

(Zeitpunkt O min) zu erkennen.

Auch die Geschwindigkeit und Vollstindigkeit der Strangbruch-Reparatur unterscheiden sich
insofern, dass die Zellen der Linien BaF3 und 32D unbehandelt nach zwei Stunden fast alle
Strangbriiche repariert haben, wihrend dies in den PBMC erst fiir knapp drei Viertel der Strang-
briiche der Fall ist (Abb. 18A/B, Zeitpunkt 120 min), ein Level, welches auch nach vier Stunden

nicht weiter gesenkt wird. Eine Stunde nach Bestrahlung sind die DNA-Strangbriiche in den
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beiden Zelllinien unbehandelt fast zu drei Vierteln repariert, Imatinib-behandelt ca. zur Hilfte. In
den PBMC sind zu diesem Zeitpunkt ohne Imatinib-Behandlung erst die Hilfte, mit Imatinib-

Behandlung nur ein Viertel der Strangbriiche repariert.
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Abbildung 18: Imatinib fiihrt zu einer Verzogerung der DNA-Strangbruchreparatur in mit 30 Gy (high dose)
bestrahlten Zellen. 32D-, BaF3-Zellen und PBMC wurden fiir 48 h mit und ohne 3 pM Imatinib kultiviert, mit
30 Gy bestrahlt (auBer der unbestrahlten Kontrolle [ub]) und zu unterschiedlichen Zeitpunkten geerntet. (A) Nach
Durchfithrung des alkalischen Comet-Assays wurden die Zellen ausgewertet und der Anteil der DNA in den
Schweifen als MaB} fiir DNA-Strangbriiche bestimmt. Pro Ansatz wurden mindestens 50 Zellen ausgewertet. Die
Werte stehen fiir die Mittelwerte + SEM von drei unabhingigen gepoolten Experimenten (** p-Wert < 0,01,
*** p-Wert < 0,001, ungepaarter Student’s #-Test). (B) Exemplarische Abbildungen der verschiedenen Zelllinien,
jeweils unbestrahlt (ub), 0 min und 120 min nach Bestrahlung. Die fluoreszenzmikroskopischen Bilder wurden mit

der CometScore™ Freeware in Falschfarben zur Verdeutlichung der Fluoreszenzintensitiit dargestellt.

Um festzustellen, ob diese Effekte nur bei extremer DNA-Schiddigung durch high dose
v-Strahlung auftreten, wurden die Comet-Assays unter gleichen Bedingungen durchgefiihrt,

jedoch die Zellen mit einer Bestrahlungsdosis von nur 3 bzw. 5 Gy (low dose) gestresst. Wie
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Abb. 19A zeigt, konnte auch hier eine signifikante Verzogerung der Strangbruchreparatur unter
Einfluss von Imatinib nachgewiesen werden. Wie bei der Bestrahlung mit high dose hatte
Imatinib auch hier keinen Einfluss auf konstitutive Briiche vor Bestrahlung (Abb. 19B, unbe-
strahlt [ub]) und auch nicht auf die Induktion direkt nach Bestrahlung (Abb. 19A/B, Zeitpunkt
0 min). Ebenso wie bei der high dose-Bestrahlung zeigen auch bei low dose-Bestrahlung die
32D-Zellen mit 20 % DNA-Verlust aus dem Kern eine hohere Sensitivitit direkt nach Be-
strahlung, als die BaF3-Zellen mit 10 %. Unbehandelt ist die DNA der beiden Zelllinien bereits
nach 30 min fast vollstindig repariert, Imatinib-behandelt nach 45 min (32D) bzw. 60 min

(BaF3).

BaF3 32D
25+
10 —o— ohne Imatinib —0— ohne Imatinib
—%— mit Imatinib 207 v mit Imatinib

% DNA im Schweif

min post 3 Gy min post 5 Gy

ub

bestrahlt

Imatinib - + - +

Abbildung 19: Imatinib verzogert die DNA-Strangbruchreparatur in mit 3-5 Gy (low dose) bestrahlten
Zellen. 32D- und BaF3-Zellen wurden fiir 48 h mit und ohne 3 uM Imatinib kultiviert, mit 3 Gy (BaF3) bzw. 5 Gy
(32D) bestrahlt (auBer der unbestrahlten Kontrolle [ub]) und zu unterschiedlichen Zeitpunkten geerntet. (A) Nach
Durchfithrung des alkalischen Comet-Assays wurden die Zellen ausgewertet und der Anteil der DNA in den
Schweifen als Maf} fiir DNA-Strangbriiche bestimmt. Pro Ansatz wurden mindestens 50 Zellen ausgewertet. Die
Werte stehen fiir die Mittelwerte + SEM der einzelnen ausgewerteten Zellen eines Experiments (* p-Wert < 0,05,
** p-Wert < 0,01, *** p-Wert < 0,001, ungepaarter Student’s 7-Test). (B) Exemplarische Abbildungen der ver-
schiedenen Zelllinien, jeweils unbestrahlt (ub), O min und 120 min nach Bestrahlung. Die fluoreszenz-
mikroskopischen Bilder wurden mit der CometScore™ Freeware in Falschfarben zur Verdeutlichung der Fluo-

reszenzintensitédt dargestellt.
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4.5.2 Die DNA-Strangbruchreparatur ist auch nach Dasatinib-Behandlung

verzogert

Als nédchstes wurde untersucht, ob diese Verzogerung der DNA-Strangbruchreparatur ein von
Imatinib abhédngiges Phdnomen ist oder auch mit einem anderen c-Abl-Inhibitor gezeigt werden
kann. Zu diesem Zweck wurden die Versuche auf dieselbe Weise erneut durchgefiihrt, mit dem
Unterschied, dass fiir 48 h mit 10 nM Dasatinib inkubiert wurde. Wie Abb. 20 zeigt, fiihrt die
Hemmung der c-Abl-Tyrosinkinase durch Dasatinib zu einer vergleichbaren signifikanten Ver-

zogerung der Reparatur der DNA-Strangbriiche.
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Abbildung 20: Die Verzogerung der DNA-Strangbruchreparatur in mit 30 Gy (high dose) bestrahlten Zellen
kann auch nach Dasatinib-Behandlung beobachtet werden. 32D-, BaF3-Zellen und PBMC wurden fiir 48 h mit
und ohne 10 nM Dasatinib kultiviert, mit 30 Gy bestrahlt und zu unterschiedlichen Zeitpunkten geerntet. Nach
Durchfithrung des alkalischen Comet-Assays wurden die Zellen ausgewertet und der Anteil der DNA in den
Schweifen als MaB} fiir DNA-Strangbriiche bestimmt. Pro Ansatz wurden mindestens 50 Zellen ausgewertet. Die
Werte stehen fiir die Mittelwerte + SEM von drei unabhingigen gepoolten Experimenten (** p-Wert < 0,01,

*% p-Wert < 0,001, ungepaarter Student’s #-Test).

4.5.3 Die Verzogerung der DNA-Strangbruchreparatur ist abhéngig von der

c-Abl-Tyrosinkinaseaktivitit

Da sowohl Imatinib als auch Dasatinib nicht nur c-Abl inhibieren, sondern auch andere Substrate
wie c-Kit, PDGFR und ARG, wurde nun betrachtet, ob die Reparatur-Verzégerung tatsdchlich
ausschlieBlich von der Kinase-Aktivitdt von c-Abl abhéngt. Um dies zu untersuchen, wurde der
Comet-Assay, wie bereits beschrieben, mit MEF Abl-wt- und MEF Abl-KD-Zellen durchge-
fithrt. Wie in Abb. 21A zu sehen ist, reicht die Inaktivitit der c-Abl-Kinase, um die DNA-

Strangbruchreparatur signifikant zu verzogern. Wie in den PBMC und den Zelllinien 32D und
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BaF3 hat Imatinib keinen Einfluss auf konstitutive Strangbriiche vor Bestrahlung und die In-
duktion der Strangbriiche nach Bestrahlung hat, so hat auch die Defizienz der Kinase von c-Abl
weder einen Einfluss auf konstitutive Strangbriiche (hier nicht gezeigt) noch auf die Strang-
bruch-Induktion durch Bestrahlung (Abb. 21A, Zeitpunkt 0 min). Ebenso wie die beiden Zell-
linien haben auch die MEF-Zellen nach zwei Stunden unbehandelt nahezu alle DNA-Strang-
briiche repariert. Um endgiiltig einen von der Hemmung der Abl-Kinase unabhingigen Effekt
von Imatinib auszuschlieBen, wurde des Weiteren die Reparatur-Kinetik in der Imatinib-
resistenten Zelllinie 32D Abl-T3151 betrachtet. Abb. 21B zeigt zweifelsfrei, dass ein Einfluss
von Imatinib, wenn die c-Abl-Kinase nicht gechemmt werden kann, nicht gegeben ist. Induktion
von Strangbriichen und Kurvenverlauf der Strangbruchreparatur der transfizierten 32D Abl-
T3151-Zellen entsprechen sowohl mit als auch ohne Imatinib-Behandlung der Induktion und
dem Verlauf der nicht-transfizierten 32D-Zellen (Abb. 18, ohne Imatinib bzw. Abb. 20, ohne
Dasatinib) Somit ist erwiesen, dass die Verzogerung der Reparatur der DNA-Strangbriiche nach

Bestrahlung abhingig ist von der Kinase-Aktivitit von c-Abl.
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Abbildung 21: Die Verzogerung der DNA-Strangbruchreparatur ist nicht Substanzabhingig, sondern ab-
héngig von der Inhibition der c-Abl-Kinaseaktivitit. (A) MEF Abl-wt-, MEF Abl-KD wurden mit 30 Gy be-
strahlt und zu unterschiedlichen Zeitpunkten geerntet. (B) 32D Abl-T315I-Zellen wurden fiir 48 h mit und ohne
3 uM Imatinib kultiviert, dann mit 30 Gy bestrahlt und zu unterschiedlichen Zeitpunkten geerntet. (A+B) Nach
Durchfithrung des alkalischen Comet-Assays wurden die Zellen ausgewertet und der Anteil der DNA in den
Schweifen als MaB} fiir DNA-Strangbriiche bestimmt. Pro Ansatz wurden mindestens 50 Zellen ausgewertet. Die

Werte stehen fiir die Mittelwerte + SEM von drei unabhéingigen gepoolten Experimenten (*** p-Wert < 0,001, un-

gepaarter Student’s 7-Test).
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4.5.4 Die Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen ist von Imatinib unbeeinflusst

Da mit Hilfe des alkalischen Comet-Assays durch die Denaturierung der DNA sowohl Einzel-
strangbriiche (SSB) als auch Doppelstrangbriiche (DSB) detektiert werden, stellte sich nun die
Frage, ob es sich bei den verzogert reparierten Strangbriichen um SSB, DSB oder um eine Re-

paraturverzogerung beider Strangbrucharten handelt.

Um die Reparatur von DSB zu analysieren, wurde der Comet-Assay unter neutralen
Bedingungen durchgefiihrt. Dadurch unterbleibt eine Denaturierung der DNA, wodurch
ausschlieBlich DSB detektiert werden konnen. In 32D-Zellen und PBMC werden DSB deutlich
durch y-Strahlung induziert (Abb. 22B), jedoch zeigt sich weder bei der Induktion noch bei der
Reparatur der DSB ein Einfluss von Imatinib (Abb. 22A).

Wie bereits im alkalischen Comet, konnte auch hier eine erhohte Sensitivitit der PMBC gegen
Bestrahlung festgestellt werden: verglichen mit den 32D-Zellen, welche direkt nach Bestrahlung
einen Anteil von 25 % fragmentierter DNA aufweisen, befinden sich bei den PBMC zu diesem
Zeitpunkt knapp 50 % DNA im Schweif (Abb. 22A, Zeitpunkt O min). In beiden Zelltypen wird
des Weiteren ersichtlich, dass die Reparatur der DSB im neutralen Comet-Assay deutlich
langsamer ablduft, als die Reparatur der Gesamtheit der Strangbriiche im alkalischen Comet-
Assay. So sind nach vier (PBMC) bzw. zwei Stunden (32D) kaum ein Viertel der DSB repariert.
D.h. die Verzogerung der Strangbruchreparatur, die unter Imatinib-Behandlung mit dem
alkalischen Comet-Assay beobachtet werden konnte, ist wohl nur auf die Reparatur der SSB

zuriickzufiihren und involviert nicht die DSB-Reparatur.
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Abbildung 22: Imatinib zeigt keinen Einfluss auf die DSB-Reparatur im neutralen Comet-Assay. 32D-Zellen
und PBMC wurden fiir 48 h mit und ohne 3 uM Imatinib kultiviert, dann mit 30 Gy bestrahlt (auBer der unbe-
strahlten Kontrolle [ub]) und zu unterschiedlichen Zeitpunkten geerntet. (A) Nach Durchfiihrung des neutralen
Comet-Assays wurden die Zellen ausgewertet und der Anteil der DNA in den Schweifen als Maf fiir DNA-Strang-
briiche bestimmt. Pro Ansatz wurden mindestens 50 Zellen ausgewertet. Die Werte stehen fiir die Mittelwerte
+ SEM von drei (32D) bzw. fiinf (PBMC) unabhéngigen gepoolten Experimenten. (B) Exemplarische Abbildungen
der verschiedenen Zelllinien, jeweils unbestrahlt (ub) und 0 min nach Bestrahlung. Die fluoreszenzmikroskopischen
Bilder wurden mit der CometScore™ Freeware in Falschfarben zur Verdeutlichung der Fluoreszenzintensitiit

dargestellt.
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Als weitere Methode, DSB und ihre Reparaturkinetik zu detektieren, wurde die Pulsfeld-Gel-
elektrophorese (PFGE) eingesetzt. Das Prinzip ist dhnlich dem des Comet-Assays, jedoch
werden hier nicht einzelne Zellen und ihre DNA-Bruchstiick-Schweife betrachtet, sondern der
,,Gesamtschweif* fast einer Millionen Zellen auf einmal. Das Ma@} fiir die Anzahl der DNA-
Bruchstiicke wird in ,fraction of activity released’ (FAR) angegeben. Die PFGE wurde mit
BaF3-Zellen durchgefiihrt.

Wie in Abb. 23A zu sehen, zeigt sich auch hier eine deutliche Induktion der DSB durch
Bestrahlung, jedoch ist im Verlauf der Reparatur kein Einfluss von Imatinib zu erkennen
(Abb. 23B). Es stellt sich zudem die Frage, ob diese Methode zum Nachweis einer Reparatur-

Kinetik wirklich geeignet ist, da die Werte eine sehr hohe Streuung aufweisen.
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Abbildung 23: Imatinib zeigt keinen Einfluss auf die DSB-Reparatur in der PFGE. BaF3-Zellen wurden 48 h
mit und ohne 3 uM Imatinib kultiviert, anschlieBend mit 30 Gy bestrahlt (auBer der unbestrahlten Kontrolle [ub])
und zu den angegbenen Zeitpunkten geerntet. (A) zeigt die exemplarische Aufnahme eine Ethidiumbromid-ge-
farbten Gels. (B) Nach der PFGE wurde fiir jeden Ansatz die FAR als Mal fiir die Anzahl der DSB bestimmt. Die

Werte stehen fiir die Mittelwerte + SEM von sechs unabhédngigen gepoolten Experimenten.
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Aufgrund der Ahnlichkeit der Methoden wurde noch eine dritte Methode zum Nachweis von
DSB herangezogen: da das Histon H2AX ausschlieBlich an DSB an Ser139 phosphoryliert wird
(y-H2AX), ist dessen Detektion iiber spezifische Antikorper bestens zur Analyse von DSB und
deren Lokalisation geeignet (Rogakou et al., 1998; Rogakou et al., 1999).

Wie in der Immunfluoreszenzfarbung in Abb. 24A zu sehen ist, wird »-H2AX erwartungsgemal
stark durch 7y-Strahlung induziert und ist, Histon-charakteristisch, im Kern lokalisiert. Schon
nach 30 min ist eine deutliche Abnahme der y-H2AX-Foci zu erkennen. Bis zum Zeitpunkt
90 min nach Bestrahlung sind immer noch H2AX-Histone phosphoryliert. Eine durchflusszyto-
metrische Bestimmung von y-H2AX in 32D-Zellen und PBMC, die mit und ohne Imatinib
kultiviert wurden, zeigt ebenfalls die Induktion von y-H2AX durch Bestrahlung, jedoch keine
Abhingigkeit der DSB-Reparatur von Imatinib. Abb. 24B zeigt exemplarisch fiir die 32D-Zellen
die y-H2AX-Induktion durch Bestrahlung und dessen Abnahme, d.h. die Reparatur der DSB, als
Shift der Peaks nach links. Abb. 24C zeigt die zugehorigen gepoolten Messungen dreier unab-
hingiger Versuche und verdeutlicht die extrem langsame Reparatur: wie bereits im neutralen
Comet-Assay gezeigt werden konnte, wird auch hier nach zwei Stunden nur ein Teil der DSB re-
pariert. Die Induktion von y-H2AX wurde in PBMC nach low dose-Bestrahlung (5 Gy) be-
trachtet und auch hier ist bis zu einem Zeitraum von 45 min keine Abhédngigkeit von Imatinib

festzustellen (Abb. 24D).
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Abbildung 24: Die Induktion und Reparatur von DSB, detektiert iiber y-H2AX ist unabhiingig von Imatinib.

Die Zellen wurden mit und ohne Imatinib kultiviert, mit 5 bzw. 30 Gy bestrahlt, zu entsprechenden Zeitpunkten

fixiert und mit fluoreszenz-markiertem y-H2AX-Antikorper inkubiert. (A) Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen

von 32D-Zellen nach Bestrahlung (30 Gy). (B) Exemplarische Histogramme der durchflusszytometrischen Analyse

von Y-H2AX in 32D-Zellen nach Bestrahlung (30 Gy). (C) Durchflusszytometrische Bestimmung von y—H2AX in

32D nach 30 Gy. Die Werte (relativ zur unbestrahlten [ub] Kontrolle) stehen fiir die Mittelwerte £ SEM unab-

hingiger Triplikate. (D) Durchflusszytometrische Detektion von y-H2AX in PBMC nach 5 Gy Bestrahlung. Die

Werte stehen fiir die Mittelwerte = SEM fiinf unabhidngiger Experimente.
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4.6 Einfluss von Imatinib auf verschiedene DNA-Reparatur-Signalwege

Im Folgenden wurden verschiedene DNA-Reparatur- und DNA-Stress-Antwort-Signalwege
untersucht, um die molekulare Auswirkung der c-Abl-Inhibition durch Imatinib in Bezug auf
mogliche Interaktionspartner, welche in die Reparatur von Strangbriichen involviert sind, fest-

zustellen.

4.6.1 Kein Einfluss von Imatinib auf die ATM/Chk2- und ATR/Chk1-Signalwege

Wie bereits in 4.4 gezeigt, gehen die Zellen nach Bestrahlung zur Reparatur in den G;- bzw.
G,-Arrest (Abb. 17), werden dabei jedoch nicht von Imatinib beeinflusst. Diese Beobachtung
wurde im Folgenden durch molekulare Untersuchungen der ATM/Chk2- und ATR/Chk1-Signal-
wege bestitigt. Wie bereits in 2.3.4 beschrieben, werden je nach Art der DNA-Schidigung die
Kinasen ATM und ATR induziert, welche dann iiber die Aktivierung ihrer Effektorkinasen Chk2
und Chk1 den Zellzyklus wéhrend der DN A-Reparatur kontrollieren.

Hierfiir wurden primére mononukleédre Zellen (PBMC) mit und ohne Imatinib kultiviert und mit
5 Gy bestrahlt. Fiir die Western-Blot-Analyse wurden zu verschiedenen Zeitpunkten Proben ent-
nommen und die Signalproteine und ihre Aktivitdt bzw. die Aktivitit threr downstream-Ziel-
strukturen ermittelt. Abb. 25 stellt die Untersuchung des hauptsdchlich durch DSB aktivierten
ATM-Chk2-Signalwegs dar. Es zeigt sich deutlich, dass direkt nach Bestrahlung ATM aktiviert,
d.h. an Ser1981 phosphoryliert ist. Zeitgleich erfolgt die Aktivierung von Chk2 zu Thr387-Chk2,
wobei hier die Phosphorylierung bereits nach 5 min deutlich abnimmt, die Dephosphorylierung
bis zum Zeitpunkt 45 min nach Bestrahlung jedoch nicht vollstindig stattgefunden hat. Dies wird
auch anhand der gepoolten Werte der densitometrischen Auswertung mehrerer Experimente er-
sichtlich (Abb. 25B+C). Hier wird auch deutlich, dass die Aktivitdt von Chk2, nachdem sie ihr
Maximum direkt nach Bestrahlung erreicht, gleich wieder abnimmt, wéhrend die ATM-Aktivitit
erst nach 10 min maximal ist und dieses Level auch bis 45 min nach Induktion der DNA-
Schidigung hilt (Abb. 25B). Diese Beobachtung steht analog zur ATM-induzierten Aktivitit
von H2AX: auch hier erreicht das Level an y-H2AX sein Maximum erst nach 10 min
(Abb. 24D), um sich dort bis zum letzten gemessenen Zeitpunkt zu halten. Alle Ereignisse

zeigen allerdings keine Abhéngigkeit von Imatinib.
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Abbildung 25: Imatinib hat keinen Einfluss auf den ATM-Chk2-Signalweg. PBMC wurden mit und ohne 3 pM
Imatinib 48 h kultiviert, mit 5 Gy bestrahlt, nach entsprechenden Zeitpunkten auf Eis gestellt, pelletiert und die
extrahierten Proteine iiber eine SDS-PAGE aufgetrennt. ATM, Chk2 und deren funktionelle Phosphorylierungen
wurden in einer Western-Blot-Analyse nachgewiesen. (A) zeigt exemplarisch fiir fiinf unabhéngige Experimente die
Western-Blots. Als Beladungskontrolle des Polyacrylamidgels diente 3-Aktin. Fiir (B) und (C) wurden die Blots der
phosphorylierten Proteine Ser1981-ATM (B) und Thr387-Chk2 (C) densitometrisch ausgewertet und die Werte
gepoolt. Die Induktionswerte (relativ zur unbestrahlten [ub] Kontrolle) stehen fiir die Mittelwerte + SEM von fiinf

(B) bzw. sieben (C) unabhingigen Experimenten.

Ebenso zeigt auch die Untersuchung des ATR-Chk1-Signalwegs, welcher vor allem durch SSB
induziert wird, keine Abhdngigkeit von einer Hemmung der c-Abl-Aktivitdt durch Imatinib
(Abb. 26). Die Induktion von Ser345-Chk1 durch ATR erfolgt etwas langsamer, steigt jedoch bis
zum letzten gemessenen Zeitpunkt (45 min nach Bestrahlung) kontinuierlich an (Abb. 26B). Bei
der densitometrischen Auswertung sechs unabhédngiger Experimente konnten starke Ab-
weichungen beziiglich der Strahlungs-induzierten Chk1-Aktivitit zwischen den PBMC der ver-

schiedenen Probanden festgestellt werden.
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Abbildung 26: Der ATR-Chk1-Signalweg ist unbeeinflusst von Imatinib. Nach einer Vorbehandlung (48 h) mit
und ohne Imatinib wurden PBMC bestrahlt (5 Gy), nach den angegebenen Zeitpunkten auf Eis gestellt, pelletiert
und die extrahierten Proteine iiber eine SDS-PAGE aufgetrennt. ATR, Chk1 und die funktionelle Phosphorylierung
von Chkl wurden mittels Western-Blot-Analyse nachgewiesen. In (A) werden Blots gezeigt, die exemplarisch fiir
sechs unabhingige Experimente stehen. Als Beladungskontrolle des Polyacrylamidgels diente 3-Aktin. (B) Densito-
metrische Auswertung der Ser345-Chk1-Blots. Die Induktionswerte (relativ zur unbestrahlten [ub] Kontrolle) stehen

fiir die Mittelwerte + SEM von sechs unabhingigen Experimenten.

4.6.2 Imatinib hat keinen Einfluss auf p53

Das Tumor-Supressor-Protein p53 spielt eine zentrale Rolle in einem Netzwerk von Stress-
Signalen und Effektor-Signalwegen, welche involviert sind in DNA-Reparatur, Zellzyklus-
kontrolle und Zelltod (siehe 2.3.4). Daher wurden sowohl die Aktivitit als auch die Expression
von p53 nach y-Strahlung in mononukledren Primirzellen (PBMC) untersucht. Nachdem die
PBMC mit und ohne Imatinib kultiviert wurden, wurden die Zellen mit 5 Gy bestrahlt, um an-
schlieBend zu fortlaufenden Zeitpunkten Proben zu entnehmen und diese mittels Western-Blot

zu analysieren.

Die Aktivitdt von p53, gemessen anhand der Phosporylierung zu Ser15-p53, nimmt nach der Be-
strahlung zwar langsam, aber kontinuierlich bis zum letzten gemessenen Zeitpunkt (45 min) zu
(Abb. 27). Die Hemmung der c-Abl-Aktivitit durch Imatinib zeigt keinerlei Einfluss auf die
pS53-Aktivitdt, weder konstitutiv noch nach DNA-Schidigung.
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Abbildung 27: Die Aktivitit von p53 ist unabhéngig von Imatinib. PBMC wurden nach einer Vorbehandlung
(48 h) mit und ohne Imatinib bestrahlt (5 Gy), nach entsprechenden Zeitpunkten Proben entnommen und mittels
Western-Blot-Analyse wurde Ser15-p53 nachgewiesen. (A) Exemplarischer Blot fiir drei unabhéngige Experimente.
Als Beladungskontrolle diente B-Aktin. Fiir (B) wurden diese Blots densitometrisch ausgewertet und gepoolt. Die
Induktionswerte (relativ zur unbestrahlten [ub] Kontrolle) stehen fiir die Mittelwerte £ SEM von drei unabhingigen

Experimenten.

Als Transkriptionsfaktor induziert aktiviertes pS3 verschiedene, fiir die DNA-Stress-Antwort
wichtige Gene, weshalb auch das Proteinlevel von p53 vor und nach DNA-Schéadigung durch
Bestrahlung eine entscheidende Rolle spielt. Analog zur Aktivitidt von p53 (Abb. 27) zeigt die
Western-Blot-Analyse in Abb. 28 einen langsam ansteigenden p53-Proteingehalt nach
v-Strahlung. Jedoch konnte auch fiir diese p53-Akkumulation keine Abhédngigkeit von Imatinib

festgestellt werden.
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Abbildung 28: Die DNA-Stress-induzierte Akkumulation von p53 ist unabhingig von Imatinib. Nachdem
PBMC fiir 48 h mit Imatinib vorbehandelt und anschlieBend mit 5 Gy bestrahlt wurden, wurden Proben zu ange-
gebenen Zeitpunkten entnommen. pS3 wurde mittels Western-Blot-Analyse nachgewiesen. Stellvertretend fiir fiinf
unabhingige Experimente zeigt (A) einen exemplarischen Blot. Als Beladungskontrolle diente B-Aktin. (B) Den-
sitometrische Auswertung der Blots. Die Induktionswerte (relativ zur unbestrahlten [ub] Kontrolle) stehen fiir die

Mittelwerte + SEM fiinf unabhiingiger Experimente.
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4.6.3 Imatinib beeinflusst die Poly-(ADP-Ribosyl)ierung von Zellproteinen

Anhand der Ergebnisse aus 4.4, 4.6.1 und 4.6.2 konnte gezeigt werden, dass die Verzogerung der
Strangbruchreparatur (4.5.1) nicht durch einen verdnderten Zellzyklus oder Zelltod verursacht
wurde. Somit liegt nahe, dass die Imatinib-abhéngige Hemmung der c-Abl-Kinaseaktivitét direkt
die Reparatur von Strangbriichen beeinflusst. Da im untersuchten Zeitraum die Reparatur von
DSB nicht durch Imatinib beeintrachtigt ist (4.5.4), wurden im Folgenden Signalproteine der
SSBR auf ihre Abhédngigkeit gegeniiber der c-Abl-Aktivitdt untersucht.

Ein Schliisselprotein in der SSBR (2.3.2) ist PARP-1. PARP-1 spielt sowohl bei der Detektion
von SSB als auch bei der Rekrutierung weiterer SSBR-Proteine eine zentrale Rolle. PARP-1 ver-
mittelt die poly-(ADP-Ribosyl)ierung nukledrer Proteine in unmittelbarer Umgebung der SSB.
Diese PAR-Ketten werden vom PARP-1-Antagonisten PARG wieder abgespalten. Um Ex-
pressionslevel von PARP-1 und PARG zu untersuchen, wurden primédre Lymphozyten (PBMC)
mit und ohne Imatinib kultiviert, dann bestrahlt und zu entsprechenden Zeitpunkten Proben ent-
nommen. Durch spezifische Antikorper wurden die PARP-1- und PARG-Proteinlevel in den
Proben gleicher Zellzahl bestimmt. Wie Abb. 29 zeigt, wird die Expression beider Proteine

weder durch Bestrahlung induziert, noch durch Imatinib beeinflusst.
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Abbildung 29: Die Expression der Reparaturproteine PARP-1 und PARG wird nicht durch Imatinib beein-
flusst. PBMC wurden fiir 48 h mit und ohne Imatinib kultiviert und im Anschluss bestrahlt (5 Gy, aufler der unbe-
strahlten Kontrolle [ub]), nach entsprechenden Zeitpunkten Proben entnommen und mittels Western-Blot-Analyse
wurden PARP-1 und PARG nachgewiesen. Der exemplarische Blot steht fiir neun unabhéngige Experimente. Als

Beladungskontrolle diente 3-Aktin.
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Die Aktivitidt von PARP-1 kann anhand der poly-(ADP-Ribosyl)ierung (PAR) nukledrer Proteine
festgestellt werden. Hierfiir wurden wie oben behandelte PBMC entsprechend fixiert und zur
durchflusszytometrischen Analyse mit einem spezifischen, gegen PAR gerichteten Antikorper
inkubiert. Die Detektion erfolgte iiber einen gegen den ersten Antikorper gerichteten fluo-

reszenzmarkierten sekundédren Antikorper.

Die Spezifitit des PAR-Antikorpers und die Effektivitit der Methode wurden vorab sowohl
durch Isotypenkontrollen als auch mittels eines Inhibitor-Versuchs gesichert. Bei der Isotypen-
kontrolle wurde zusitzlich zum spezifischen PAR-Antikorper die Probe mit Maus-Immun-
globulin G (IgG) mitgefiihrt, um unspezifische Bindungen des PAR-Antikorpers ausschlieBen zu
konnen (Abb. 30).

subG,; G; S G,
-— | m—mA—

Zellen

PAR-positive

DNA-Gehalt DNA-Gehalt
oG unbestrahlt

Abbildung 30: Konstitutive poly-(ADP-Ribosyl)ierung in Zellen. Zum Nachweis unspezifischer Bindungen
wurden die unbestrahlte, fixierte PBMC parallel zum PAR-Antikdrper mit Maus-IgG inkubiert. Zusitzlich wurden
alle Ansitze noch mit Propidiumjodid (PI) gegengefirbt, um den DNA-Gehalt der einzelnen Zellen zu bestimmen.

Dargestellt sind die Dot-Blots der einzelnen Experimente.

Die Spezifitit dieses Antikorpers konnte dariiber hinaus funktionell nachgewiesen werden durch
Kultivierung der PBMC in An- oder Abwesenheit des hochpotenten PARP-Inhibitors PJ34
(Garcia Soriano et al., 2001) und anschlieBender Bestrahlung mit 30 Gy. Abb. 31 zeigt eine
starke PAR-Induktion durch Bestrahlung, welche durch PJ34 komplett gechemmt werden kann.
Ein Teil der Zellen aus diesen Versuchsansitzen wurde entnommen und mikroskopisch unter-
sucht. Die Zellen wurden hierfiir zusétzlich mit TO—PRO®, einem blau fluoreszierendem Kern-
bzw. DNA-Farbstoff gegengefirbt. Die exemplarischen Aufnahmen (Abb. 31B) bestitigen die

durchflusszytometrisch gewonnenen Ergebnisse (Abb.31A): direkt (0 min) nach einer
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Bestrahlungsdosis von 30 Gy (Abb.31A/B, mittlere Spalte) sind stark induzierte PAR-Signale
erkennbar. Die Spezifitit dieser Farbung wurde zusitzlich untermauert durch die Art und die
Lokalisation der Signale: Es handelt sich erwartungsgeméll um Spots innerhalb der Zellkerne,
welche die einzelnen DN A-Strangbriiche markieren. Diese Induktion kann durch die Zugabe von
PJ34 komplett gehemmt werden (Abb. 31A/B, rechte Spalte). Die gepoolten Auswertungen
mehrerer durchflusszytometrischer Messungen (Abb. 31C) bestitigen eindriicklich die visuellen
Erkenntnisse der Immunfluoreszenzfirbungen. Damit eignet sich dieser PAR-Antikorper hervor-

ragend fiir die Fluoreszenz-basierte Detektion und Quantifizierung von PAR.

Der Vorteil der durchflusszytometrischen Analyse besteht darin, dass hier noch ein weiteres
Merkmal der Zelle simultan detektiert werden kann. Die Zellen konnten auBer auf PAR auch
noch auf ihren DNA-Gehalt hin untersucht werden. Hierfiir wurden sie zusitzlich mit
Propidiumjodid (PI) angefiarbt, ein Farbstoff, welcher in die DNA interkaliert. Die
exemplarischen Dot-Blots, bei denen die poly-(ADP-Ribosyl)ierung (Y-Achse) gegen den DNA-
Gehalt (X-Achse) aufgetragen sind, zeigen zum Einen, dass bei fast allen Zellen auch ohne Be-
strahlung eine geringe konstitutive Ribosylierung nachweisbar ist (Abb. 30). Nur bei einem
kleinen Prozentsatz der Zellen mit einem DNA-Gehalt von 2n bleibt diese Ribosylierung aus.
Moglicherweise handelt es sich dabei um Zellen, die sich nicht aktiv im Zellzyklus, sondern in
der Ruhephase (Go) befinden. Zum Anderen konnte mit dieser Technik nachgewiesen werden,
dass die Induktion der poly-(ADP-Ribosyl)ierung nach Bestrahlung wiederum in fast allen
Zellen und in jeder Zellzyklusphase in einem vergleichbaren Ausmal} stattfindet (Abb. 31A,
mittlerer Dot-Blot). Eine Ausnahme stellt wiederum ein Teil der Zellen mit einem DNA-Gehalt
von 2n dar. Bei dieser wahrscheinlich ruhenden Go-Zellpopulation ist keine PAR-Induktion

nachweisbar.
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Abbildung 31: Nachweis der Spezifitit des PAR-Antikorpers. Zum Nachweis von PAR wurden PBMC fiir 2,5 h
mit oder ohne 4 uM PARP-Inhibitor PJ34 inkubiert, bevor mit 30 Gy bestrahlt wurde. Die Zellen wurden fixiert und
mit einem PAR-Antikorper angefirbt.. Zusitzlich zu PAR wurden die Zellen noch mit Propidiumjodid (PI) gegen-
gefirbt, um den DNA-Gehalt zu bestimmen; (A) zeigt hierzu exemplarische Dot-Blots fiir bestrahlte (0 min) und un-
bestrahlte Zellpopulationen. (B) Fiir die repridsentative Aufnahmen wurden die Zellen nach der Fixierung noch mit
dem Kernfarbstoff TO-PRO® gegengefirbt (blau), PAR ist griin dargestellt. (C) Die gepoolten Ergebnisse stehen fiir
elf (unbestrahlt), sechs (30 Gy, ohne PJ34) bzw. zwei (30 Gy, mit PJ34) durchflusszytometrische Bestimmungen
PAR-induzierter Zellen (Mittelwerte + SEM).
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Um der Frage nachzugehen, inwieweit Imatinib einen Einfluss auf die Ribosylierungsereignisse
hat, wurden PBMC wie bisher mit und ohne Imatinib kultiviert, dann mit low dose (5 Gy) be-
strahlt und zu entsprechenden Zeitpunkten Proben entnommen. Diese wurden fixiert, mit dem
PAR-Antikorper gefarbt und durchflusszytometrisch analysiert. Abb. 32A zeigt, dass bereits un-
mittelbar nach Bestrahlung die Induktion von PAR drastisch ansteigt. Das erreichte maximale
Induktionslevel nimmt bereits nach 5 min deutlich ab, um bis zum letzten gemessenen Zeitpunkt
(40 min) wieder fast Ausgangswerte zu erreichen. Durch Imatinib-Behandlung sind sowohl
per se, als auch nach Bestrahlung mehr Zellen poly-ribosyliert. Durch die Zugabe von Imatinib
wird nicht nur die Induktion der poly-(ADP-Ribosyl)ierung stark erhoht, v.a. senkt sich das
Level von PAR deutlich langsamer. Wihrend unbehandelte Zellen nach 30 min schon fast
wieder das Ausgangslevel erreicht haben, ist dies bei Imatinib-behandelten Zellen auch nach

40 min noch nicht der Fall.

Zusitzlich zur PAR-Fiarbung wurde hier mittels PI-Farbung der DNA-Gehalt einzelner Zellen
bestimmt. Der reprédsentative Dot-Blot (Abb. 32B) zeigt, dass die Bestrahlung einer Zell-
population zum gegebenen Zeitpunkt nur bei einem Teil der Zellen zur Induktion von poly-
(ADP-Ribosyl)ierung fiihrt und dass diese Induktion durch Imatinib deutlich verstiarkt wird. Wie
bereits in den vorangegangenen Experimenten zeigte sich auch hier, dass nur aktiv im Zellzyklus
befindliche Zellen poly-ribosyliert sind, was fiir in der Ruhephase befindliche Zellen nicht zu-
trifft. Im Gegensatz zu der nach einer high dose-Bestrahlung (30 Gy) beobachteten Induktion
von Ribosylierung in nahezu allen Zellen, die sich im Zellzyklus befinden (Abb. 31A, mittlerer
Dot-Blot), ist dies nach Bestrahlung mit geringer Dosierung (5 Gy) nicht der Fall: In allen
Phasen des Zellzyklus findet sich ein relativ groBer Anteil von Zellen, bei denen keine PAR-

Induktion nachweisbar ist (Abb. 32B).

Die Beobachtung, dass nach Bestrahlung mit einer Dosis von 5 Gy nur bei einem Teil der Zellen
einer Population PAR-induziert wird, lie} sich mit einer weiteren Methode bestétigen: Von den
fir die FACS-Analyse behandelten, fixierten und mit PAR-Antikorpern inkubierten Zellen
wurden Aliquots fiir die Immunfluoreszenz-Fiarbung entnommen. Als Kernfarbung wurde der
DNA-Farbstoff TO-PRO® benutzt. Die konfokalen Aufnahmen (Abb. 32C) zeigen keine PAR-
positiven Zellen vor Bestrahlung. Nach Bestrahlung ist nur ein Teil der Zellen PAR-positiv, und
auch die Stirke der poly-Ribosylierung, bzw. die Anzahl der Spots im Kern ist unterschiedlich
stark ausgeprigt, was die durchflusszytometrischen Ergebnisse (Abb. 32B) wiederspiegelt: Nach
Bestrahlung sind Imatinib-behandelte Zellen zum Teil deutlich stdrker ribosyliert als nicht-

behandelte Zellen.
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Abbildung 32: Imatinib hat in allen Phasen des Zellzyklus Einfluss auf die poly-Ribosylierung (PAR)
nukleirer Proteine. Zum Nachweis von PAR wurden PBMC fiir 48h mit und ohne Imatinib kultiviert, an-
schlieBend mit 5 Gy bestrahlt (auBler der unbestrahlten Kontrolle [ub]) und es wurden zu entsprechenden Zeit-
punkten Proben entnommen. Diese wurden fixiert und mit einem PAR-Antikorper angeférbt. (A) zeigt die gepoolten
Ergebnisse von fiinf durchflusszytometrischen Bestimmungen von PAR (Mittelwerte + SEM). Fiir diese Be-
stimmung wurden die Zellen zusitzlich noch mit Propidiumjodid (PI) gefarbt, um den DNA-Gehalt zu bestimmen.
Exemplarisch zeigt dies der Dot-Blot in (B) fiir bestrahlte (0 min) und unbestrahlte Zellpopulationen. Fiir die re-
prisentative Aufnahme (C) wurden die Zellen nach der Fixierung noch mit dem Kernfarbstoff TO-PRO® gegen-

gefirbt (blau), PAR ist griin dargestellt.
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5 DISKUSSION

Der von Novartis (Schweiz) entwickelte Bcer-Abl-Tyrosinkinaseinhibitor Imatinib (Imatinib
Mesylate, STIS71, Glivec® Gleevec®) ist seit 2001 zur Therapie der Chronisch Myeloischen
Leukdmie (CML) zugelassen. Seit 2002 ist die Behandlung mit Imatinib first-line-Therapie der
CML, wobei vor allem wahrend deren chronischer Phase herausragende Erfolge erzielt wurden
(Cohen et al., 2002; Druker et al., 2006; Wei et al., 2010). Jedoch ist eine Heilung der CML mit
Imatinib in den meisten Fillen nicht moglich, weshalb fiir die Patienten die lebenslange
Imatinib-Einnahme notwendig ist (Corbin ef al., 2010). Imatinib bindet sowohl an die Abl-
Domine von Bcer-Abl als auch an das physiologische c-Abl selbst (Nagar et al., 2006). Einige
der von Imatinib verursachten Nebenwirkungen konnten bereits auf die Hemmung der c-Abl-
Kinase zuriickgefiihrt werden, wie z.B. Odeme, Fliissigkeitsretention und toxische
Kardiomyopathie (Koleske efal., 1998; Kerkeld efal., 2006). c-Abl spielt vor allem unter
zellularem Stress eine zentrale Rolle in verschiedenen Signalwegen zur Erhaltung der
genetischen Stabilitit (Ubersicht in: Shaul & Ben-Yehoyada, 2005). Daher wurde dieser Arbeit
die systematische Untersuchung der Rolle der c-Abl-Aktivitdt fiir die genetische Stabilitit
Bcer-Abl-negativer Zellen zugrunde gelegt.

5.1 Hemmung von c-Abl durch Imatinib

Wie schon bei der Wahl des Zellsystems, wurde auch bei der Identifikation der in dieser Arbeit
eingesetzten Imatinib-Konzentration groer Wert auf Vergleichbarkeit mit den beim Patienten
erreichten Serumkonzentrationen gelegt. Zur Therapie der CML wird eine tdgliche Dosis von
400 mg (chronische Phase) bzw. 600 mg (beschleunigte Phase/ Blastenkrise) Imatinib eingesetzt.
Picard et al. (2007) konnten zeigen, dass die Imatinib-Plasmakonzentrationen der verschiedenen
Patienten von 0,3 uM bis zu 5 uM stark variierten. Die durchschnittlichen Konzentrationen lagen
bei 1,8 +£0,9 uM (bei einer Tagesdosis von 400 mg Imatinib) bzw. 2,4 + 1,2 uM (bei einer
Tagesdosis von 600 mg).

Die in Abb. 9 dargestellten Ergebnisse lassen erkennen, dass eine deutlich hohere Dosis Imatinib
notwendig ist, um die Viabilitit Bcr-Abl-negativer Zellen, verglichen mit Bcr-Abl-positiven
Zellen, zu hemmen. Ubereinstimmend damit konnten verschiedene Arbeitsgruppen feststellen,

dass es auch fiir die komplette Hemmung der c-Abl-Aktivitit einer hoheren Imatinib-
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Konzentration bedarf als fiir die Hemmung der Aktivitit von Ber-Abl (White et al., 2005; Burton
etal., 2005; Zipfel et al., 2004; Druker etal., 1996). Daher wurde die in dieser Arbeit
verwendete Dosis von 3 uM gewihlt: Diese Konzentration ist innerhalb des klinisch relevanten
Bereichs und wie in 4.2 beschrieben, ist diese Dosis ausreichend, um die Aktivitidt von c-Abl in
den verwendeten Zellsystemen komplett zu hemmen (Abb. 10), ohne dabei die Viabilitit der

Bcer-Abl-negativen Zellen zu beeintrichtigen (Abb. 9).

5.2 Genetische Instabilitiit Ber-Abl-negativer Zellen durch Hemmung der

c-Abl-Aktivitat

In Vorarbeiten zu diesem Projekt konnten van der Kuip ef al. (2004) nachweisen, dass in
Bcer-Abl-positiven Zellen die Bcer-Abl-Kinaseaktivitit zu einer erhohten Frequenz sowohl
spontaner als auch durch y-Strahlung induzierter HPRT-Mutationen fiihrt. Dieser Effekt kann

durch Behandlung mit Imatinib teilweise wieder aufgehoben werden.

In der vorliegenden Arbeit konnte nun gezeigt werden, dass Imatinib in Bcr-Abl-negativen
Zellen gegenteilig wirkt. So fiihrt bei normalen Lymphozyten eine langandauernde Imatinib-Be-
handlung zu einer gesteigerten Mutationsfrequenz (Abb. 11, publiziert in Fanta et al., 2008).
Dadurch wird klar belegt, dass fiir die genetische Stabilitit der Zellen nicht nur die Hemmung
des onkogenen Bcr-Abl eine Rolle spielt, sondern auch die Hemmung eines physiologischen
Targets von Imatinib von Bedeutung ist. Bereits in frithen klinischen Studien konnten ver-
schiedene Arbeitsgruppen eine Erhohung chromosomaler Aberrationen in Bcer-Abl-negativen
Zellen von CML-Patienten nach einer Imatinib-Therapie feststellen (Terre et al., 2004; Andersen
etal., 2002). Auch Hughes et al. (2010) konnten zytogenetische Anomalititen in Bcr-Abl-
negativen Klonen feststellen. Wie Abb. 11 zeigt, wird die infolge der Bcr-Abl-Aktivitit erhohte
Mutationsfrequenz durch die Imatinib-vermittelte Hemmung von Ber-Abl gesenkt, wihrend
durch die Inhibition einer physiologischen Zielstruktur von Imatinib das durch DNA-Stress
induzierte Mutationslevel erhoht wird. Wihrend in Bcer-Abl-negativen Zellen nur die erhohte
Mutationsfrequenz in Anwesenheit von Imatinib festgestellt wird, geschieht in Ber-Abl-positiven
Zellen beides gleichzeitig: durch die Hemmung von Bcer-Abl wird die Ber-Abl-induzierte Er-
hohung der Mutationsfrequenz zwar verhindert, jedoch nur bis auf das Level, welches aus der
Erhohung der Mutationsfrequenz durch die Hemmung des physiologischen Targets resultiert.

Daher zeigen Bcr-Abl-positive und —negative Zellen nach Behandlung mit Imatinib eine
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vergleichbare Stress-induzierte Muationsfrequenz. Konsequenterweise zeigen Zellen, die eine
Imatinib-resistente Bcr-Abl-Variante exprimieren (T315I) eine Addition des Bcr-Abl-Effekts
und des Imatinib-Effekts: Zwar fuhrt die Ber-Abl-Kinaseaktivitit zum erhohten Mutationslevel,
jedoch kann dieses infolge der Imatinib-Resistenz der Bcr-Abl-T3151-Variante durch Imatinib-
Zugabe nicht gesenkt werden. Zusitzlich wird dieses Level durch die Hemmung des
physiologischen Targets von Imatinib weiter erhoht. Diese Erkenntnisse sind vor allem fiir
solche CML-Patienten von entscheidender Bedeutung, die per se Imatinib-resistent sind oder im
Verlauf der Therapie mit Imatinib Resistenzen entwickeln. Durch den hier in vitro gezeigten
Effekt der durch Imatinib gesteigerten Mutationsfrequenz konnte es in solchen Patienten zu einer
beschleunigten Progression der Erkrankung oder zur Entwicklung von Sekundirtumoren
kommen. In diesen Féllen wire ein sofortiger Abbruch der Imatinib-Behandlung und ein
Wechsel auf andere Bcr-Abl-Inhibitoren oder andere Therapieformen angezeigt. Die hier
gefundenen Ergebnisse unterstreichen die Notwendigkeit eines konsequenten und regelméfigen
Resistenz-Monitorings der Patienten wihrend der Imatinib-Therapie. Dies ist vor allem fiir
Patienten von groBer Bedeutung, die iiber mehrere Jahre hohe Imatinib-Dosen erhalten, da diese

eine gesteigerte Neigung zur Resistenzbildung aufweisen (Branford et al., 2002).

Da mit ber-abl transfizierte Zellen neben Ber-Abl auch immer c-Abl exprimieren und c-Abl eine
zentrale Rolle in der zelluliren DNA-Stress-Antwort innehat (Shaul & Ben-Yehoyada, 2005,
siehe 2.2.1), liegt die Vermutung nahe, dass es sich bei dem betreffenden physiologischen Target
von Imatinib um c-Abl handelt. Um zu verifizieren, ob der Bcr-Abl-unabhingige Effekt tat-
sdchlich auf die Hemmung der c-Abl-Kinase zuriickzufiihren ist, wurden die HPRT-Mutations-
experimente auch mit genetischen c-Abl-Modellen durchgefiihrt. Die hierfiir verwendeten
embryonalen Mausfibroblasten exprimieren entweder die Wildtyp-Variante von c-Abl
(MEF Abl-wt) oder eine Kinase-defekte Form (MEF Abl-KD). Im Vergleich zur Abl-wt-Form
ist die Mutationsfrequenz in der Kinase-defekten Variante signifikant erhoht, womit erwiesen ist,
dass die c-Abl-Kinaseaktivitit eine essentielle Rolle in der Aufrechterhaltung der genetischen

Stabilitét spielt (Abb. 12, publiziert in Fanta et al., 2008).

Die gewonnenen in vitro-Daten weisen somit darauf hin, dass eine lang andauernde Behandlung
mit c-Abl-Inhibitoren nicht nur 6konomisch durch die extrem hohen Kosten von teilweise iliber
60.000 $ pro Jahr (Blankart et al., 2011; Breitscheidel et al., 2008; Frame; 2007), sondern auch
hinsichtlich einer gesteigerten Wahrscheinlichkeit sekundédrer Neoplasien als Spitfolge be-
denklich sein konnte. Fiir eine abschlieBende Aussage, inwieweit Letzteres in der Klinik

tatsidchlich ein relevantes Problem werden konnte, ist es sicherlich zu frith, da die ldngsten
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Studien zur Imatinib-Therapie der CML sieben (TARGET-Studie) bzw. zehn Jahre (IRIS-
Studie) laufen (Hughes et al., 2010; Tauchi et al., 2010). Allerdings gibt es durchaus erste Hin-
weise, dass durch Imatinib die Chance eines Sekundirtumors erhoht wird. So wurde von Fillen
von EBV-positiven (Epstein-Barr-Virus) kutanen B-Zell-lymphoproliferativen Erkrankungen
nach Imatinib-Behandlung bei CML-Patienten und iiber eine gesteigerte Inzidenz von soliden
Tumoren, vor allem Prostatakarzinomen berichtet (Bekkenk et al., 2003; Roy et al., 2005).
Bacher etal. (2005) konnten bei einigen Patienten nach Langzeit-Therapie mit Imatinib
Karyotyp-Veridnderungen Bcr-Abl-negativer Zellen feststellen. Fabarius ef al. (2007) wiesen
in vitro einen Zusammenhang chromosomaler und centrosomaler Aberrationen mit genetischer
Instabilitét als Folge therapeutisch relevanter Imatinib-Dosen nach. Bei einer Analyse von 1701
CML-Patienten traten bei drei Patienten ca. zwei Jahre nach Beginn der Imatinib-Therapie eine
akute myeloische Leukdmie (AML) bzw. Hochrisiko-Myelodisplastisches Syndrom (MDS) auf,
welches dann sehr schnell zur AML transformierte (Kovitz ef al., 2006). Auch Jabbour et al.
(2007) fanden bei der Untersuchung von 258 neu-diagnostizierten CML-Patienten unter
Imatinib-Therapie nach durchschnittlich drei Jahren bei 9 % chromosomale Aberrationen in
Bcr-Abl-negativen Zellen, darunter einen Patienten mit Monosomie-7, der daraufhin eine AML

entwickelte.

Diese Studien legen nahe, dass der in dieser Arbeit gefundene Einfluss von Imatinib auf die
genetische Stabilitidt Ber-Abl-negativer Zellen auch in vivo relevant sein konnte und dass eine

genauere Untersuchung der zugrunde liegenden Mechanismen notwendig ist.

5.3 Imatinib fiihrt zur verzogerten Reparatur der durch <y-Strahlung

induzierten DNA-Strangbriiche

Fiir eine erhohte Mutationsrate in Zellen konnen unterschiedliche Ursachen verantwortlich sein:
Verinderungen der Proliferation, verzogerte Induktion von Zelltod oder gestorte DNA-
Reparaturmechanismen konnen dazu fithren, dass geschiddigte DNA nicht, nicht korrekt oder
nicht vollstdndig repariert wird und somit die Schiden bei der Teilung an die Tochterzellen

weitergegeben werden.

Es wurde gezeigt, dass c-Abl durch genotoxischen Stress, wie z.B. ionisierende Strahlung
aktiviert wird und daraufhin mit verschiedenen Proteinen der Zellzykluskontrolle, der DNA-

Schadenserkennung und —prozessierung und der Apoptose interagiert (Ubersicht: Meltser et al.,
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2011). Daher wurde hier untersucht, ob die Inhibition der c-Abl-Aktivitidt und ihr Effekt auf die
genetische Stabilitit durch veridnderte Proliferation oder induzierte Apoptose bedingt sind.
Jedoch konnte weder bei der Teilungsrate noch bei der Cloning Efficiency (CE) der himato-
poetischen Bcr-Abl-negativen Zellen (32D und BaF3) ein Einfluss von Imatinib festgestellt
werden bzw. zeigte sich hier kein Unterschied zwischen MEF-Zellen, welche Wildtyp-c-Abl
exprimieren und MEF-Zellen mit Kinase-defektem c-Abl (Abb. 13). Ebenso konnte in den 32D-
und den BaF3-Zellen keine signifikante Imatinib-abhiingige Anderung festgestellt werden be-
ziiglich der Apoptose-Induktion nach Bestrahlung (Abb. 14/15). Bestitigt wurden diese Be-
obachtungen durch die Ergebnisse, dass Imatinib die Zellzyklusverteilung Bcr-Abl-negativer
Zellen in keinerlei Weise beeinflusst (Abb. 16/17). Der Einfluss der c-Abl-Hemmung auf Zell-
zyklus und Apoptose wird in der Literatur kontrovers diskutiert. Kharbanda ez al. (1998) und
Wang (2000) zeigten, dass die Aktivierung von c-Abl durch verschiedene DNA-Schidigungen
mit der Inhibition von Zellwachstum und der Induktion von Zelltod assoziiert ist. Auch Yuan
etal. (1997) zeigten fiir murine c-abl"-Zellen ein erhdhtes Uberleben nach Bestrahlung,
wihrend die aviane c-abl”-B-Lymphozytenlinie der Arbeitsgruppe um Takao et al. (2000) im
Uberleben nach Bestrahlung keine Abhiingigkeit von c-Abl aufwies. Auf der anderen Seite
konnten, iibereinstimmend mit den in dieser Arbeit gefundenen Ergebnissen, Uemura & Griffin
(2000) keinen Einfluss der pharmakologischen Hemmung von c-Abl durch Imatinib auf die
Bestrahlungssensitivitdt und das Zelliiberleben feststellen, weder in murinen primédren hdmato-
poetischen Zellen noch in humanen pS53-mutierten Zelllinien. Diese widerspriichlichen
Ergebnisse beziiglich des Einflusses von c-Abl bzw. der c-Abl-Aktivitit auf die Proliferation,
Apoptose bzw. zusammengefasst das Uberleben von Zellen deuten darauf hin, dass dieser Effekt

moglicherweise stark vom Zelltyp und der Art der DNA-Schéadigung abhingt.

Im letzten Jahrzehnt hduften sich die Nachweise einer Interaktion von c-Abl mit Proteinen,
welche direkt in die Signalwege und Prozessierung der DNA-Schadensreparatur involviert sind.
Die Aktivierung und Phosphorylierung von c-Abl als Konsequenz von DNA-Schéddigung ist
abhidngig von der Anwesenheit von ATM (Baskaran et al., 1997; Shafman et al., 1997). Ebenso
gehoren Schliisselproteine der Homologen Rekombination (HR) und des Nicht-homologen End-
Joinings (NHEJ) zu den Interaktionspartnern von c-Abl, die von diesem teils durch Phospho-
rylierung aktiviert werden, wie z.B. DNA-PKcs, Rad51, Rad52 (Kharbanda et al., 1997; Yuan
et al, 1998a). Auch in die Doppelstrangbruchreparatur involviert ist BRCA1, ein weiterer Inter-
aktionspartner von c-Abl (Foray et al., 2002). Eine schematische Ubersicht dieses komplexen

Netzwerks findet sich in Abb. 1. Dass Proteine, welche in die DNA-Schadens-Antwort involviert
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sind, mit zu den am besten untersuchten Targets der c-Abl-Kinase gehoren, bestirkt die
Annahme, dass hier die Hemmung von c-Abl durch Imatinib von Bedeutung sein konnte. Um die
Frage zu untersuchen, ob Imatinib mit der Reparaturkinetik y-Strahlung-induzierter DNA-
Strangbriiche interferiert, wurden alkalische Comet-Assays sowohl mit murinen héamato-
poetischen Zelllinien, als auch mit humanen Lymphozyten (PBMC) gesunder Probanden durch-
gefiihrt. Imatinib zeigte zwar weder einen Einfluss auf die Induktion von Strangbriichen noch auf
die Zahl konstitutiv vorhandener Strangbriiche, jedoch konnte nach der Vorbehandlung mit
Imatinib sowohl in den murinen Zelllinien-Modellen als auch in den humanen Primirzellen eine
signifikante Verzogerung der DNA-Strangbruchreparatur nachgewiesen werden (Abb. 18). Die
verzogerte Reparaturkinetik ist unabhingig von der Strahlendosis, sie konnte fiir high dose-
(30 Gy) genauso wie fiir low dose-Bestrahlung (5 Gy) gezeigt werden (Abb. 18/19). Diese
Imatinib-abhéingige Reparaturverzégerung konnte mit dem Abl-Inhibitor Dasatinib in analoger
Weise dargestellt werden (Abb. 20). Diese Daten legen nahe, dass Imatinib in Bcr-Abl-negativen
Zellen deshalb zur genetischen Instabilitit fiihrt, da die Reparaturmechanismen eingeschrinkt
oder verzogert ablaufen und dass dieser Effekt nicht durch eine unspezifische Wirkung von
Imatinib, sondern in gleicher Weise durch Dasatinib auftritt, d.h. tatsdchlich abhéngig ist von der

Kinaseaktivitit eines gemeinsamen physiologischen Targets (publiziert in Fanta et al., 2008).

Der Nachweis, dass dieser Effekt der verzogerten Reparatur tatsidchlich von der Inhibition der
c-Abl-Kinase abhingig ist, wurde wiederum durch den Einsatz von Zelllinien-Modellen ver-
schiedener Abl-Varianten erbracht. Auch hier war die Defizienz der c-Abl-Kinaseaktivitit
(MEF AbI-KD) ausreichend, um zu einer signifikanten Verzogerung der DNA-Reparatur nach
v-Strahlung zu fiithren (Abb. 21A). Konsequenterweise wurde in Zellen, welche eine Imatinib-
resistente Abl-Version (c-Abl-T315I) exprimieren, keinerlei Einfluss von Imatinib festgestellt

(Abb. 21B, publiziert in Fanta et al., 2008).

Zusammenfassend lieB sich hier belegen, dass die Hemmung von c-Abl die Geschwindigkeit der
DNA-Reparatur und damit wahrscheinlich auch die genetische Stabilitit beeinflusst. Diese
Phinomene liegen ursdchlich an der Defizienz bzw. der Hemmung der c-Abl-Kinaseaktivitit,
unabhingig davon, ob dazu genetische oder pharmakologische Methoden angewandt werden.
Zur Kldrung welche molekularen Mechanismen der DNA-Schadensreparatur diesem
funktionellen Effekt der c-Abl-Hemmung zugrunde liegen musste zunichst festgestellt werden,
welche der verschiedenen Reparatur-Signalwege beeinflusst werden bzw. ob sich die verzogerte

Reparaturkinetik auf DSB oder SSB bezieht.
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5.4 Die Imatinib-Hemmung der c-Abl-Aktivitit beeinflusst die SSBR

Da anhand des Comet-Assays sowohl die Reparatur von SSB als auch von DSB nachgewiesen
wird, wurden weitere Methoden verwendet, um festzustellen, welche Reparatur-Signalwege
durch die Hemmung der c-Abl-Aktivitdt betroffen sein konnten. Daher wurde der Comet-Assay
unter neutralen Bedingungen durchgefiihrt: Hierbei unterbleibt die Denaturierung der DNA-
Bruchstiicke, wodurch selektiv nur die DSB analysiert werden (vgl. Abb. 5). Je nach Zelltyp und
verwendeter Analysemethode konnten verschiedene Arbeitsgruppen feststellen, dass durch
v-Strahlung 25-250 mal mehr SSB als DSB verursacht werden (Ward, 1988; Jones et al., 1993;
Milligan et al., 1996). Daher war es nicht iiberraschend, dass auch in der vorliegenden Arbeit
deutlich weniger DSB als SSB durch Bestrahlung induziert wurden. Jedoch zeigt die Analyse
anhand des neutralen Comet-Assays, dass weder die Induktion noch die Reparatur der DSB

durch Imatinib beeinflusst wird (Abb. 22).

Da mit Hilfe des neutralen Comet-Assays pro Ansatz nur 50-100 Zellen analysiert wurden,
konnte es moglich sein, dass minimale Unterschiede im Gehalt fragmentierter DNA zwischen
Imatinib-behandelten und -unbehandelten Zellen mit dieser Methode nicht detektiert wurden.
Daher wurde als zweite Methode die Pulsfeld-Gelelektrophorese durchgefiihrt, mit welcher es
moglich ist, fast eine Million Zellen pro Ansatz gleichzeitig auf DSB zu analysieren. Auch mit
dieser Methode konnte die Induktion von DSB durch ionisierende Strahlung deutlich festgestellt
werden. Ubereinstimmend mit den vorherigen Ergebnissen lieB sich jedoch auch hier keine Be-
einflussung der Reparaturkinetik durch Imatinib nachweisen (Abb. 23). Zum Zeitpunkt 60 min
nach Bestrahlung ist ein Trend hin zur schnelleren DSBR mit Imatinib ersichtlich, welcher auf-
grund der hohen Streuung der Werte jedoch nicht signifikant war. Aus diesem Grund wurde eine
dritte Methode herangezogen, um die Reparatur der DSB zu analysieren. Die durchfluf3zyto-
metrische Detektion von y-H2AX zum Nachweis von DSB ist deutlich sensitiver als der Nach-
weis mittels des neutralen Comet-Assays oder der Pulsfeld-Gelelektrophorese: iiber die
Detektion von y-H2AX konnen bereits DNA-Schiden von 1-5 DSB pro Zelle nachgewiesen
werden (Rothkamm & Lobrich, 2003), der Comet-Assay ist erst ab 40-100 DSB pro Zelle
sensitiv (Olive, 2004). Analog zu den beiden vorangegangenen Analysemethoden zeigte sich
auch hier sowohl in fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen (Abb. 24A) als auch in den durch-
flusszytometrischen Analysen (Abb. 24B-D) deutlich die DSB-Induktion durch Bestrahlung.
Diese Induktion konnte sowohl nach low dose- (5 Gy) als auch nach high dose-Bestrahlung

(30 Gy) fiir primdre mononukledre Zellen (PBMC) wie auch fiir die himatopoetische Zelllinie
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32D gezeigt werden. Aber auch hier liel sich kein signifikanter Einfluss von Imatinib auf die

Reparaturkinetik der DSB erkennen.

Im Gegensatz zu den hier gewonnenen Erkenntnissen konnten Meltser et al. (2010) einen
Einfluss der c-Abl-Kinaseaktivitit auf die DSBR feststellen: sowohl unter Imatinib-Zugabe als
auch in einem c-Abl-knockout-Modell (MEF) kam es zur schnelleren Reparatur von DSB.
Jedoch konnte dies signifikant erst 24 h nach Bestrahlung festgestellt werden, wéhrend in der
vorliegenden Arbeit nur Zeitriume von maximal fiinf Stunden untersucht wurden, da innerhalb
dieses Zeitraums in dieser Arbeit eine Imatinib-abhingige Verzogerung festzustellen ist (siehe
4.5). AuBerdem inkubierten Meltser et al. (2010) die Zellen nur fiir 2 h vor Bestrahlung mit einer
Dosis von 10 uM und somit viel kiirzer und mit einer Imatinib-Konzentration, die weit iiber der
normalen Plasmakonzentration eines Patienten unter Imatinib-Therapie liegt. Meltser et al.
(2010) verwendeten des Weiteren karzinogene Zelllinien (MCF7 und HeLa). Da in der vor-
liegenden Arbeit jedoch die zentrale Frage nach dem Imatinib-Einflu auf die DNA-Reparatur
normaler, nicht-entarteter Zellen gestellt wird, wurden hier normale, nicht-kanzerogene Linien
myeloischer Vorlduferzellen und primére hidmatopoetische Zellen gesunder Probanden unter-
sucht. Ubereinstimmend mit Meltser et al. (2010) konnten auch Wang et al. (2011) erst nach
24 h einen Einfluss von c-Abl auf die DSBR feststellen, allerdings wurde in dieser Arbeit eine
Verzogerung der DSBR in c-Abl-knockout-Zellen (MEF) gezeigt. Konform mit den hier ge-
wonnenen Ergebnissen zeigten Wang et al. (2011), dass bereits nach 30 min eine deutlichere

Verzogerung der SSB-Reparatur in c-Abl-defizienten MEFs erfolgt.

Aus diesen Griinden sind die Ergebnisse von Meltser ef al. (2010) nicht direkt mit den hier
gewonnenen vergleichbar, da hier anhand von drei verschiedenen Methoden sowohl fiir die
murinen hdmatopoetischen Zelllinien als auch fiir die humanen PBMC nachgewiesen wurde,
dass die Hemmung der c-Abl-Kinase keinen Einfluss auf die DSBR hat, d.h. die Verzogerung
der Reparatur, die anhand der alkalischen Comet-Assays festgestellt wurde ist auf einen Effekt

von c-Abl auf die SSBR zuriickzufiihren.

5.5 Imatinib fiihrt zur verinderten Prozessierung von SSB

Im Folgenden wurden molekulare Wege der DNA-Schadensprozessierung untersucht. Wie
bereits in 2.3.4 beschrieben, miissen Zellen zunidchst ihren Zellzyklus verlangsamen oder

arretieren, um eine korrekte DNA-Reparatur durchfithren zu konnen. Rekrutierung und
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Aktivierung von ATM, DNA-PKcs und ATR stellen die Schliisselereignisse der DNA-Schadens-
Signalleitung dar (Ubersicht: Abraham, 2001). DNA-PKcs wird ausschlieBlich durch DSB
aktiviert, was zum GroBteil auch fiir ATM gilt, jedoch wird ATM auch durch SSB initiiert,
wihrend ATR auf eine Vielzahl von DNA-Schidigungen reagiert (Ubersicht: Burma & Chen,
2004; Shiloh, 2003). Als Zielproteine werden Chkl, Chk2, H2AX und p53 phosphoryliert, um
Zellzyklus-Kontrollpunkte und Reparatur bzw. Zelltod zu aktivieren (Ubersicht: Riley et al.,
2008; Bartek & Lukas, 2007). Fiir den Grofteil dieser Schliisselproteine wurden bereits Ab-
hingigkeiten bzw. Interaktionen mit c-Abl nachgewiesen, auf die im Folgenden eingegangen

wird.

Bereits in einer Vielzahl an Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass c-Abl durch
ionisierende Strahlung oder genotoxische Agenzien in Abhédngigkeit von ATM aktiviert wird
(Baskaran et al., 1997; Shafman et al., 1997; Kharbanda et al., 1997), was durch die hier durch-
gefithrten Versuche erwartungsgemif bestitigt wurde: Durch Bestrahlung wird die Aktivitit und
damit die Autophosphorylierung von c-Abl stark induziert (Abb. 10). Ebenso ist bekannt, dass
die Aktivitidt und Phosphorylierung von ATM und damit auch ihrer direkten Zielproteine Chk2
und p53 direkt nach Bestrahlung rapide zunimmt (Khanna et al., 1998; Banin et al., 1998;
Canman et al., 1998). Auch in dieser Arbeit konnte eine starke Induktion der ATM-Aktivitit
binnen kiirzester Zeit nach y-Strahlung anhand der Phosphorylierung von ATM selbst und von
Chk2 und p53 gezeigt werden (Abb. 25, 27, 28). Jedoch war in den hier verwendeten humanen
PBMC kein Einfluss der c-Abl-Hemmung durch Imatinib auf eines dieser Proteine oder deren
Aktivitat ersichtlich. Im Gegensatz dazu konnten Wang et al. (2011) einen Einfluss von c-Abl
auf die Aktivitit von ATM feststellen, jedoch wurden als Zellmodell keine humanen priméren
Zellen, sondern c-Abl-/--MEFs verwendet, d.h. nicht nur das Zellsystem, sondern auch der
Effekt von nicht-vorhandenem c-Abl mit gehemmten c-Abl sind kaum miteinander vergleichbar.
Des Weiteren wurden bei Wang et al. (2011) erst Zeitrdume ab 4 h betrachtet, wihrend in der
vorliegenden Arbeit in erster Linie die erste Stunde nach Bestrahlung interessant war und unter-
sucht wurde, da hier in den Comet-Assays sowohl bei high dose- als auch bei low dose-
Bestrahlung die ersten bzw. stidrksten verzogernden Reparatur-Effekte auftraten. Dass der
Einfluss von c-Abl auf ATM und damit moglicherweise auf die DSB-Reparatur erst zu sehr
spiaten Zeitpunkten auftritt, wird neben Wang et al. (2001) auch von Meltser et al. (2010)
bestitigt, die ebenfalls erst Zeitpunkte 24 h nach Bestrahlung betrachteten und hier einen
Einfluss der c-Abl-Hemmung auf die DSB-Reparatur und die y-H2AX-Akkumulation feststellen
konnten. H2AX wird nach DNA-Schaden an DSB von ATM zu y-H2AX aktiviert (Fernandez-
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Capetillo et al., 2004). Diese starke Aktivierung von y-H2AX konnte auch hier nachgewiesen
werden, sowohl in murinen hiamatopoetischen Zellen als auch in humanen PBMC, wobei friihe,
hier relevante Zeitpunkte betrachtet wurden, bei denen ebenso kein signifikanter Einfluss einer

c-Abl-Hemmung auf die Induktion von y-H2AX festgestellt werden konnte (Abb. 24).

Ebenso konnten in den PBMC innerhalb der untersuchten Zeitpunkte von maximal einer Stunde
zwar die Aktivierung von ATR anhand der Phosphorylierung seines Substrats Chk?2 festgestellt
werden, jedoch kein Effekt der c-Abl-Hemmung (Abb. 26). Zwar konnten Wang et al. (2011)
eine c-Abl-abhingige Phosphorylierung an ATR identifizieren, jedoch ist noch unklar, inwieweit
diese fiir die Aktivitit von ATR bzw. dessen Funktionen von Relevanz ist. Auch Meltser et al.
(2011) nehmen an, dass c-Abl nicht fiir die Rekrutierung von ATM und ATR an DNA-
Schadensstellen oder die Formierung von Reparaturfoci notwendig ist, sondern vermutlich erst

eine Rolle in der spéten und nicht in der friihen DNA-Schadensantwort spielt.

Als Zielprotein von ATM und ATR wurde der Transkriptionsfaktor pS3 untersucht, welcher
jedoch durch eine Imatinib-Behandlung weder in seiner Aktivitdt noch in seiner Expression be-
einflusst wurde (Abb. 27, 28). Zwar gibt es Arbeiten, die auf eine direkte Interaktion zwischen
c-Abl und p53 hinweisen, jedoch scheinen auch hier das gewdhlte Zellsystem und die be-
trachteten Zeitpunkte von Relevanz zu sein (Wang et al., 2011; Nie et al, 2000; Yuan et al.,
1999).

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass die verzogerte SSBR, die hier zu frithen Zeit-
punkten nach Bestrahlungsdosis beobachtet wurde, ihre Ursache nicht in der Schadenserkennung
durch ATR- und ATM-Signalwege oder der Zellzyklusregulation hat, weshalb im Folgenden

eine detailliertere Untersuchung der an der SSBR beteiligten Proteine durchgefiihrt wurde.

SSB konnen direkt durch y-Strahlung induziert werden, oder wihrend der BER bzw. NER ent-
stehen. In der BER und NER sind SSB eine enzymatische Konsequenz der DNA-Schadens-
reparatur und stellen somit ein Risiko fiir die Zelle dar, wenn es wihrend dieser Reparatur-
mechanismen nicht moéglich ist, den Bruch zu detektieren, mittels einer DNA-Polymerase zu
fiillen und einer DNA-Ligase zu verbinden. Ein Schliisselprotein in der SSBR ist PARP-1 (siehe
2.3.2; Dantzer et al., 2000; Schreiber et al., 2002, 2006). Als sehr frithes Ereignis in der
Prozessierung der DNA-Einzelstrangbriiche bindet PARP-1 an den Bruch und wird dadurch
aktiviert. Infolge der Aktivierung synthetisiert PARP-1 negativ geladene Polymerketten aus
ADP-Riboseresten (poly-(ADP-Ribose)ketten, PAR) an Akzeptorproteine wie Histone und
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DNA-Reparaturproteine in unmittelbarer Nachbarschaft des SSB, welche dann rapide durch
PARG wieder abgespalten werden (Ubersicht: Rouleau et al., 2010).

Bereits vor iiber 20 Jahren konnte gezeigt werden, dass die Inhibition von PARP-1 zu einer
Verzogerung der Reparatur von durch ionisierende Strahlung induzierten Strangbriichen fiihrt
(Ubersicht in Berger, 1985; Oleinick & Evans, 1985). Verschiedene Arbeitsgruppen konnten in
Zelllinienmodellen nachweisen, dass Inhibition oder knock-out von PARP-1 zu Reparatur-
defekten, Zellzyklusstorungen und erhohter genomischer Instabilitdt fithren (Schreiber et al.,

1995; Wang et al., 1997; Menissier de Murcia et al., 1997; Masutani et al., 1999).

Erst seit wenigen Jahren wurde deutlich, dass die Funktion von PARG, die Abspaltung der poly-
Ribose-Einheiten, mindestens genauso wichtig fiir die genomische Stabilitit ist wie der Aufbau
von PAR durch PARP-1: knock-out von PARG in embryonalen Stammzellen oder Méausen
fiihrte zur Hypersensitivitat gegen UV- und ionisierende Strahlung (Zhou et al., 2010; Amé
etal., 2009; Cortes et al., 2004). Fisher et al. (2007) fiihrten alkalische Comet-Assays mit
humanen Epithelzellen durch, bei welchen die Expression von PARG oder PARP-1 mittels
RNA-Interferenz inhibiert wurden. In beiden Fillen konnte die Arbeitsgruppe eine deutliche
Verzogerung der Reparatur feststellen. Auspriagung und Verlauf der Reparatur-Verzogerung sind
vergleichbar mit den im Rahmen dieser Arbeit gefundenen Ergebnissen des alkalischen Comet-
Assays, bei denen die Zellen mit Imatinib behandelt wurden. Dies legte die Vermutung nahe,
dass moglicherweise die Inhibition von c-Abl durch Imatinib einen Einfluss auf die poly-Ribo-

sylierung von Proteinen in Folge von DNA-Stress haben konnte.

Um dieser Frage nachzugehen, wurden primédre humane Lymphozyten zunédchst auf PARP-1 und
PARG-Expression getestet. Wie in Abb. 29 zu sehen ist, sind beide Proteine in allen Ansitzen
gleich hoch exprimiert, d.h. das jeweilige Proteinlevel ist unabhingig von DNA-Schaden oder
Imatinib-Zugabe. Diese Beobachtung deckt sich mit den bisherigen Erkenntnissen, dass die
Funktionalitit von PARP-1 nicht expressions- sondern aktivititsabhingig ist (Ubersicht:
Rouleau et al, 2010; Moehring et al., 2005). Daher wurde die Aktivitit von PARP-1 und PARG
anhand ihres Produkts PAR gemessen. Der Anteil von Zellen, deren Proteine ribosyliert wurden,
wurde mittels eines PAR-Antikorpers durchflusszytometrisch bestimmt. Die Spezifitit des PAR-
Antikorpers und die Effektivitit der Methode wurden vorab sowohl durch Isotypenkontrollen
(Abb. 30) als auch mittels eines Inhibitor-Versuchs (Abb. 31) gesichert. In Abb. 30 zeigt die
Gegeniiberstellung der Isotypenkontrolle mit unbestrahlten und unbehandelten PBMCs, dass

Zellen auch ohne DNA-Schaden per se eine Grundribosylierung aufweisen und dass dies auf fast
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alle Zellen iiber alle Zellzyklusphasen verteilt zutrifft. Einzige Ausnahme bildet eine Sub-
population von Zellen mit einem DNA-Gehalt von 2n, die nicht PAR-positiv sind. Vermutlich
handelt es sich hierbei um Zellen in der Ruhephase Gy, d.h. um Zellen, die sich aullerhalb des
Zellzyklus, nicht in Zellteilung befinden und transkriptionell inaktiv sind. In aktiven Zellen, die
sich innerhalb des Zellzyklus befinden, spielt PARP-1 neben der SSBR auch in diesen Bereichen
eine Rolle (Isabelle et al., 2010; Ubersicht: Agarwal et al., 2009). Die vermutlich in der Gy-
Phase befindliche Subpopulation bleibt auch nach einer high dose Bestrahlung mit 30 Gy PAR-
negativ (Abb. 31), wihrend alle Zellen der iibrigen Zellzyklusphasen eine starke poly-(ADP-
Ribosyl)ierung aufweisen. Diese Ribosylierung konnte mit dem PARP-1-Inhibitor PJ34 komplett
gehemmt werden, wodurch die Spezifitit des Antikorpers und damit der Methode erwiesen
wurde. In den funktionellen Versuchen mit humanen PBMCs konnten sowohl nach high dose-
Bestrahlung (30 Gy) als auch nach low dose (5 Gy) mit oder ohne Imatinib-Inkubation direkt
nach der Bestrahlungsdosis eine starke PAR-Induktion festgestellt werden, welche bis zum Zeit-
punkt 40 min fast auf das Ausgangslevel zuriickging (Abb. 32A). Diese Ergebnisse bestitigten
auch die Beobachtungen von Aguilar-Quesada et al. (2007), die ebenfalls humane Zellen be-
strahlten (10 Gy) und iibereinstimmend mit den hier beschriebenen Ergebnissen ein maximale
PAR-Induktion direkt nach Bestrahlung feststellen konnten, welche dann bis zum Zeitpunkt
60 min auf das Ausgangslevel zuriickging. Mit dieser Methode konnte nachgewiesen werden,
dass die Imatinib-vermittelte Hemmung von c-Abl die poly-Ribosylierung von Proteinen per se
als auch nach Bestrahlung beeinflusst. Unabhéngig von der Position im Zellzyklus sind nach
Imatinib-Behandlung mehr Zellen PAR-positiv. Wie die durchflusszytometrische Analyse
(Abb. 32B) als auch die Immunfluoreszenzfiarbung (Abb. 32C) zeigt, scheint auch die Stirke der

Ribosylierung in den einzelnen Zellen unterschiedlich zu sein.

Fiir PARG existieren mehrere Splice-Varianten von einem einzigen parg-Gen, wobei nur das
full-length PARG-Protein ein nukleédres Transportsignal enthélt, wodurch es nach DNA-Schaden
aus dem Zytoplasma in den Nukleus translozieren kann (Meyer et al., 2007; Meyer-Ficca et al.,
2004). Somit stellt das Zusammenspiel von PARP-1 und PARG und damit die Ribosylierung ein
zeitlich und rdumlich streng moduliertes System dar (Rancourt & Satoh, 2009; Bonicalzi et al.,
2005; Shimokawa et al., 1999). Eine kinetische Beobachtung der Ribosylierungsablaufe wird
durch die extrem schnellen PAR-Prozesse erschwert: poly-Ribosylierung durch PARP-1 und De-
ribosylierung durch PARG laufen mit einer Halbwertszeit von nur ein bis zwei Minuten ab
(Alvarez-Gonzales & Althaus, 1989; Parsons ef al., 2005). Umfangreiche Interaktom-Analyse

von PARP-1 und PARG, bei welcher weit iiber hundert bereits bekannte Interaktionspartner
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bestétigt bzw. neu identifiziert wurden (Isabelle et al., 2010), konnten zwar bisher keine direkte
Interaktion von PARP-1 oder PARG mit c-Abl nachweisen, jedoch kann bereits eine indirekte
Beeinflussung dieses rdumlich und zeitlich hochempfindlichen Systems zu dessen Destabili-
sierung fithren. Denkbar wire auch ein Einfluss der c-Abl-Aktivitit auf die Formation der PAR-
Ketten. Fahrer et al. (2007) konnten zeigen, dass Verzweigung und Linge der an die Proteine ge-
hefteten poly-Riboseketten zu unterschiedlichen funktionellen Folgen fithren kann. Da bisher un-
bekannt ist, unter welchen Bedingungen PAR linear oder verzweigt synthetisiert wird, bzw. ob
daran evtl. weitere Proteine auler PARP-1 selbst beteiligt sind, 1dsst sich schwer sagen, wie ein
Einfluss der c-Abl-Aktivitit hier aussehen konnte. Denkbar wiren c-Abl-abhingige Phospho-
rylierungsstellen an PARP-1 oder moglichen beteiligten Proteinen, welche funktionell wirksame

Konfomationsidnderungen induzieren.

Als einem der ersten und wichtigsten Interaktionspartner von PARP-1 wurden in der Arbeits-
gruppe bereits erste Untersuchungen von XRCC1 beziiglich dessen Aktivitdt und intrazellulédrer
Lokalisation in Abhéngigkeit von Imatinib durchgefiihrt. Erste Ergebnisse weisen darauf hin,
dass durch Bestrahlung die Phosphorylierung von XRCCI1 induziert wird. Diese Induktion
scheint durch Imatinib-Zugabe bei der Kultivierung der PBMC leicht verzogert zu sein.
Caldecott konnte in der eigenen Arbeitsgruppe und in Zusammenarbeit mit anderen Arbeits-
gruppen Co-Lokalisationen von XRCC1 und PAR als Folge von oxidativem Stress durch H,O,
oder UV-Strahlung nachweisen (Okano et al., 2003; El-Khamisy et al., 2003; Loizou et al.,
2004). In ersten Versuchen unserer Arbeitsgruppe konnte eine solche Co-Lokalisation nach
v-Strahlung bisher jedoch nicht gezeigt werden. Keil ef al. (2006) konnten im Zelllinienmodell
auch fiir PARG eine Interaktion mit XRCC1 nachweisen. PARP-1 spielt nicht nur eine zentrale
Rolle in der SSBR, sondern auch im short-patch-Signalweg der BER, in welchem es mit einigen
Schliisselproteinen wie DNA-Polymerase , DNA-Ligase III und XRCCI1 interagiert (Dantzer
et al., 2000; Schreiber et al., 2002, 2006). Somit scheint eine detailliertere Analyse der Inter-
aktionen und Aktivititen von PARP-1 und PARG diesen Schliisselproteinen und weiterer, mit
der SSB-Reparatur bzw. der BER assoziierter Proteine in Zusammenhang mit einer Imatinib-Be-

handlung sinnvoll zu sein. Hypothetische Uberlegungen dazu sind in Abb. 34 skizziert.
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Abbildung 34: c-Abl beeinflusst das Gleichgewicht der Aktivititen von PARP-1 bzw. PARP-2 und PARG
bzw. ARH3. In Folge von DNA-Stress dimerisieren PARP-1 und/ oder PARP-2 an Einzelstrangbriichen und poly-
(ADP-ribosyl)iert sich selbst und weitere nukleédre Proteine. Dies ist Voraussetzung fiir die Rekrutierung weiterer
DNA-Reparaturproteine an den Bruch. PARG und/ oder ARH3 spalten bereits kurz nach der Polymerisierung PAR
wieder von den Akzeptorproteinen ab. Die Hemmung von c-Abl durch Imatinib fiihrt zu einer Deregulation dieser

Prozesse.

5.6 Fazit und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Hemmung der Kinaseaktivitit von
c-Abl durch Imatinib eine gesteigerte Mutationsfrequenz in Ber-Abl-negativen Zellen induziert.
Womit belegt ist, dass nicht nur die Hemmung von Ber-Abl, sondern auch die Hemmung eines
physiologischen Targets von Imatinib einen wichtigen Einfluss auf die genetische Stabilitit hat.

Dies ist vor allem in Bcr-Abl-positiven Imatinib-resistenten Zellen von Bedeutung: neben dem
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Bcer-Abl-Transkript enthalten diese Zellen auch immer ein c-Abl-Transkript, wodurch die per se
durch die Ber-Abl-Aktivitdt erhohte Mutationsfrequenz durch die Hemmung der c-Abl-Kinase
noch weiter erhoht wird (Fanta er al, 2008; van der Kuip et al., 2004). Dies ist von hoher
klinischer Relevanz und unterstreicht die Wichtigkeit eines stindigen Screenings Imatinib-be-
handelter CML-Patienten und Bcer-Abl-positiver ALL-Patienten auf bereits vorhandene oder neu
auftretende Imatinib-Resistenzen. Bei Vorliegen einer solchen sollte unmittelbar Imatinib abge-
setzt werden. Zurzeit werden im regelméfigen CML-Monitoring nur Parameter beziiglich des
Krankheitsverlaufs und des Bcr-Abl-Status gepriift, erst bei dort auftretenden Ver-
schlechterungen wird eine Analyse von Mutationen in der Kinasedoméne von Bcr-Abl indiziert
(vergleiche: von Bubnoff & Duyster, 2010; Hughes & Branford, 2009). In einer Studie wurden
CML-Patienten iiber zwei Jahre zweimal jdhrlich auf Mutationen getestet (Khorashad et al.,
2008). Die Autoren kamen zu der Folgerung, dass ein Mutationsscreening fiir alle CML-
Patienten nicht 6konomisch ist, jedoch durchaus fiir alle CML-Patienten umsetzbar wire, die
noch Bcr-Abl-Transkripte aufweisen. In einem weitere Ansatz wurde ein regelméBiges
Screening mittels D-HPLC getestet, jedoch blieb hier die Frage nach der Spezifitit und der
Effektivitit offen (Ernst et al., 2008). Auf jeden Fall sollten Patienten insoweit aufgeklart
werden, dass sie unter Therapie moglichst ,,mutagene Situationen®, wie z. B. exzessives Sonnen-

baden und Rauchen vermeiden sollten.

In vorangegangenen Arbeiten konnte die Arbeitsgruppe bereits nachweisen, dass im Todes-
prozess, der durch Imatinib in Ber-Abl-positiven Zellen ausgelost wird, die PARP-Aktivitit eine
wichtige Rolle spielt (Moehring et al., 2005). Es ist somit nicht {iberraschend, dass auch die
c-Abl-Hemmung durch Imatinib dieses System beeintrichtigt. Daher wire es sicherlich von
Interesse, zu untersuchen, ob die Ribosylierung von Proteinen in Krankheiten mit dereguliertem
Abl verédndert ist, vor allem, da Ribosylierungsereignisse nicht nur im Kern, sondern auch in den
Mitochondrien stattfinden (vergleiche Ubersicht in Hakmé ez al., 2008). Mit den in dieser Arbeit
vorliegenden Ergebnissen konnte nun erstmals gezeigt werden, dass auch die Imatinib-induzierte
Hemmung der c-Abl-Aktivitit in Ber-Abl-negativen Zellen einen Einfluss auf die PARP- und/
oder die PARG-Aktivitdt hat. Gegenstand weiterer Untersuchungen ist daher die Kliarung bio-
chemischer Mechanismen und des Zusammenhangs der PARP-/PARG-Aktivitit mit der
Imatinib-vermittelten Verzogerung der SSBR. Zu klédren wire nun die Frage, ob diese Imatinib-
abhingige Erhohung PAR-positiver Zellen das Resultat einer Steigerung der PARP-1-Aktivitit
oder einer Hemmung der PARG-Aktivitit ist, oder ob weitere Faktoren hier eine Rolle spielen.

Zwar wurde neben PARP-1 auch fiir PARP-2 eine Funktion in der SSBR nachgewiesen, jedoch
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scheint PARP-2 nur zu einem sehr geringen Anteil von nicht mehr als 15 % fiir die poly-(ADP-
Ribosyl)ierung nach DNA-Schaden verantwortlich zu sein (Sallmann et al., 2000; Shieh et al.,
1998), womit die weit groBeren Unterschiede der Ribosylierung mit oder ohne Hemmung durch
Imatinib kaum zu erklidren wiren. Auch die Rolle von PARG wire zu verifizieren. Zu klédren
wire aulerdem, ob fiir die Abspaltung von PAR tatsichlich ausschlieBlich PARG verantwortlich
ist. Ebenso enzymatisch aktiv gegen PAR ist die ADP-Ribosylhydrolase 3 (ARH3), allerdings
weit weniger effizient als PARG (Oka et al., 2006). Die PARG-Aktivitdt von ARH3 wurde nur
in vitro nachgewiesen, es liegen bisher keine Informationen iiber die ARH3-Aktivitit bzw. deren

Effizienz im Kern lebender Zellen vor.

Neben der Klidrung der molekularen Mechanismen der c-Abl-Hemmung durch Imatinib und
deren Auswirkung auf die genetische Stabilitit ist nachdriicklich zu betonen, dass das vorrangige
Ziel der CML-Therapie die Heilung sein sollte, also die komplette Vernichtung des malignen
Klons, um die Imatinib-Behandlung zu verkiirzen. Eine langfristige, moglicherweise lebenslange
Therapie mit Imatinib ist nicht nur mit zum Teil unangenehmen Nebenwirkungen verbunden,
sondern kann durch die in dieser Arbeit beschriebenen Phinomene zu sekundidren Neoplasien
fiihren. Verschiedene Studien beschiftigen sich zur Zeit mit moglichen Ansidtzen, wie einer
initialen hochdosierten Imatinib-Therapie, das Einsetzen von Thyrosinkinase-Inhibitoren der
zweiten Generation als Erstlinien-Therapie oder der Kombination von Imatinib mit weiteren
Agenzien, v.a. Interferon o (zur Ubersicht vergleiche: Fava & Saglio, 2010). Innerhalb der
Arbeitsgruppe konnten Skorta ef al. (2009) nachweisen, dass die Kombinationstherapie von
Imatinib mit Cisplatin eine Moglichkeit sein konnte, hochselektiv die Sensitivitdt Bcr-Abl-

positiver Zellen gegen Chemotherapie stark zu erhohen.

Imatinib wird nicht nur in der Therapie der CML, sondern auch in der Therapie der GIST
(Gastrointestinale Stromatumore) und in der Bcr-Abl-positiven ALL (Akute Lymphatische
Leukédmie) eingesetzt. Indikator von GIST ist die Expression von c-Kit (alternative Bezeichnung:
CD117), welches hier neben dem PDGF-Rezeptor a (PDGFRa) als Ziel der Imatinib-Therapie
dient (Singer et al., 2002; van Oosterom et al., 2001; Sakurai et al., 1990). Wie bei der CML ist
auch bei GIST nach dem bisherigen Stand der Studien keine Heilung moglich, was auch hier
eine langfristige bis lebenslange Imatinib-Therapie bedeutet, bei welcher meist bereits nach zwei
bis drei Jahren Imatinib-Resistenzen auftreten (Ubersicht in: George & Trent, 2011). Inwieweit
die hier gefundenen Ergebnisse auch auf diese Erkrankungen iibertragbar wiren, wire sicherlich

von Interesse.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Die Einfithrung von Imatinib (Glivec®, Gleevec®, STI571) im August 2001 bedeutete einen ent-
scheidenden Fortschritt in der Therapie der Chronisch Myeloischen Leukimie (CML). Der
small-molecule-Inhibitor greift direkt die onkogene Bcr-Abl-Tyrosinkinase an, welche als ur-
sachliches Ereignis der Pathogenese der CML identifiziert wurde. Zwar hat sich Imatinib als
Goldstandard der Primirtherapie der CML etabliert, jedoch ist nach aktuellem Forschungsstand
keine Eliminierung des malignen Bcr-Abl-positiven Klons durch die Imatinib-Therapie moglich,
weshalb eine langfristige, moglicherweise lebenslange Imatinib-Behandlung der Patienten not-
wendig ist. In der Konsequenz ist es von groBem Interesse, die biologischen Effekte von

Imatinib auf physiologisch normale Zellen zu kldren.

In Vorarbeiten zu dieser Studie konnte die Arbeitsgruppe bereits zeigen, dass die Behandlung
mit Imatinib in Bcr-Abl-positiven Zellen zu einer Verminderung der Mutationsfrequenz nach
DNA-Schéadigung fiihrt. Im Rahmen dieser Arbeit konnte erstmals nachgewiesen werden, dass
die Behandlung nicht-kanzerogener primidrer humaner Lymphozyten (PBMC) und muriner
himatopoetischer Zelllinien (32D und BaF3) mit Imatinib die Mutationsraten nach DNA-
Schéddigung deutlich erhoht. Damit hat Imatinib in Ber-Abl-negativen Zellen den gegenteiligen
Effekt wie in Bcr-Abl-positiven Zellen. Somit wurde belegt, dass nicht nur die Hemmung von
Bcer-Abl durch Imatinib, sondern in Ber-Abl-negativen Zellen auch die Hemmung einer physio-
logischen Zielstruktur von Imatinib eine wichtige Rolle fiir die genetische Stabilitét spielt. Zur
Untersuchung, ob der Ber-Abl-unabhingige Effekt auf eine Hemmung der c-Abl-Aktivitédt durch
Imatinib zuriickzufiihren ist, wurden die Experimente zur Stress-induzierten Mutationsfrequenz
an genetischen c-Abl-Modellen durchgefiihrt. Hierfiir wurden c-Abl-knockout-MEFs (embryo-
nale Mausfibroblasten) verwendet, welche mit einer Wildtyp-Form von c-Abl bzw. einer Kinase-
defekten Variante retransfiziert wurden. Die Mutationsfrequenz nach DNA-Schéadigung ist in
Zellen mit Kinase-defektem c-Abl (MEF Abl-KD) im Vergleich zu den c-Abl-wt-Zellen
(MEF Abl-wt) signifikant erhoht, was bedeutet, dass die c-Abl-Aktivitit tatsdchlich von grofler

Bedeutung fiir die Aufrechterhaltung der genetischen Stabilitit ist.

Urséchlich fiir eine erhohte Mutationsfrequenz in Zellen konnen unterschiedliche Faktoren, wie
beispielsweise eine verdnderte Proliferation der Zellen, gestorte DNA-Reparaturmechanismen
oder eine verzogerte Induktion von Zelltod sein, welche dazu fiithren, dass die DNA-Schiaden
nicht oder nicht korrekt repariert und an die Tochterzellen weitergegeben werden. In dieser

Arbeit konnte in verschiedenen hidmatopoetischen Zelllinien gezeigt werden, dass weder die
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pharmakologische noch die genetische Hemmung der c-Abl-Aktivitdt einen Einfluss auf die
Zelltod-Induktion, Teilungsraten, Teilungsfihigkeit (Cloning Efficiency) und Zellzyklusver-

teilung der Zellen hat.

Um zu untersuchen, inwieweit Imatinib die Kinetik der DNA-Strangbruchreparatur nach Be-
strahlung beeinflusst, wurden alkalische Comet-Assays durchgefiihrt. Zwar konnte weder auf die
Induktion von Strangbriichen, noch auf konstitutive Strangbriiche vor Bestrahlung ein Einfluss
von Imatinib festgestellt werden, jedoch zeigte sich eine signifikante Verzogerung der DNA-
Strangbruchreparatur in Imatinib-behandelten Zellen. Diese Verzogerung konnte in hémato-
poetischen Zelllinien-Modellen und in primdren humanen Lymphozyten in analoger Weise
sowohl nach Behandlung mit Imatinib als auch mit Dasatinib, einem Abl-Inhibitor der zweiten
Generation, nachgewiesen werden. Unter Verwendung von Zelllinien-Modellen mit ver-
schiedenen c-Abl-Varianten konnte der Nachweis erbracht werden, dass dieser Effekt tatsdchlich
durch die Hemmung der c-Abl-Kinaseaktivitit verursacht wird: Die verzogerte Strangbruch-
reparatur konnte in Zellen mit Kinase-defektem c-Abl (MEF Abl-KD) ebenso gezeigt werden,
wihrend die Behandlung mit Imatinib keinen Effekt auf die Reparaturkinetik von Zellen zeigte,

welche eine Imatinib-resistente Variante von c-Abl (c-Abl T315I) exprimieren.

Unter alkalischen Bedingungen werden im Comet-Assay sowohl Doppel- (DSB) als auch
Einzelstrangbriiche (SSB) erfasst. Zur selektiven Analyse ausschlieBlich der DSB-Reparatur
wurde der Assay daher auch unter neutralen Bedingungen durchgefiihrt. Verglichen mit der
SSB-Induktion konnte zwar eine erwartungsgemall deutlich geringere Induktion von DSB nach
Bestrahlung festgestellt werden, jedoch zeigte Imatinib weder bei der Induktion noch bei der Re-
paraturkinetik der DSB einen Einfluss. Mit Hilfe zweier weiterer Methoden, der Pulsfeld-Gel-
elektrophorese und der Quantifizierung von y-H2AX, konnte bestiitigt werden, dass Imatinib
keine Auswirkung auf die DSB-Reparatur hat, sondern ausschlieflich eine Imatinib-abhéngige
Beeinflussung der SSB-Reparatur verantwortlich fiir die verzogerte Reparaturkinetik der Zellen

ist.

Umfangreiche Untersuchungen der molekularen Signalwege der DNA-Schadensprozessierung
zeigen, dass die Hemmung der c-Abl-Aktivitit keinen Einfluss auf den ATM-Chk2-p53- oder
den ATR-Chk1-Weg hat. Ein sehr frithes Ereignis in der Prozessierung der SSB-Reparatur stellt
die poly-(ADP-Ribosyl)ierung von Proteinen dar. Diese Protein-Modifizierung mit langen, ver-
zweigten poly-(ADP-Ribose)ketten (PAR) ist ein essentieller Bestandteil der SSB-Reparatur und
der base excition repair (BER). Synthese und Abspaltung von PAR werden vermittelt durch die
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Kinasen PARP-1 (Poly-(ADP-Ribose)-Polymerase 1) und PARG (Poly-(ADP-Ribose)-Glyko-
hydrolase). Diese Aktivitdt wurde anhand der Quantifizierung von PAR und der Bestimmung
des Anteils der Zellen, welche zu einem bestimmten Zeitpunkt PAR-positiv waren, bestimmt.
Zur Untersuchung moglicher Effekte der c-Abl-Hemmung durch Imatinib auf die poly-Ribo-
sylierung wurde zunichst eine Methode entwickelt, um PAR-Ereignisse auf Einzelzell-Ebene
nachzuweisen. Hierzu wurden die Poly-Ribosereste durch einen spezifisch gegen PAR ge-
richteten Antikorper markiert und mittels Fluorochrom-gekoppeltem sekundiren Antikorper de-
tektiert. Die Spezifitit dieser Methode konnte eindeutig nachgewiesen werden anhand des
kompletten Verlusts der Bestrahlungs-induzierten Ribosylierung nach Behandlung der Zellen
mit einem bekannten spezifischen PARP-Inhibitor (PJ34). Der Vorteil dieser Methode liegt
darin, dass durch die gleichzeitige Bestimmung des DNA-Gehalts in jeder Zelle die Ribo-
sylierungsereignisse in Abhingigkeit von der Verteilung im Zellzyklus analysiert werden
konnen. Anhand dieser Experimente konnte festgestellt werden, dass Imatinib-behandelte Zellen
sowohl konstitutiv als auch induziert durch y-Strahlung deutlich stirker poly-ribosyliert sind.
AuBerdem fiihrt die Bestrahlung zu einem gegebenen Zeitpunkt nur bei einem Teil der Zellen zu
Poly-Ribosylierung: Eine Subpopulation von Zellen, die sich vermutlich in der Ruhephase Gg
befindet, bleibt sowohl vor als auch nach Bestrahlung PAR-negativ. In der vorliegenden Arbeit
wurden damit erstmals Ribosylierungsereignisse vor und nach DNA-Schidigung in Zusammen-
hang mit der Verteilung im Zellzyklus gezeigt und zudem deren Abhéngigkeit von der Imatinib-
vermittelten c-Abl-Hemmung. Die Hemmung der Kinaseaktivitdt von c-Abl scheint somit zu
einem verzogerten Abbau von PAR zu fiihren, was entweder durch eine verminderte Aktivitit
des PARP-1-Gegenspielers PARG oder durch eine erhohte Aktivitit von PARP-1 selbst ver-
ursacht wird. Eine Storung des rdumlich und zeitlich eng modulierten Auf- und Abbaus von
PAR kann zu einer verlidngerten Interaktion von PARP-1 mit Reparaturproteinen der SSB-
Reparatur oder der BER fiihren, wie z. B. XRCC1 und DNA-Polymerase 3, und somit die

beobachtete verzogerte DNA-Schadensreparatur verursachen.

Im Rahmen dieser Arbeit konnten somit neue Erkenntnisse iiber den Einfluss von Imatinib auf
Bcr-Abl-negative Zellen gewonnen werden. Die hier gewonnenen in vitro-Daten deuten darauf
hin, dass eine lang andauernde Behandlung mit c-Abl-Inhibitoren mit einer gesteigerten Wahr-
scheinlichkeit sekundérer Neoplasien verbunden sein konnte. Trotz der hervorragenden Erfolge
der Imatinib-Behandlung bei CML-Patienten in chronischer Phase sollte deshalb die vollstindige
Elimination des malignen Klons das vorrangige Ziel der Behandlung Bcr-Abl-positiver

Leukédmien sein.
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7 SUMMARY

The launch of Imatinib (Glivec®, Gleevec®, STIS71) in August 2001 was an important
advancement in the therapy of chronic myeloid leukemia (CML). The small-molecule inhibitor
directly targets the oncogenic tyrosine kinase Bcr-Abl, which has been identified as the central
cause for the development of CML. Treatment with Imatinib is the gold standard in the therapy
of CML. However, taking the current state of research, an elimination of the malignant Bcr-Abl-
positive clone cannot be achieved by treatment with Imatinib. Thus, long-term or even lifelong
treatment of patients is necessary. As a consequence, it is of great interest to clarify the

biological effects of Imatinib on physiologically normal cells.

Previous studies of the group showed that Imatinib treatment of Bcr-Abl-positive cells leads to a
decreased mutation frequency following DNA damage. Within the scope of the present work,
evidence for significantly enhanced mutation rates after DNA damage in non-cancerogenic
primary human lymphocytes (PBMC) and murine hematopoietic cell lines (32D and BaF3) after
Imatinib treatment was obtained for the first time. Thus, Imatinib treatment of Bcr-Abl-negative
cells shows opposite effect compared to Ber-Abl-positive cells. It was therefore proven that the
Imatinib-related inhibition of Bcr-Abl as well as the off-target effects in Ber-Abl-negative cells
play an important role in the genetic stability. To determine whether an Imatinib-mediated
inhibition of c-Abl activity is responsible for effects independent of Bcr-Abl, genetic c-Abl
models were used to assess stress-induced mutation frequency. To this, we employed c-Abl-
knockout-MEFs (embryonic mouse fibroblasts), which were retransfected with wild type c-Abl
and a kinase-deficient form, respectively. After DNA damage, there was a significant increase in
mutation frequency in the kinase-deficient cells (MEF Abl-KD) when compared to the c-Abl
wild type (MEF Abl-wt) cells. Consequently, c-Abl activity is of great importance for the

maintenance of genetic stability.

Several factors can result in an increased mutation frequency in cells. Examples include altered
cell proliferation, impaired DNA repair mechanisms or a delayed induction of cell death. In the
latter case, DNA damage is not adequately repaired and passed to the daughter cells. In this
study, different hematopoietic cell lines were used to show that neither the pharmacological nor
the genetic inhibition of c-Abl activity has an influence on induction of cell death, division rate,

cloning efficiency and cell cycle distribution.

To investigate how far Imatinib influences the kinetics of DNA strand break repair after
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irradiation, alkaline comet assays were performed. Imatinib treatment of cells had no influence
on induction of strand breaks or constitutive strand breaks prior to irradiation. However, cells
treated with Imatinib exhibited a significantly delayed repair of DNA strand breaks. This delay
was shown in the same manner in hematopoietic cell line models and in primary human
lymphocytes, which were treated with Imatinib as well as with Dasatinib, a second generation
Abl-inhibitor. Cell line models with different forms of c-Abl were used to provide evidence that
this effect is caused by inhibition of the c-Abl kinase activity. The delayed repair of DNA strand
breaks was also seen in cells with a kinase-deficient form of c-Abl (MEF Abl-KD). But
treatment with Imatinib had no effect on the kinetics of DNA repair in cells that expressed an

Imatinib-resistant form of c-Abl (c-Abl T315I).

Double- (DSB) as well as single-strand breaks (SSB) are determined in an alkaline comet assay.
By applying neutral conditions, this assay can be modified to exclusively analyze DSB repair. As
expected, there was a significantly lower induction of DSB after irradiation when compared to
the occurrence of SSB. However, Imatinib did neither influence the induction nor the kinetics of
DSB repair. Both pulsed-field gel electrophoresis and the quantification of »-H2AX were used to
confirm that Imatinib does not affect DSB repair. Rather, the delayed repair kinetics are

exclusively caused by an Imatinib-dependent interference with SSB repair.

Extensive investigations of the molecular signaling pathways of DNA damage repair show that
inhibition of c-Abl activity does not affect ATM-Chk2-p53 or ATR-Chk1 signaling. Poly(ADP-
ribosyl)ation of proteins is an early event in the processing of the SSB repair. This modification
of proteins by addition of long and branched poly(ADP-ribose) chains (PAR) is an essential part
of the SSB repair and base excition repair (BER). Both the synthesis and the cleavage of PAR is
mediated by the kinases PARP-1 (poly(ADP-ribose) polymerase 1) and PARG (poly(ADP-
ribose) glycohydrolase). This activity was determined by quantification of PAR and the
percentage of cells, which were PAR-positive at a certain time. Possible effects of an Imatinib-
induced inhibtion of c-Abl on poly(ADP-ribosyl)ation were investigated. To this, a method for
the measurement of PAR events on a single-cell level was established. Poly(ADP-ribose)
residues were marked with a PAR-specific antibody and detection followed by means of a
fluorochrome-conjugated secondary antibody. The specificity of the method was proven
unequivocally by a complete loss of signal when a specific PARP inhibitor (PJ34) was applied
prior to irradiation-induced ribosylation. The advantage of this method is that the simultaneous
determination of the DNA content in every cell allows the analysis of ribosylation events in

correlation with cell cycle distribution. Based on these experiments it was found that in Imatinib-
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treated cells both the constitutive and the irradiation-induced poly-ribosylation are significantly
enhanced. Furthermore, irradiation does not result in poly-ribosylation of all cells at a certain
time: A subpopulation of cells, presumably those in the Gy resting phase, remain PAR-negative
before and after irradiation. Thus, a novelty of the work at hand lies in the correlation of
ribosylation events and cell cycle distribution before and after DNA damage. In this context, the
central role of the Imatinib-mediated inhibition of c-Abl could also be established. The inhibited
kinase activity of c-Abl seems to cause a delayed degradation of PAR. This is either caused by
decreased activity of the PARP-1 antagonist PARG or by increased activity of PARP-1 itself. A
disturbance of the spatially and temporally tightly modulated synthesis and degradation of PAR
may lead to a prolonged interaction of PARP-1 with proteins related to SSB repair or BER, e.g.

XRCC1 and DNA polymerase [, thus resulting in the observed delay in DNA damage repair.

The present study provides new insights into the impact of Imatinib on Bcr-Abl-negative cells.
The obtained in vitro data suggest that long-term treatment with c-Abl inhibitors may be
associated with an increased likelihood of secondary neoplasias. Despite the outstanding success
in Imatinib treatment of CML patients in the chronic phase, the complete elimination of the

malignant clone should be the primary goal of the treatment of Ber-Abl-positive leukemias.
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