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SUMMARY

2 SUMMARY

Chronic myeloid leukemia (CML) is induced by therBdl fusion protein. The Bcr/Abl

tyrosine kinase is the critical pathogenetic eventCML and therefore an ideal target for
therapy. Since 2001 Imatinib mesylate (GliVeGleeved"; STI571) is used as a therapeutic
and provides a method to treat CML patients, wigdhighly effective in inducing remissions in
chronic phase CML. However, complete eradicatiothef malignant clone by Imatinib is rare.
Therefore it is necessary to find new strategiest thlow a complete elimination of the
malignant Bcr/Abl positive clone. One strategy thiave this aim could be the combination of

Imatinib with chemotherapeutic agents such as &ispl

The results of the present work show that Imateribances sensitivity to Cisplatin selectively in
Bcr/Abl positive cells. Pulse-treatment of primgrsogenitor cells with 3 uM Imatinib for 16
hours had no significant effect on GM-CFU colonynfation of Philadelphia positive or
negative myeloid progenitors. This is also true fimatment of these cells with low dose
Cisplatin (1 uM) for 16 hours alone. Cisplatin cadis minimal non-significant decrease in total
number of colonies developed from Philadelphiatpesiand Philadelphia negative progenitors,
respectively. Co-treatment with Imatinib and Cisipldnad no further effect on normal myeloid
progenitors. In contrast, pulse-treatment of CD&lls from CML patients with the combination
of the 2 compounds for 16 hours produced a sigmfticdecrease in the overall number of
colonies. Furthermore, this Imatinib mediated densi in Bcr/Abl positive cells could be
further augmented by pre-treatment with the Mdmigonist Nutlin.

To characterize the extent of sensitivity to Ciiplaeached by pre-treatment with Imatinib, the
Cisplatin concentrations necessary for 50 % grawtitbition (Glsg values) of Bcr/Abl positive
cells pre-incubated with Imatinib were comparedchviitose observed in a panel of 28 different
cancer cell lines, including 3 testicular germ ¢ethor (TGCT) cell lines which are known to be
highly sensitive to Cisplatin. Remarkably, pre-treant of Bcr/Abl positive BaF3 cells with
Imatinibresulted in a Gb value comparable to that obtained for the mossitea TGCT cell
line in our panel, N-TERA. Hence, treatment of Bt/ positive cells with Imatinib renders
them exquisitely sensitive to the cytotoxic effeatisplatin.

Furthermore, the results of the present work shbat tmatinib treatment shifts the DNA
damage response upon Cisplatin from cell cyclesaterapid induction of mitochondrial cell
death. In the absence of Imatinib, Bcr/Abl positB@F3 cells responded to Cisplatin treatment
with a G2/M arrest. In contrast, pre-incubationhnlinatinib led to a significant decrease of the

percentage of cells in G2/M phase after additiorCaplatin at each time point investigated.

16



SUMMARY

Tracking of cell divisions by the membrane dye CHK8&boxyfluorescein succinimidyl ester)
demonstrated that Imatinib-mediated inhibition @f/Bbl led to a rapid onset of mitochondrial
outer membrane permeability (MOMP) as displayedadgss in TMRM fluorescence already
after a single cell division. This is in sharp gast to control cells treated with Cisplatin alone.
These cells accomplished the first cell divisiod arent into cell cycle arrest in G2/M phase in
the second division without significant inductionMOMP. In the absence of Imatinib, a small
percentage of the cells was even able to stathihe cell division already after 24 hours, again
without induction of MOMP. These results indicatattcombined treatment of Bcr/Abl positive
cells with Imatinib and Cisplatin leads to the intlan of a rapid cell death after one single cell
cycle division instead of arresting in G2/M phaB®OMP commonly results in cytochrome ¢
release and apoptosome-dependent caspase activagomn the induction of apoptosis.
Interestingly, however, the rapid cell death obednin Bcr/Abl positive cells treated with
Imatinib and Cisplatin seems to be completely irtejent of caspase activity, as the pan-
caspase inhibitor zZVAD-fmk had no effect in thes#lsc It has been reported that in addition to
the apoptosome-dependent pathway, mitochondribtleakth can also proceed independently of
caspase activation via release of factors teth&rdatie inner mitochondrial membrane (IMM)
such as apoptosis-inducing factor (AIF). In thespré work it could be demonstrated that
treatment of Bcr/Abl positive cells with Imatinilmé Cisplatin led to a translocation of AIF from

mitochondria to the nucleus within 16 hours whewects as a potent inducer of cell death.

One reason for the phenomenon that Imatinib treB@dAbl positive cells were not able to
arrest in G2/M phase may be an impaired ATM adtivatipon Cisplatin. Imatinib significantly
reduced ATM autophosphorylation upon Cisplatin tireant selectively in Bcr/Abl positive
cells. This was mirrored by the observation thaBaw/Abl positive, but not Bcr/Abl negative
cells, Imatinib strongly impeded Cisplatin-indugeldosphorylation of p53 on serine 15, a site
which is directly phosphorylated by ATM followingNDA damage. Importantly, pre-treatment
with Imatinib had only a minor effect on p53 protstabilization upon Cisplatin in these cells.

Active Bcr/Abl kinase led to an enhanced activatmnp53 as a transcription factor when
compared to the corresponding Bcr/Abl negative tenparts as shown by a forced induction of
the p53 downstream targeMdm2 and p21 mRNA and protein upon Cisplatin treatment.
However, inhibition of Bcr/Abl by Imatinib led to significant reduction of p53 transcriptional
activity. Both Mdm2 and p21 mRNA and protein-levels were significantly reducedon
Cisplatin treatment in Bcr/Abl positive cells inettpresence of Imatinib, whereas the same
treatment had no effect on p53 transcriptionalvégtin the Bcr/Abl negative cells. In contrast
to Mdm2 and p21, the proapoptotic p53 targefe, PUMA, and NOXA were constitutively
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highly expressed in non stressed Bcr/Abl positiad aegative BaF3 cells. In addition, these
genes were not further induced by Cisplatin treatngemonstrating that p53 had no effect on
these genes. Furthermore, Imatinib did not alter ékpression of these genes neither in the
presence nor in the absence of Cisplatin in Berf#dsitive cells. These results indicate that the
extensive cell death induction observed in Bcr/Abkitive cells treated with Imatinib and

Cisplatin is not due to a selective induction ajggoptotic genes by p53.

Despite of the reduced activity of p53 as a traption factor mediated by Imatinib, the data of
the present work demonstrate that p53 has an imqtordle for induction of hypersensitivity to

Cisplatin. p53 regulates cell death not only asaascription factor of many genes involved in
apoptosis but also acts as a proapoptotic proteinthe cytoplasm independent of its
transcriptional activity by binding to the anti-ggiotic proteins Bcl-x and Bcl-2 and promoting

BAX activation. A prerequisite for this function @53 is the localization in the cytoplasm,
which is mediated by loss of p53 phosphorylationserine 15, low Mdm2 levels, and FoxO3a
activation. All three mechanisms could be verified the present work. Therefore, these
mechanisms may contribute to the observed prederacumulation of p53 in the cytoplasm

upon treatment with Imatinib and Cisplatin.

In the cytoplasm the anti-apoptotic protein Bglirteracts with p53 and thereby prevents p53
from activating BAX and inducing MOMP. In additioit,is a common finding that malignant
cells with constitutively active tyrosine kinases/h high levels of Bcloxand concomitantly are
resistant to many DNA damaging agents. TreatmenBafAbl positive BaF3 cells with
Imatinib and Cisplatin led to reduced Bgldbevels. The role of Bclixwas demonstrated by the
finding that exogenous expression of Bglsignificantly attenuated the induction of MOMP in
Bcr/Abl positive cells treated with Imatinib andsplatin. As a result, AIF translocation was
completely abrogated in cells expressing exogenBukx,.. Consistent with the above
observations, transfection with Bcl-almost completely abrogated the induction of apsigtin
Bcr/Abl positive cells exposed to Cisplatin afterdtinib pre-treatment. Together, these findings
suggest that the downregulation of Bg¢lmay contribute to Cisplatin hypersensitive phepety

Inhibition of ATM alone was sufficient to preven2@®1 arrest. However, ATM inhibition did
not induce a hypersensitive phenotype comparabliab observed with Imatinib. Therefore,
dual inhibition of the ATM/p53 axis and reductiohBcl-x,. seems to be required for induction

of a hypersensitive phenotype.

The findings of this work may also be of great imipnce for other malignant diseases.

Deficiency of one or more signaling pathways inealin DNA damage response mechanisms is
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SUMMARY

a common finding in many tumor entities. Therefgrearmacological inhibition of one further
pathway may lead to a hypersensitive phenotypethaddy in the tumor compartment which is
comparable to that observed in the present workinbybiting ATM/p53-axis and Bclx

expression.
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3 ZUSAMMENFASSUNG

Fur die Pathogenese der chronisch myeloischen Ioeiek& CML) ist die onkogene
Kinaseaktivitat von Bcr/Abl essentiell. Aufgrund rd@atsache, dass Bcr/Abl selektiv in
malignen Zellen exprimiert wird und diese onkogé&wgeosinkinase kausal fur die CML ist, stellt
dieses Fusionsprotein einen hervorragenden Anguffkt flir eine zielgerichtete Behandlung
der Krankheit dar. Seit der Einfuhrung im Jahr 20€@id sich der Bcr/Abl-Tyrosinkinase-
Inhibitor Imatinib Mesylat (Glive®; Gleeved"; STI571) zum Goldstandard in der
Primartherapie der CML etabliert. Obwohl bisher@gdherapeutische Erfolge mit Imatinib bei
Patienten mit CML in chronischer Phase erzielt wardkonnten, ist nach aktuellem
Erkenntnisstand keine Eliminierung aller leukamesth Zellen durch eine Imatinib-
Monotherapie in Patienten moglich. Die Entwicklunguer Behandlungs-Strategien, die eine
vollstandige Heilung der CML erzielt, ist nach wigor von grof3er Bedeutung.
Erfolgversprechend kénnte die Kombination aus Inilatund anderen Medikamenten, wie zum

Beispiel Chemotherapeutika, sein.

In der vorliegenden Dissertation gelang erstmaky Nachweis, dass eine Behandlung mit
Imatinib zu einer Hypersensitivitdt gegenuber Gisipl fihrt sowohl bei murinen Bcr/Abl-
positiven Zellen als auch in primaren Philadelpbositiven Progenitor-Zellen aus CML-
Patienten, die in diesem Ausmalf bisher nicht beszdm wurde. Die Kombination aus Imatinib
und Cisplatin fuhrte bei Bcr/Abl-positiven Zelleru ziner extrem verstarken Induktion von
Zelltod, wahrend dieselbe Behandlung keine zusfitzii Effekte bei Bcr/Abl-negativen Zellen
hatte. Darlber hinaus konnte der durch eine Intd$platin-Behandlung vermittelte
Viabilitatsverlust durch eine zusétzliche Inkubatimit dem Mdm2-Antagonisten Nutlin weiter
verstarkt werden, sodass im Zellliniensystem est 180 %-iger Zelltod und bei priméren Zellen
eine fast komplette Hemmung der Koloniebildung iehtewurde. Interessanterweise ergab ein
Vergleich der Cisplatin-Sensitivitat der Bcr/Ablgtiven Zelllinie BaF3p185 in Anwesenheit
von Imatinib mit der von anderen Tumorzellliniergsd durch Imatinib in Bcr/Abl-positiven
Zellen eine Sensitivitat erreicht wurde, die veidiear mit der extrem sensitiven Hodenzelllinie
N-TERA war.

Zur Charakterisierung moglicher Ursachen dieserddygnsitivitat Imatinib-behandelter CML-
Zellen gegeniber Cisplatin, wurden zundchst moglidkterationen der Regulation des
Zellzyklusarrests nach Cisplatin-Behandlung untansu Cisplatin induzierte sowohl bei
Bcr/Abl-positiven als auch bei Bcr/Abl-negativen ll2a einen G2/M-Arrest. Durch die
Behandlung mit Imatinib kam es zu einem Verlust @%M-Arrests und zu einer schnellen
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Induktion von Zelltod bei Bcr/Abl-positiven Zellemghrend dieselbe Behandlung keinen Effekt
auf den Cisplatin-induzierten G2/M-Arrest bei BdolAegativen Zellen hatte. Darlber hinaus
konnte mittels einer Analyse der einzelnen Zellgatienen 24 h nach Cisplatin-Behandlung
gezeigt werden, dass Bcr/Abl-positive Zellen bereidch der ersten Zellteilung in der G2/M-
Phase arretierten und eine kleine Zellpopulati@nmutlich nach erfolgter Reparatur des DNA-
Schadens, ohne signifikanten Verlust der mitochiatelr Integritat, eine dritte Zellteilung

vollendet hatte. In Anwesenheit von Imatinib hingegvaren die Zellen nicht in der Lage in
G2/M zu arretieren. Vielmehr kam es bereits nach elsten Zellteilung zum Verlust der

mitochondrialen Integritat infolge von Cisplatin.

Es ist bekannt, dass es durch den Verlust des hatakialen Membranpotentials zur
Freisetzung von Cytochrom C aus dem Mitochondriumeh damit zu einem Caspase-abhangigen
Todesmechanismus kommt. Interessanterweise vedieimatinib/Cisplatin-induzierte Zelltod
bei Bcr/Abl-positiven Zellen unabhéngig von Caspaddeben Cytochrom C wird auch AIF aus
dem Mitochondrium freigesetzt, das in der Lage #inen Caspase-unabhangigen
Todesmechanismus zu induzieren. In der vorliegedaberit konnte gezeigt werden, dass es in
Bcr/Abl-positiven Zellen infolge einer Behandlungtnmatinib und Cisplatin zu einer AlF-

Translokation in den Zellkern und somit zur Indoktivon Zelltod kam.

Als madgliche Ursache fur den Verlust des G2/M-Atse&onnte eine verminderte ATM-
Aktivierung infolge einer Imatinib/Cisplatin-Behdndg selektiv bei Bcr/Abl-positiven Zellen
identifiziert werden. Die verminderte Aktivierun@iv ATM fuhrte zu einer Reduktion der p53-
Phosphorylierung an Serin 15 und zu einer leicReduktion der p53-Induktion nach Cisplatin-

Behandlung.

Die verminderte p53-Phosphorylierung an Serin Itfehgonsequenzen auf die durch zellularen
Stress hervorgerufene p53-Antwort, wobei es zureieeminderten transkriptionellen Aktivitat
von p53 kam. Dies konnte durch die reduzierte Esgom der p53-Zielstukturen, Mdm2 und
p21, sowohl auf RNA- als auch auf Proteinebenegigézverden. Im Gegensatz zu Mdm2 und
p21 waren die proapoptotischen p53-abhéngigen @em&AX, PUMA und NOXA bereits in
Abwesenheit von zellularem Stress hoch exprimied wurden durch eine Behandlung mit
Cisplatin nicht weiter induziert. Auch eine zusitfzé Behandlung der Zellen mit Imatinib hatte
keine Auswirkungen auf die Expression VBAX, PUMA und NOXA. Demnach hat p53 auch
keine transaktivierende Wirkung auf diese proapigitben Gene in diesem Zellsystem nach

einer Behandlung mit Cisplatin. Dies bedeutet, dati®e Funktion von p53 als

21



ZUSAMMENFASSUNG

Transkriptionsfaktor durch eine Behandlung mit limét in Bcr/Abl-positiven Zellen gestort

war.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte dennocheigeé werden, dass p53 fur den
hypersensitiven Phanotyp, der bei Bcr/Abl-positivéallen durch eine Imatinib/Cisplatin-
Behandlung induziert wird, eine entscheidende Refiielt. p53 hat neben seiner Funktion als
Transkriptionsfaktor im Zellkern auch im Zytoplasneane wichtige Zelltod-induzierende
Funktion. Im Zytoplasma ist p53 in der Lage dured Bindung an pro- und antiapoptotische
Proteine, unabhéngig von seiner transkriptionekdaivitat, BAX zu aktivieren und somit
Zelltod zu induzieren. Voraussetzung fir die Ausiupdieser Funktion ist eine Lokalisation von
p53 im Zytoplasma. In dieser Arbeit gelang der Nemik, dass p53 nach einer
Imatinib/Cisplatin-Behandlung  Bcr/Abl-positiver Zeh  grof3tenteils im  Zytoplasma
akkumuliert. Der p53-Export aus dem Zellkern wirdrmittelt durch eine verminderte p53-
Phosphorylierung am Serin-Rest an Stelle 15, deicle niedrige Mdm2-Proteinmenge und
durch die Aktivierung von FoxO3a. Alle drei Mechsmien konnten in dieser Arbeit
nachgewiesen werden. Demnach wird die rasche lmtukbn Zelltod durch zytoplasmatisches

p53 vermittelt.

Im Zytoplasma interagiert p53 mit dem antiapoptdten Protein Bcl-x wodurch eine
Aktivierung von BAX durch p53 und somit die Induki von Zelltod verhindert wird. Es konnte
gezeigt werden, dass es selektiv bei Bcr/Abl-pesiti Zellen nach einer Behandlung mit
Imatinib und Cisplatin zu einer signifikanten Retlok der Bcl-x-Expression kam. Diese
verminderte Expression von Bcl-Xuhrte wahrscheinlich zu einem Ungleichgewicht stahien
Bcl-x. und p53 zugunsten von p53, sodass vermehrt “frggB8 im Zytoplasma vorlag, das
dann in der Lage war, BAX zu aktivieren und einetoohondrialen Zelltod zu induzieren. Die
entscheidende Rolle der verminderten BclExpression fur den hypersensitiven Phanotyp
konnte dadurch belegt werden, dass eine exogene$&sipn von Bcl-x, die das Gleichgewicht
mit p53 wiederherstellte, ausreichend war, um derrldgét der mitochondrialen
Membranintegritat und die Translokation von AlF\&arhindern. Die Induktion von Zelltod bei
Bcr/Abl-positiven Zellen nach einer Imatinib/CispteBehandlung konnte dadurch signifikant

reduziert werden.

Somit konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt desr, dass fur die Induktion einer Tumor-
selektiven Hypersensitivitat gegenuber Cisplatin ezwSignalwege von entscheidender
Bedeutung sind. Durch die Hemmung des ATM/p53-Swegs sind Bcr/Abl-positive Zellen

nicht mehr in der Lage, in der G2/M-Phase zu areti. Darlber hinaus vermittelt eine
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Cisplatin-Behandlung in Anwesenheit von Imatinile dikkumulation von p53 im Zytoplasma
und eine gleichzeitige Reduktion der BgHxxpression, was zu einer massiven Induktion von
Zelltod flhrt.

Die Befunde dieser Arbeit kdnnten auch fir andewmdigne Erkrankungen bedeutend sein.
Aufgrund der Tatsache, dass bei vielen TumorenaBiggge der DNA-Schadensprozessierung
per se dereguliert sind, konnte die pharmakologiggekmmung eines weiteren Wegs zu einer
vergleichbaren Hypersensitivitat fihren, wie sievamliegender Dissertation nach Hemmung der
ATM/p53-Achse und der BclixExpression beobachtet wurde. Da bei normalen Zelierch
diesen pharmakologischen Eingriff lediglich ein Wgghemmt wuirde, der andere jedoch

weiterhin intakt ware, ware diese Hypersensitivitgihorselektiv.
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4 Einleitung

4.1 Chronisch myeloische Leukamie

Die chronisch myeloische Leukdmie (CML) ist einesdnige Bluterkrankung. Mit einer
jahrlichen Inzidenz von ein bis zwei Neuerkrankungeo 100.000 Einwohner kommt die
Krankheit in allen Altersgruppen vor, tritt jedoém Median zwischen dem 45. bis 55.
Lebensjahr auf. Manner sind dabei haufiger betrotils Frauen. Weltweit ist die Haufigkeit
weitgehend &hnlich ohne wesentliche regionale @&flenische Unterschiede (Schiffer al.,
2007).

4.1.1 Klinische Grundlagen der CML

Die chronisch myeloische Leukamie ist eine myelbfa@tive Erkrankung, die durch eine
klonale Veranderung der Hamatopoese charakterigertBei der CML kommt es zu einer
peripheren Leukozytose mit einer Ausschwemmung omgeher Zellen aller Reifungsstadien
und zu einer gesteigerten Myelopoese im Knochenmiade dreiphasige Krankheitsverlauf
beginnt mit der chronischen Phase und verlauft @eteandlung regelhaft Gber die akzelerierte
Phase in die Blastenkrise. Wahrend der meist maiggn chronischen Phase ist das klinische
Bild durch unspezifische Allgemeinsymptome, wie Mkeit, Gewichtsverlust oder
Leistungsabfall gekennzeichnet (Hochhatisal., 2004). Die Diagnose wahrend dieser Phase
wird bei mehr als der Halfte der Patienten im Rammen Routineuntersuchungen gestellt. Zu
den wichtigsten Diagnosekriterien gehort die Leykoage mit gehauftem Auftreten myeloischer
Vorstufen im peripheren Blut, Splenomegalie, Auttredes Philadelphia-Chromosoms oder des
Ber/Abl-Transkripts, sowie ein hyperzellulares Knochenmdagikn erhohter Anteil unreifer
Vorstufen im Blut und im Knochenmark ist charaldgsch fur die akzelerierte Phase. Dabei
kommt es zu einer Verschlechterung der Leukozytdgehéufig von einer Thrombozytopenie
begleitet wird. Der plotzliche Ubergang in die Béasrise ist durch einen Anteil vor80%
Blasten im peripheren Blut und im Knochenmark, sodarch blastare Infiltrate auf3erhalb von
Lymphknoten oder Milz gekennzeichnet (Hochhatial., 2004). Das mediane Uberleben unter
Therapie betragt in der Blastenkrise 3-9 Monate¢Biat al., 1999; Sawyerst al., 2002).
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4.1.2 Zytogenetische und molekularbiologische Grundlageder CML

Das zytogenetische Charakteristikum der CML ist Ehagadelphia-Chromosom, das aus einer
reziproken Translokation der langen Arme der Chremneen 9 und 22, t(9; 22)(q34; ql11),
resultiert. Die Bruchstelle liegt auf beiden Chr@omen im Bereich der GemreAbl (cellular-
Abelson leukemia virus) und Ber (breakpoint cluster region). Aus dem auf Chromosom 9
lokalisierten Protoonkogew-Abl (Westbrooket al., 1985), welches fiir eine Tyrosinkinase
kodiert, und denmBcr-Gen auf Chromosom 22 (Heisterkarapal., 1985) resultiert nach der
Translokation daf3cr/Abl-Fusionsgen (Grofferet al., 1984; Ben Nerialet al., 1986a;). Auf
Chromosom 9 liegt der Bruchpunkt stets oberhalb AlelsExons a2 (Rowleyet al., 1973),
wahrend die Lage des Chromosomenbruchs auf Chromagovariiert. Unabhangig von der
Lage des Bruchpunktes bilden die G&woe undc-Abl nach Chromosomentranslokation immer
eine transkriptionelle Einheit, die durch dger-Promotor reguliert wird (Shad#t al., 1991). Das
Resultat der Translation der 8,5 kb-mRNA ist imragr chiméares Bcr/Abl-Fusionsprotein mit
dysregulierter Tyrosinkinaseaktivitat (Melo, 1996a)

Die Assoziation der Krankheit mit einer definiertemytogenetischen Translokation
t(9; 22)(q34; q11) und die Aufklarung der molekelarPathogenese fuhrten schlie3lich zur

Entwicklung von Imatinib.

4.1.3 Imatinib Mesylat (Glivec®; Gleeved"; STI571)

Essentiell fur die Induktion der CML ist die kortative aktive Bcr/Abl-Tyrosinkinase (Druker
et al., 2002). Das onkogene Fusionsprotein bildet daihezneguten Angriffspunkt flr eine
zielgerichtete Behandlung der CML. Mit dem cheméthnhibitor Imatinib ist eine gezielte
Hemmung der Bcr/Abl-Tyrosinkinase-Aktivitdt moglicBie Substanz erhielt die Zulassung der
FDA (Food and Drug Administration) im Mai 2001 ierdVereinigten Staaten von Amerika und
der EMEA (European Medicines Evaluation Agency)Buaropa im November 2001 fur die
Behandlung der CML (Deinigest al., 2000; Drukeret al., 2001). Die Einfihrung von Imatinib
fuhrte zu einer grundlegenden Veranderung der CMbh&®dlung (Deiningeget al., 2004;
Guilhot et al., 2004). Heute wird Imatinib als Erstlinientherapei CML-Patienten empfohlen
(Peggst al., 2003).

Imatinib ist ein 2-Phenylaminopyrimidinderivat, daeversibel an die ATP-Bindedoméane von
Bcr/Abl bindet, wobei es zur Inaktivierung der Tgmkinase-Aktivitdt kommt. Imatinib bindet

an die inaktive Form der Kinasedomane, und induziamit eine Stabilisierung der inaktiven
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Konformation von Bcr/Abl (Schindlegt al., 2000).1n vitro fuhrt Imatinib in Bcr/Abl-positiven
Zellen zur Inhibition der Proliferation, zur Wietherstellung der Zellzykluskontrolle, zur
Induktion des Zelltods und zur Erhéhung der genké&a Stabilitdt Bcr/Abl-positiver Zellen
(Gambacorti-Passeriet al., 1997; Jonuleiét al., 1998; Oetzeét al., 2000; Jonuleigt al., 2000;
van der Kuipet al., 2004). Der therapeutische Einsatz von Imatinidanchronischen Phase der
CML fuhrt zu einer signifikanten Verlangerung deéintatologischen und zytogenetischen
Remissionen und der mittleren Uberlebenszeit (Letgal., 1990; Schindlegt al., 2000; Roy
et al., 2006).

In der Phase Il IRIS-Studie (International Randesai Study of Interferon and STI571) wurde
die Wirksamkeit von Imatinib (tagliche Dosis von04thg) mit der von konventionellen CML-
Therapieformen, wie Interferom- kombiniert mit Cytarabin bei Patienten mit neu
diagnostizierter CML in chronischer Phase verglithde nach Risikogruppe erreichten
insgesamt 76 —90 % der Patienten komplette zywiggeme Remissionen unter Imatinib-
Therapie, wahrend bei der friheren Erstlinientherapit IFN-o/Cytarabin nur 14 % der
Patienten komplette zytogenetische Remissionericktem (O'brienet al., 2003; Hehlmann
et al., 2007).

Imatinib wird als einer der wichtigsten Fortschaitin der Krebstherapie der letzten Jahre
bezeichnet. Jedoch ist nach derzeitigem Kenntmdstait Imatinib keine Heilung der CML
maoglich, da der maligne Klon durch Imatinib all@iicht eliminiert werden kann. Den Patienten
steht daher vermutlich eine lebenslange Therapirbalie nicht nur extrem kostspielig ist,
sondernd moglicherweise auch mit Langzeitkompld@gn verbunden ist. So fuhrt
beispielsweise eine Langzeit-Behandlung mit Imhtim Bcr/Abl-negativen Zellen durch die
Hemmung des physiologischen c-Abl zu einer veraégeDNA-Einzelstrangreparatur und zu
genetischer Instabilitat (Fanghal., 2008).

4.1.4 Aktivierung von Signalwegen durch Bcr/Abl

Die Expression des onkogenen Fusionsproteins BEfifiot zu verstéarkter Proliferation und zu
einer Transformation Bcr/Abl-positiver Zellen (Dwglet al., 1988; Nieborowska-Skorsleat al.,
1999; Sirarckt al., 1994). Die Veranderung zellularer Prozesse beuhtler konstitutiv aktiven
Bcr/Abl-Tyrosinkinase, die eine Vielzahl molekulargielstrukturen durch Phosphorylierung
aktiviert. Durch die Aktivierung von Signalwegenrkmt es zu einer verminderten Abhangigkeit

von Wachstumsfaktoren, zu einer erhéhten Prolif@natind gleichzeitig zu einer verminderten
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Induktion von Zelltod. Dazu gehodren Wege, die in dermalen Zelle, durch die Bindung von
Wachstumsfaktoren an die entsprechenden Rezeptikeviert werden, wie der Ras- (Sawyers
et al., 1995), PI3K/Akt- (Varticovsket al., 1991; Skorsket al., 1997), JAK/STAT- (Carlesset

al., 1996; Shuaeét al., 1996; llariaet al., 1996) und der NikB (Reutheret al., 1998) Signalweg.
Konsequenzen der konstitutiven Aktivierung der afiiprten Signalwege sind u.a.
Veranderungen der Aktivitat und der Genexpressimm Schlisselmolekilen, die einen direkten
Einfluss auf Uberleben, Wachstum und VerhaltenZidlen haben. Wahrend Bcr/Abl-negative
hamatopoetische Zellemn vitro einen Entzug von Wachstumsfaktoren nicht Uberleben
vermittelt die Bcr/Abl-Aktivitat in Bcr/Abl-positien Zelllinien das Uberleben und die
Proliferation der Zellen auch in Abwesenheit exageiVachstumsfaktoren. Weiterhin ist
bekannt, dass eine Inhibition der Expression BordAbl mittels antisense-Oligonukleotiden in
diesen Wachstumsfaktor-unabhéngigen transformieiédien zum Zelltod fiihrt, ohne dabei den
Zellzyklus zu alterieren (Bedtt al., 1994). Weitere Daten zeigen, dassitro in Abwesenheit
exogener Wachstumsfaktoren die Hemmung der Bcrkhseaktivitdt durch Imatinib fur die
Induktion des Zelltods in Bcr/Abl-transformiertenel@en ausreicht (Drukert al., 1996;
Gambacorti-Passeriet al., 1997).

Aktivierung von STAT durch Bcr/Abl

Bei der Entstehung der CML spielen die STAT (sigmansduction and activators of
transcription) -Transkriptionsfaktoren eine wiclatigRolle. Sie sind in vielen zellularen
Prozessen involviert, wie Zellwachstum, Differemaiey, Apoptose und Immunantwort. Die
Phosphorylierung und somit die Aktivierung von STAIRIrt zur Dimerisierung und schlie3lich
zur Translokation in den Zellkern. STAT-Transkrigpisfaktoren haben antiapoptotische
Funktionen (Sternberget al., 2004). Charakteristisch fiur Bcr/Abl-positive Z#ll ist die
konstitutive Phosphorylierung und Aktivierung vom/AT'l und STAT5, wobei nur STATS die
Hochregulierung antiapoptotischer Gene der Bcl-@ika induziert, u.a. Bcl-x (BH3
interacting domain death antagonist) und Al (Geskeral., 2000; Horitaet al., 2000;
Nieborowska-Skorsket al., 2002).

Aktivierung von NF-«B durch Bcr/Abl

Dem Transkriptionsfaktor NikB (nuclear factorB) werden Funktionen zugeordnet, die bei

der Regulation von Zellzyklus, Zelltod und der Immaatwort von grofRer Bedeutung sind
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(Karin et al., 1996). Die Aktivierung von NikB erfolgt Uber Zytokine und Wachstumsfaktoren,
virale und bakterielle Antigene, aber auch durcldatwven Stress. Eine konstitutive Aktivierung
von NF«B wurde in vielen Tumoren beobachtet und korrelnitt der Apoptose-Resistenz von
Tumorzellen. Die Aktivierung von NkB durch Phosphorylierung fuhrt zu dessen Transiokat
in den Zellkern, wo es seine Funktion als Trangiansfaktor austiben kann. Antiapoptotische
Zielgene von NReB sind u.a. Bcl-x, und die Proteine IAP1 (inhibitor of apoptosis 3P2
(inhibitor of apoptosis 2) und XIAP (inhibitors adpoptosis) (Karinet al., 2002). Die
Aktivierung von NFxB scheint bei Bcr/Abl-transformierten Zellen flrediumorbildung in
Mausen und fur die Transformation primarer Knocharkzellen notwendig zu sein (Reutleer
al., 1998). Der genaue Mechanismus der @i-Aktivierung in Bcr/Abl-positiven Zellen ist

bislang nicht vollstandig geklart.

Aktivierung von Ras durch Bcr/Abl

Die meisten Tumore weisen Veranderungen im RasaBigrg auf, der ein wichtiger Regulator
des Zellwachstums ist (Khosravi-Feral., 1994; Campbelkt al., 1998; Khosravi-Faket al.,
1998). Dies hat eine erhohte zellulare Proliferatimd verstarktes Uberleben von Tumorzellen
zur Folge (Downwardet al., 2003). In Bcr/Abl-positiven Zellen ist der RagySalweg
konstitutiv aktiv. Eine Inhibition dieses Signalvesgverhindert die Transformation muriner
Knochenmarkzellen durch Bcr/Abl (Sawyestsal., 1995). Die Verbindung zwischen Bcr/Abl
und dem Ras-Signalweg wird durch das Adapterpro@ip2 (Growth factor receptor-bound
protein 2) vermittelt. Grb2 bindet an Sos (son efenless), bildet dadurch eine Bindungsstelle
fur Ras und induziert somit dessen Aktivierung. Zribindet gleichzeitig an den
phosphorylierten Tyrosinrest von Bcr/Abl an Amines&i 177. Mutationen an dieser Stelle
verhindern die Bindung von Grb2 und somit die Aidiung von Ras (Pendergast al., 1993;
Puil et al., 1994).

Aktivierung des PI13-K/Akt-Signalwegs durch Bcr/Abl

Auch der PI3K/Akt-Signalweg ist bei vielen Tumorkonstitutiv aktiv (Vivancoet al., 2002;
Luo et al., 2003). Der PI3K (Phopsphatidyl-inositol-3-Kinasiynalweg reguliert eine Vielzahl
zellularer Prozesse. Dazu gehoren Uberleben, Bralibn, Differenzierung, Adhésion,
Metabolismus und Motilitat (Frumaret al., 1998) der Zellen. Die Aktivitat dieses Signalwegs

ist fur die Bcr/Abl-vermittelte Transformation vaol3er Bedeutung (Varticovski al., 1991).
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Der Einsatz pharmakologischer Inhibitoren (LY294008d Wortmannin) des PI3K-Wegs
kombiniert mit Imatinib in Bcr/Abl-positiven Zellefiihrt zur Induktion von Apoptose (Klejman
et al., 2002). Bei der Aktivierung des PI3K/Akt-Wegs d&r Tyrosinrest an Position 177 von
Bcr/Abl involviert. Durch die Rekrutierung des Gr@ab2-Komplexes an Bcr/Abl Tyrosin 177
kommt es zur Bindung von PI3K an Gab2 (GRB2-assediainding protein 2) und somit zur
Aktivierung von PI3K. Unter den vielen Substratesr 13K spielt die Serin/Threonin-Kinase
Akt eine wichtige Rolle. Aktiviertes Akt reguliegine Reihe von Substraten, was sich wiederum
auf Zellwachstum, Uberleben und Suppression vonpfgse auswirkt (Datta SB al., 1999).
Zu den Substraten von Akt gehort u.a. die FoxO-ildasse der forkhead transcription factors
(FoxO1, FoxO3a und FoxO4) (Brunet al., 1999; Burgeringet al., 2003). Akt-vermittelte
Phosphorylierung fuhrt zur Relokalisierung von Fox@3 Zytoplasma und damit zu deren

Inaktivierung als Transkriptionsfaktoren.

Weitere Studien haben gezeigt, dass die FoxO-Ret®i der CML eine wichtige Rolle spielen.
Durch die Bcr/Abl-Transformation kommt es durch #@nstitutiv aktive PI3K zur Inhibition
der FoxO3a-Aktivitdt und somit zur Retention vonxB&a im Zytoplasma (Ghaffariet al.,
2003; Komatsuet al., 2003). Durch die dauerhafte Aktivitat der PI3KtAka Bcr/Abl kommt
es sowohl in murinen Bcr/Abl-positiven Zellen alsch in primaren CML CD34Zellen zu
einer erhdhterskp2-Expression, was wiederum zu einer verstarktenepsmimalen Degradation

und somit zu einem verminderten FoxO-ProteinletibHf (Andreuet al., 2005).

4.2 Effekte von Bcr/Abl infolge von DNA-Schadigung

In der CML kommt es durch die Expression des onkegeFusionsproteins Bcr/Abl zur
Deregulation zellularer Prozesse. Lokalisiert imtapyasma, fuhrt die konstitutiv aktive
Tyrosinkinase zu einer erhéhten Proliferation und Hemmung von Zelltod Bcr/Abl-positiver
Zellen. Die onkogene Tyrosinkinase ist in der Latje,zellulare Antwort auf DNA-Schadigung
infolge von Bestrahlung und Therapeutika zu modetie und damit CML-Zellen resistent
gegenuber genotoxischem Stress zu machen (Peneera 2007). Durch die Inhibition
proapoptotischer Proteine (BAX (Bcl-2—associategrgtein) und BAD (Bcl-2-Antagonist of
Cell Death)) und gleichzeitiger Induktion antiapmcher Proteine, wie Bclxand Mcl-1

(Myeloid cell leukemia sequence 1), schitzt Ber/Atdligne Zellen vor dem Zelltod. Infolge
von zellularem Stress sind CML-Zellen demnach dudik aktive Tyrosinkinase vor der
Induktion von Zelltod geschitzt (Oetzet al., 2000; Skorski, 2002). Bcr/Abl stimuliert

29



EINLEITUNG

Reparatur-Signalwege wie HRR (homologous recomiminak repair), NHEJ (non-homologous
end joining) und NER _(cleotide excision repair) indem es die Expressiod damit die
Aktivitat von DNA-Reparaturgenen (DNA-PK, Pol-betmyd Rad51) moduliert (Deutsehal.,
2001; Skorski, 2002). Genotoxischer Stress fuhrtBier/Abl-positiven Zellen zu einem
verlangerten S- and G2/M-Arrest (Bedflial., 1995; Niebrowska-Skorsle al., 2006), aufgrund
einer verstarkten Stimulierung der ATR (Ataxia Tgecstasia and Rad-3
related)/CHK1(Checkpoint-Kinase 1)-Achse (Goldbetrgl., 2004; Niebrowska-Skorslet al.,
2006) und Phosphorylierung von cdc?2 (cell divisigule 2) (Bediet al., 1995).

Um die Mechanismen zu verstehen, die Bcr/Abl indolgn zellularem Stress moduliert, ist das
Wissen uber c-Abl, das physiologische Homolog vam/Abl, hilfreich. c-Abl ist eine nicht-
Rezeptor-Tyrosinkinase, die sowohl im Zytoplasma alch im Nukleus lokaliert ist. Infolge
von DNA-Stress kommt es zur Aktivierung von c-Abipbei es zu einer Translokation in den
Zellkern und dort zur Interaktion mit nuklearen inen kommt, die bei der Erkennung von
DNA-Schaden, Regulation von Zelltod, Zellzyklusatreind DNA-Reparatur involviert sind.
Bekannt ist, dass es zu einer direkten Interaktewischen c-Abl und ATM (Ataxia
Telangiectasia Mutated) und somit zur Phosphomytigrund Aktivierung von c-Abl durch ATM
nach DNA-Stress kommt (Shafmas al., 1997, Baskararet al., 1997). Weiterhin wurde
demonstriert, dass c-Abl mit p53 interagiert untledalie Tetramerisierung und somit die DNA-
Bindungskapazitat von p53 stimuliert (Nt al., 2000). c-Abl ist auch indirekt an der
Aktivierung von p53 beteiligt, indem es die p53-Agbnisten Mdm2 (murine double minute 2)
und MdmX (murine double minute X) phosphoryliertdusomit deren inhibitorische Wirkung
auf p53 hemmt (Sionoet al., 2001; Zuckermaret al., 2008). Aufgrund der Beobachtungen,
dass auch Bcr/Abl nach einer Behandlung mit Etap@Bierov et al., 2004) und nach einer
Behandlung mit Imatinib (Vignest al., 2001) in der Lage ist in den Zellkern zu trangcen,
ist es sehr naheliegend, dass c-Abl und Bcr/Abimitgelt durch ihre Gberlappende Homologie,

auch im Zellkern mit den selben Proteinen intenagie

4.3 p53

Der Tumorsuppressor p53 wurde im Jahr 1979 entdgekie & Crawford1979; Linzer &
Levine 1979; DelLeet al., 1979. Aufgrund der Tatsache, dass die meisten Tumeafekde im
p53-Signalweg aufweisen, gehort p53 heute zu denmstmantersuchten Genen in der

Krebsforschung. p53 ist ein Schllsselprotein mibrever Bedeutung bei der Regulation der
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zellularen Reaktion auf DNA-Schadigung, wie Zellmgkontrolle, Induktion von DNA-
Reparatur (Morrist al., 1996; Tanakat al., 2000; Tanret al., 2002) und Zelltod (Lane, 1992,
Hartwell & Kastan 1994). Es kann davon ausgegangen werdes, di@ag-unktion des p53-
Systems in allen Tumoren gestért ist. Bei Uber 581 Tumore fihren somatische Mutationen
zu einer Inaktivierung des Tumorsuppressors (Fhetsal., 2006). In anderen Tumoren ist der
p53-Weg durch die veranderte Expression von Codfait oder p53-Antagonisten gestort.
Beispielsweise fuhrt eine erhéhte Akkumulation d@&s3-Antagonisten Mdm2 zu einem
verstarkten p53-Export aus dem Zellkern ins Zytepla und somit zur Degradation von p53
(Hauptet al., 1997). Eine reduzierte Expression der p53-Codfakt ASPP1 und ASPP2 ist eine
weitere Ursache fir eine reduzierte proapoptotidehektion von p53 (Samuels-Lest al.,
2001).

In der chronischen Phase der CML treten p53-Mutatiosehr selten auf (Ahugt al., 1991;
Feinsteinet al., 1991; Lanzeet al., 1995), sodass diese Erkrankung charakterisieduisch die
Expression von Wildtyp-p53. Allerdings ist das @System auch bei der CML verandert. Der
p53-Antagonist Mdm2 wird in CML-Zellen in Abhangigik der Bcr/Abl-Kinaseaktivitat erhoht
exprimiert (Gotzet al, 2001). Der Grund flr eine verstarkte Mdm2-Expassn Bcr/Abl-
positiven Zellen ist eine erhdhte Expression degigéns La. Dabei spielt La als Mdm2-
Regulator bei der Translation von Mdm2 eine positRolle (Trottaet al., 2003). Mdm2
reguliert Uber einen negativen Riuckkopplungsmeanmans den Tumorsuppresor p53. Mdm2
bindet p53 im N-terminalen Bereich direkt in demafsaktivierungs-Domane (Momastial.,
1992; Chenet al., 1996; Hauptet al., 1996) und beeinflusst demnach seine transkriptien
Aktivitat (Oliner et al., 1993; Wadgaonkar & Collins, 1999; Thettal. 1997). p53 fuhrt zur
transkriptionellen Aktivierung delsldm2-Gens und damit zu einer Mdm2-Akkumulation (Barak
et al., 1993; Wuet al., 1993). Gleichzeit ist Mdm2 am Abbau von p53 bgieiMdm2 ist eine
E3-Ligase und fuhrt durch die Ubertragung von Ulligesten an p53 zu dessen Degradation
durch das Ubiquitin-Proteasom-System (Kubbutit al., 1997; Hauptet al., 1997).
Interessanterweise wird in CML-Zellen gleichzeip§3 selbst vermehrt rekrutiert (Stoklosta
al., 2004; Goldbergt al., 2004), vermutlich vermittelt durch die konstitgi Aktivierung des
PI3K-Wegs durch Bcr/Abl (Baet al., 2005). Somit kommt es in Bcr/Abl-exprimierenden
Zellen, trotz der erhdhten Menge an Mdm2, letztliNletto zu einer gesteigerten p53-
Akkumulation.
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4.3.1 p53 als Transkriptionsfaktor im Zellkern

Wahrend die Akkumulation von p53 im Zellkern undnsioseine transkriptionelle Aktivitat in
Abwesenheit von zellularem Stress durch den p5&dartisten Mdm2 reguliert wird, fuhrt eine
Vielzahl von Stresssignalen zur Aktivierung des {i5&8nskriptionsfaktors (Vogelsteiet al.,
2000; Senguptat al., 2005; Levineet al., 2006). Infolge von DNA-Stress kommt es zur
Aktivierung von zahlreichen Kinasen, wie ATM, ATRhdi DNA-abhangiger Proteinkinase.
Diese Kinasen aktivieren p53 durch Phosphorylieiom@\-terminalen Bereich, wobei Serin 15,
Serin 20 und Threonin 18 hier von besonderem lssersind, da sich diese Reste in oder nahe
der Mdm2-Bindungsstelle befinden (Shettal., 1997; Unger, 1997). Die Phosphorylierung von
Serin 15 vermindert beispielsweise die Mdm2-Bindangp53, sodass eine Ubiquitinierung und
somit Degradation von p53 infolge von genotoxisch&tness verhindert wird. Die p53-
Ubiquitinierung ist wohl fir dessen Abbau eine dwichtigsten posttranslationalen
Modifikationen. Dabei spielen vor allem die Lysiste 370, 372, 373, 381, 382 und 386 im
C-terminalen Bereich eine grof3e Rolle (Rodrigeteal., 2000, Nakamurat al., 2000; Guet al.,
2001). Neben Phosphorylierung und Ubiquitinierungdvwp53 auch durch Acetylierungen und
Sumoylierung als Folge von genotoxischem Stresdtrpaskriptionell modifiziert, wodurch
Stabilitat, Lokalisation, DNA-Bindung und transkigmelle Aktivitat von p53 moduliert werden
(Gu und Roeder, 1997; Meek, 1999; Gostatsa., 1999; Rodrigueet al., 1999).
Histonacetyltransferasen, wie CBP/p300 und PCAFdninp53 im N-terminalen Bereich und
fuhren zur Ubertragen von Acetylgruppen (Efal., 1999). Die Bindung der Acetyltransferasen
wird dabei begunstigt durch Phosphorylierungen p68 im N-terminalen Bereich (Sakaguchi
et al., 1998). Ahnlich wie Ubiquitin wird SUMO-1 (smalbiguitin-like modifier 1) tibertragen
(Appella & Anderson, 2001).

Nach Induktion von p53 nach DNA-Schadigung bindet @ranskriptionsfaktor direkt an die
Promotoren p53-abhangiger Gene, wobei es sowohAktivierung als auch zur Repression der
Transkription dieser Gene kommen kann. Bisher kemnbereits mehrere Hundert p53-
abhangige Gene identifiziert werden (Cawlyal., 2004). Die p53-Antwort auf zellularen
Stress ist von der Art der Schadigung und vom yellibhéngig. Wahrend Stimulus X p53-
abhangigen Zelltod induziert, kann Stimulus Y zwB4abhangigen Zellzyklus-Arrest fuhren.
Stimulus Z kann wiederum in verschiedenen Zelltypenterschiedliche Reaktionen in
Abhangigkeit von p53 ausldsen (Towral., 2006). Eine plausible Erklarung fur Stimulus- und
Zelltyp-spezifische p53-abhangige Reaktionen iagsdp53 verschiedene Gruppen von Target-
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Genen, abhangig vom Stimulus reguliert, und sonmet zellulare Antwort unterschiedlich
ausfallt (Ubersicht in Murray-Zmijewskd al., 2008).

Die Bindung an Response-Elemente seiner Zielgamesamit seine Transaktivitat, ist abhangig
von der Struktur und Konformation von p53, und wiah vielen Faktoren beeinflusst (¢tal .,
2003). Posttranslationale Modifikationen an p53 wighophorylierung, Methylierung,
Acetylierung und Ubiquitinierung alterieren nichairndie Stabilitat, sondern auch die DNA-
Bindungsaffinitdt von p53 (Appellat al., 2001; Vousden, 2002; Luet al., 2004; Guet al.,
2004; Chuikowt al., 2004; Bodeet al., 2004; Kruseet al., 2008; Tanget al., 2008).

Neben posttranslationalen Modifikationen an p53emaguch p53-Co-Faktoren Einfluss auf die
Transaktivitdt von p53 und somit auf die Expresgp®3-abhéngiger Gene. Dazu gehdren die
Proteine ASPP1Ankrin repeats SH3 domains and a Poly Prolinend ASPP2Ankrin repeats
SH3 domains and a Poly Proli@¢ der ASPP-Familie, die die p53-Bindung an dieADéiurch
direkte Interaktion mit dem N-Terminus von p53 mteéern, und somit die Transkription
apoptotischer Gene induzieren (Samuels-&teal., 2001). Eine Inhibition dieser Proteine durch
IASPP, einem weiteren Mitglied dieser Familie, tuFwlglich zur Hemmung der Apoptose
(Bergamaschét al., 2004).

4.3.2 p53 als proapoptotischer Faktor im Zytoplasma

Noch vor einigen Jahren glaubte man, dass die tmukon Zellzyklus-Arrest und Zelltod
durch p53 nur aufgrund der Transaktivierung Zellagkregulatorischer bzw. proapoptotischer
Gene stattfindet. Interessanterweise findet in mancZellen p53-abhangiger Zelltod statt, der
aber von der p53-Transaktivitat unabhangig istgeheet al., 1997; Ohteet al., 1997; Sariret

al., 1997). Damit p53 seine proapoptotische FunktmnZytoplasma ausiben kann, muss es
zunachst aus dem Zellkern ins Zytoplasma trangieajewo es durch Protein-Protein-
Interaktionen den mitochondrialen Zelltod moduli&érmittelt wird die p53-Translokation von
verschiedenen Signalen. So erfolgt die Regulatempéd3-Lokalisation durch Mdm2. Niedrige
Mdm2-Level fihren zu einer Mono-Ubiquitinierung vpd3 und somit zur p53-Translokation
ins Zytoplasma, wahrend héhere Mdmz2-Level p53 piiigtuitinieren, was zur Degradation von
p53 fuhrt (Liet al., 2003). Zusatzlich wird die Lokalisation durch @&3-Phosphorylierung des
Serin-Restes an Stelle 15 reguliert (Zh&gKiong, 2001). Da diese Phosphorylierungsstelle
innerhalb des nukledaren Export Signals (NES) vo8 [pggt, fihrt eine Phosphorylierung zu
einem verminderten Export und folglich zu einer #9&umulation im Zellkern. Die

Translokation von p53 kann zusatzlich von FoxO3amittelt werden. Durch direkte Bindung
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von FoxO3a an p53 wird die Tetramerisierung von péfindert. Dies fuhrt dazu, dass die
NES von p53 nicht verdeckt ist, wodurch es zu eiwerstarkten p53-Akkumulation im
Zytoplasma kommt (Yoet al., 2006).

Reguliert wird die Induktion von Zelltod durch p58n Zytoplasma vor allem durch
Interaktionen zwischen p53 und anti- und proapagtben Proteinen der Bcl-2-Familie. Die
Einteilung der Bcl-2-Familienproteine leitet sianisader Anzahl der &-2-homologen Doméanen
(BH) ab, aus denen sie bestehen. Insgesamt egistteBH-Doménen, BH1-4 (Kuwareh al.,
2003). Generell gilt, dass in Anwesenheit aller 4-Bomanen, die Proteine antiapoptotische
Funktionen aufweisen. Dazu gehoren die Proteine2B8Btl-x, und Mcl-1. Proteine mit weniger
als vier BH-Doméanen sind proapoptotisch. Proapdgatbé Proteine kdnnen weiter eingeteilt
werden in BH123-Proteine, wie BAX und BAK, und irHBnly Proteine, wie Bid (BH3
interacting domain death antagonist), Bim (matureeB), BAD und PUMA (p53 upregulated
modulator of apoptosis). Die Aufgabe der BH-onlgteme, die nur eine BH-Domaéane tragen, ist
die Aktivierung der BH123-Proteine. Diese aktivieneach zellularem Stress BAX und BAK
und es kommt zum Verlust des mitochondrialen Mempogentials (MOMP = mitochondrial
outer membrane permeabilization) (Legtal., 2002; Kuwanat al., 2002).

Momentan existieren zwei Hypothesen, wie zytopldmolaes p53 komplett unabhéngig von
seiner Transaktivitdt zum Zelltod fuhren kann. Edex Hypothesen wird vobouglas Green
(San Diego, USA) vertreten. In seinem Modell werden proapoptotischen Proteine BAX und
BAK konstitutiv im Zytoplasma exprimiert. Die Akierung von BAX und BAK, d.h.
Formation von BAX/BAX-Homodimeren oder BAX/BAK-Hetdimeren, kann auf
unterschiedliche Weise ablaufen. tBid (truncated)Bst in der Lage, durch direkte Bindung,
BAX und BAK zu aktivieren, wahrend Bim und BAD imdkt zur Aktivierung fuhren, indem
BAD das Bcl-x-gebundene Bim ,befreit* und dieses dann BAX undkBa&ktivieren kann. Ein
weiterer direkter Aktivator von BAX ist aber auch3 p53 wird im Zytoplasma durch die
Bindung an zytoplasmatischdcl-x, inaktiviert. Infolge von DNA-Schadigung akkumuliert
auch PUMA im Zytoplasma und ,befreit* p53 vdtl-x., indem es aufgrund seiner hdoheren
Affinitat statt p53 anBcl-x,. bindet. Freies p53 ist dann in der Lage BAX undKBAu
aktivieren. Nach deren Aktivierung inserieren diéig@mere in die &uf3ere mitochondriale
Membran, wobei es zur Bildung von transmembranemerPdkommt. Der Verlust des
mitochondrialen Membranpotentials infolge der Pbrelung fuhrt schlie3lich zur Freisetzung

mitochondrialeProteine.

Dass p53 proapoptotische Funktionen im Zytoplasmsiilat, wird vonMoll et al. (1998)
bestatigt. Diese Hypothese besagt jedoch, dassmomalrialeBcl-x, - oder Bcl-2p53 direkt an
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die dulRere Mitochondrienmembran rekrutiert, wolsgatentes ,BH3-only“-Protein wirkt und
so Zelltod induziert. Diesemp53-abhangige Zelltod auch kann interessanterwaiseh
unabhangig von BAX und PUMA ablaufen (Wokf al., 2008). Dabei fuhrt p53 selbst zum
Verlust des mitochondrialen Membranpotentials. Dasache, dass nur Wildtyp-p53 in der
Lage ist an Bcl-x zu binden, erklart, dass p53-Mutanten nicht inldege sind, mitochondrialen

Zelltod zu induzieren.
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4.4 Zielsetzung der Arbeit

Es ist seit langem bekannt, dass die Aktivitat fiesdie CML verantwortlichen Onkogens
Bcr/Abl eine Resistenz gegentber zytotoxischen tauaksn verursacht. In der vorliegenden
Arbeit sollte geklart werden, inwieweit die Imabanduzierte Hemmung von Bcr/Abl einen
Einfluss auf die Sensitivitat von CML-Zellen aufrggoxischen Stress hat. Des Weiteren sollte
untersucht werden, ob die Kombination aus Imatimid geringen Mengen des zytotoxisch
wirkenden Zytostatikums Cisplatin eine effizienteBtrategie zur Behandlung der CML
darstellen konnte als die momentan in der Klinikofésierte Imatinib-Monotherapie. Da eine
Heilung der CML mit Imatinib allein nicht moglictsti musste die Therapie wahrscheinlich
lebenslang fortgefihrt werden. Da Imatinib nicht mlie onkogene Tyrosinkinase Bcr/Abl,
sondern auch das bei der zellularen Antwort aubtgeischen Stress wichtigen c-Abl hemmt,
sollten die Effekte von Imatinib vergleichend jelgen Bcr/Abl-positiven und —negativen Zellen
untersucht werden. Fokussiert wurde dabei in etstee auf mdgliche Einflisse der Imatinib-
induzierten c-Abl bzw. Bcr/Abl-Hemmung auf die Ftiok des p53-Systems und der p53-
abhangigen Regulation von Zellzyklus-Arrest bzwlltdd nach Cisplatin-Behandlung.

Im Einzelnen sollten folgende Fragen bearbeitetiemr

. Welchen Einfluss hat Imatinib auf das Langzeitiddseh von priméren Philadelphia-
positiven und —negativen hamatopoetischen Stamemgeddlie fir kurze Zeit mit geringen
Dosen Cisplatin behandelt wurden?

. Welche Konsequenzen hat die Hemmung der Bcr/Alk lozAbl-Aktivitat durch Imatinib
auf die Regulation des Zellzyklusarrests nach @ispBehandlung in Bcr/Abl-positiven
und —negativen Zellen?

. Welchen Einfluss hat Imatinib auf die Induktion vgelltod nach Cisplatinbehandlung bei
Bcr/Abl-positiven und -negativen Zellen?

. Welche molekularen Auswirkungen hat die Hemmung BorAbl auf die p53-Antwort
nach Cisplatin-induziertem zellularem Stress?

. Welche Mechanismen des Cisplatin-induzierten Zaditaverden eingeleitet bei Bcr/Abl-

positiven und -negativen Zellen in An- und Abwesahkion Imatinib?
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5 MATERIAL UND METHODEN

5.1 Zellkultur

5.1.1 Kulturmedium und Zuséatze

Fur die Kultivierung aller eukaryotischer Zelllimevurde RPMI 1640 Medium mit den unten
aufgefuhrten Supplementen verwendet.

RPMI 1640 Medium Biochrom AG, Berlin

500 ml wurden supplementiert mit:

10% (v/v) FCS (,Foetal Bovine Serum?) Gibcagrisruhe

0,1 g/l Penicillin/Streptomycin Gibco, Kartlée

10 mM HEPES (2-(4-Hydroxyethyl)-1-

piperazinyl)ethanolsulfonsaure), pH 7,4 MeiRkyrmstadt

2 mM L-Glutamin Biochrom AG, Berlin
0,13 mM L-Asparagin Serva, Heidelberg

0,05 mMpB-Mercaptoethanol Merck, Darmstadt
1 mM Natriumpyruvat Gibco, Karlsruhe

3 ml 100 x nicht-essentielle Aminosauren Broch AG, Berlin

Der Zusatz des Wachstumsfaktors miL3 (rekombinantesrines Interleukin-3) zum
Kulturmedium erfolgte bei der Kultivierung d&cr/Abl-negativen murinen Zelllinie BaF3 in
einer Konzentration von 1 ng/ml. Auf3erdem wurde i1 ng/ml) Bcr/Abl-positiven und

Bcr/Abl-negativen Zellen bei Versuchsansatzen imrugresetzt.

Verwendete Zytokine
Recombinant Murine Interleukin-3 (mIL3) StrathmaBiotech AG, Hannover
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5.1.2 Verwendete Zelllinien

In dieser Arbeit wurden die in Tabelle 1 aufgeféhrielllinien verwendet.

Tabelle 1: Auflistung der verwendeten Zelllinien

Name Beschreibung, Herkunft Bcr/Abl
Status
BaF3 murine-Pra-B-LymphozytenIin?e -
BaF3p185 durch Transfektion der BaF3- Zellen mit dem Vektor +
a

pSLXBcr/Abl (McWhirteret al., 1993) entstandene Linie
BaF3p185sTI- | durch Selektion der Zelllinie BaF3p185 mit Imatirmib +
R 6-2-T315I Abwesenheit von mIL3 entstandene Zelllinie
32Dp210-wt | durch Transfektion von 32D-Zellen mit dem retroleéraVektor +

Migp210-wta hergestellt
BV173 humane CML-Blasten, DSMZ-Nr.: ACC 20 Ph
K562 humane CML-Blasten, DSMZ-Nr.: ACC 10 Ph'

®pbr.J. Duyster, Technische Universitat Miinchen

Die Cisplatin-Sensitivitat der Zelllinien BaF3 uBdF3p185 wurde in An- und Abwesenheit von

Imatinib getestet und mit einem Panel von 28 Tumltimien verglichen. Das Referenz-

Zelllinienpanel bestand aus folgenden Zelllinien:

MCF7, MDA MB 361, MDA MB 157, MDA MB 134, MDA MB 13, MDA MB 330,
OVCARS8, UACC 893, OVCARS5, SKOV3, H12.5, ADR RES,RGV1, OVCAR4, OVCARS,
A2780, 210EP, MDA MB 436, N-TERA-2 cl.D1, K562, LAAB4, BT20, Meg01, A549,

H1299, NCI-H460, NCI-H23 und A427.
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5.1.3 Kultivierung der Zellen

Die Kultivierung der verwendeten Zelllinien erfadgtinter sterilen Bedingungen bei 37°C und
5% CQ. Alle 2-3 Tage wurden die Zellen an einer stererkbank und unter Verwendung
steriler Geratschaften subkultiviert. Semiadharétglen mussten zunachst mit Trypsin/EDTA

vom Boden der Zellkulturflasche abgel6st werden.

Zellkulturflaschen Corning, USA

Sterile Pipetten Corning, USA

6-, 96-well-Platten Greiner Bio-One, Frickenhausen
15 ml Polypropylenréhrchen, konisch Greiner BineQFrickenhausen
50 ml Polypropylenréhrchen, konisch, FALCON Becmickinson, USA
Trypsin/EDTA Gibco, Karlsruhe
SterilbankLaminAir HB2472 Heraeus, Hanau

COs-Inkubator Heraeus, Hanau
GM-CSFLeukomax Novartis Pharma, Nurnberg

5.1.4 Trypan-Blau Ausschluss-Féarbung

Die Bestimmung der Zellzahl und Viabilitdt der £gll erfolgte mit Hilfe einer Neubauer-
Zahlkammer unter dem Mikroskop. Dabei wurdenull@er Zellsuspension mit 9d einer
Trypan-Blau-Farbelosung (Trypan-Blau 1:10 in PBSgrmwischt. Trypan-Blau ist ein
Vitalfarbstoff, der nur tote Zellen anfarbt, da @ber einen aktiven Transport aus dem
Zellinneren lebender Zellen ausgeschlossen wird. Zzihl der ungefarbten Zellen wurde dann

zur Bestimmung der Lebendzellzahl herangezogen.

Zellzahl Zellzahl
X Verdiinnung x 0 =
Anzahl der ausgezéhlten GroR3quatrate ml
Trypan Blau 0,5% (w/v) Biochrom AG, Berlin
Neubauer-Zéhlkammer Roth, Karlsruhe
Mikroskop Zeiss, Jena
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5.1.5 Kryokonservierung und Auftauen der Zellen

Die in Kultur gehaltenen Zellen wurden durchschiclit nach zwei Monaten durch
kryokonservierte Zellen ersetzt, um das Auftreteendajischer Veranderungen durch
Selektionsprozesse wahrend der Kultur zu minimieDe@ Konservierung erfolgte bei -196°C in
flussigem Stickstoff.

Fur die Lagerung wurden die Zellen in einer Koneian von 1-2 x 19ml in einer eiskalten
Lésung aus DMSO:FCS (1:10) aufgenommen und sofoKryo-Rohrchen Gberfihrt, um die
Vitalitdt der Zellen nach dem Einfriervorgang zuhaten. Eine spezielle Einfrierbox
gewahrleistete eine graduelle Abkihlung auf -80b€riNacht. Anschlie3end wurden die Kryo-
Roéhrchen in flissigem Stickstoff gelagert.

Das Auftauen konservierter Zellen erfolgte im Wasad bei 37°C und durch sofortiges
Uberfiihren der angetauten Suspension in 10 ml RP8A0 Medium. Direkt im Anschluss
wurden die Zellen durch Zentrifugation (5 min, 3)ORT) pelletiert und in frischem Medium
aufgenommen. Die Zellen wurden Uber Nacht im Bhutsek kultiviert und am darauf

folgenden Tag noch einmal mit frischem Medium vegto

Dimethyl Sulfoxid (DMSO) Sigma, Taufkirchen
1,8 ml CryoTubg Nalgene Nunc International
5100 Cryo 1°C Einfrierbox ,Mr. Frosty’ Nalgehunc International

5.2 Kultur von primarem Zellmaterial

Das fur die Versuche verwendete primére Zellmdtenar von der Ethik-Komission der

Landesarztekammer Baden-Wirttemberg unter dem A&ielmen 035-06-f genehmigt worden.

5.2.1 Isolation mononukle&rer Zellen Gber Ficoll-Dichtegradienten Zentrifugation

Knochenmark- oder Blut-Proben, frisch aus Patieet@mommen, wurde zun&achst mit sterilem
PBS verdunnt. Diese Zellsuspension wurde vorsicimtigin 50 ml Polypropylene Réhrchen
(FALCON) pipettiert, das bereits 25 ml Ficoll-Selpdisung enthielt. Die Trennung der
mononukledren Zellen (MNC) von den roten Blutzellgrd den polynuklearen Zellen mit einer
Dichte von > 1,077 g/cihgelang durch 25-minitige Zentrifugation bei 300(RjT, ohne

Bremse). Die MNC sammeln sich als Interphase diidier der Ficoll-Schicht an. Diese
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Interphase wurde abgenommen, in ein frisches SBatylpropylene Réhrchen tberfiihrt und mit
PBS verdunnt. Die Zellsuspension wurde erneut gagiert (10 min, 300 g, RT), anschlieRend

gezahlt und dann fur weitere Anwendungen herangazog

,BIOCOLL Separating Solution' (Ficoll) Biocbm AG, Berlin
50 ml Polypropylen Réhrchen, konisch; BLUE MAX FALCON Becton Dickinson, USA
Rottana/S Zentrifuge Hettich, Tuttlingen
PBS (0,27M NacCl, 0,005 M KClI, 0,015 M bH#PO: x H20, Biochrom AG, Berlin

0,003M KHPOy)

5.2.2 Isolation hamatopoetischer CD34-exprimierender MNC

Mit Hilfe des ,MACSCell Isolation Kit® wurden CD3#xprimierende (CD33Zellen aus
aufgereinigten MNC isoliert. Dies schloss sich klirean die Ficoll-Dichtegradienten
Zentrifugation an. Das System beruht auf einertp@si Selektion von CD34 Zellen. Diese
werden Uber einen Hapten-konjugierten Primarandédrund einen mit ,Micro-Beats'
gekoppelten Anti-Hapten Antikorper indirekt mageebi markiert und kénnen dadurch Uber ein
magnetisches Feld von den ubrigen Zellen getrenetden. Die Separation wurde nach

Anleitung des Herstellers durchgefihrt.

,MACS CD34 Progenitor Cell Isolation Kit' Milten Biotec, Bergisch Gladbach
,Magnetic Cell Separator VarioMACS' Miltenyi 8tiec, Bergisch Gladbach
,MACS positive selection columns' Miltenyi Biet, Bergisch Gladbach

5.2.3 Kultivierung von primérem Zellmaterial

Die aus Patientenmaterial isolierten hamatopoetis€®D34-MNC wurden in einer Dichte von
0,5 x 16/ ml in StemPro-34 SFM Complete Medium mit StemB4oNutrient Supplement in
Anwesenheit von hIL3 (10 ng/ml), G-CSF (200 ng/r&l).T3 (5 ng/ml), 2 mM L-Glutamin und

Penicillin-Streptomycin kultiviert.

StemPro-34 SFM Complete Medium Life Technologies,, Gaithersburg, MD
StemPro-34 Nutrient Supplement Life Technologies., Gaithersburg, MD
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Verwendete Zytokine
Humanes GM-CSF (,Granulocyte-Macrophage Colony

Stimulating Factor), LEUCOMAX® 150 Novartis Blhma GmbH, Nurnberg
Humanes G-CSFGranulocyte Colony Stimulating Facty Roche, Mannheim

Neupogen

Humanes Interleukin-3 Novartis Pharma Gmbkirrierg
FLT3-Ligand RDI Research Diagnostics, Inc., USA

5.2.4 Colony Forming Unit (CFU)-Assay

Der CFU-Assay bietet die Moglichkeiten der Kultiieag hdmatopoetischer Zellemvitro. Das
Prinzip beruht darin, das Wachstum des angestreK@onietyps durch den Zusatz der
erforderlichen Wachstumsfaktoren zum Grundmediunidzdern. Mittels dieses Assays wurde
das Differenzierungspotential hAmatopoetischer &hibgr-Zellen quantitativ bestimmt.

Nach der Behandlung wurden Philadelphia-positivikeAeund normale myeloische Progenitor-
Zellen in 250 pl Medium, das 0,3 % Agar enthielifggnommen und in einer 6-well Platte
ausplattiert. Uberschichtet wurde diese Agarschichit Medium, das die humanen
Wachstumsfaktoren G-CSF (200 ng/ml) und IL3 (10mp/enthielt. Die einzelnen Versuche
wurden als Dreifachbestimmung und steril durchgefiidach einer Inkubation von 14 Tagen

bei 37 °C wurde die Anzahl der Kolonien unter demkrigskop ermittelt.

Mikroskop Zeiss, Jena

5.3 Behandlung der Zellen

5.3.1 Auslben von genotoxischem Stress

Die Induktion von genotoxischem Stress erfolgtecudie Behandlung der Zellen mit dem
Chemotherapeutikum Cisplatirtig-Diaminodichloroplatinum (11)). Direkt nach Aufnalemin
die Zelle kommt es zur Aktivierung von Cisplatinasd erst dann in der Lage ist
Quervernetzungen mit der DNA und Proteinen ausdahil Cisplatin wurde wenn nicht anders
angegeben in einer Konzentration vophd eingesetzt.

Neben Cisplatin wurde auch Etoposid zur Induktiam zellularem Stress verwendet. Dabei

wurden die Zellen mit einer Konzentration von 2 [Ekdposid behandelt.

Cisplatin (1 mg/ml) Apotheke RobertsBb-Krankenhaus, Stuttgart
Etoposid (10 mg/ml) Apotheke RobertsBim-Krankenhaus, Stuttgart
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5.3.2 Inhibition der Bcr/Abl-Tyrosinkinase

Um den Einfluss der Kinaseaktivitat von Bcr/Abl alas p53-System und die Aktivitat von p53
als Transkriptionsfaktor nach genotoxischem Stmassuntersuchen, wurde im Rahmen der
vorliegenden Arbeit der selektive Inhibitor Imabniverwendet. Imatinib wurde in einer
Konzentration von 3M verwendet und immer 2 h vor Cisplatin-Behandlzngegeben. Geldst
wurde Imatinib in DMSO:HKO (1:1) und als Stamml&sung (10 mg/ml) bei -20°@gext.

Imatinib (Imatinib Mesylat, STI57 IGleevec, Gleevec) Novartis, Schweiz

5.3.3 Inhibition des PI3K-Signalwegs

Der Inhibitor LY294002 (2-(4 Morpholinyl)-8-phenyiH-1-benzopyran-4-one) wurde zur
Inhibition des PI3K-Signalwegs eingesetzt. Bei L¥Q02 handelt es sich um einen
synthetischen Inhibitor, der auf Basis des Bioflasids Quercetin entwickelt wurde (Vlahets
al., 1994). Die Stamml6ésung (50 mM) wurde durch Léden Substanz in DMSO hergestellt.
Eingesetzt wurde LY294002 in einer Konzentration 26 M.

LY 294002 Calbiochem, USA

5.3.4 Inhibition der ATM-Aktivitat

Der Inhibitor KU-55933 wurde zur Hemmung der Aktéitivon ATM eingesetzt. KU-55933 ist
nur in der Lage Wildtyp-ATM zu hemmen, wahrend rattes ATM nicht gehemmt wird. ATM
spielt bei der DNA-Schadenserkennung eine wichiRgle und wird in Folge von DNA-
Schadigung durch Autophosphorylierung aktivierte Bubstanz wurde in DMSO geldst und
eine Stammldsung von 4 mg/ml hergestellt. 2 h vigplatin-Behandlung wurden die Zellen mit
einer Konzentration von 1M KU-55933 behandelt.

KU-55933 Calbiochem, USA
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5.3.5 Inhibition von Calpain

Eine mdgliche Abhangigkeit des Zelltods von Calciumrde in der vorliegenden Arbeit mit

dem Inhibitor PD 150606 analysiert. Bei PD 1506Ghdelt es sich um einen spezifischen
Calpain-Inhibitor, der gegen Calcium-BindungssteMen Calpain gerichtet ist. Calpain ist eine
Protease, die in Anwesenheit von Calcium in ihreldre Untereinheiten zerfallt, und somit

aktiviert wird. PD 150606 wurde zur Herstellungegistammldsung (20 mM) in DMSO gel6st.

Eingesetzt wurde die Substanz in einer Konzentratam 20 uM.

PD 150606 Calbiochem, USA

5.3.6 Calcium-Hemmung

Mittels eines spezifischen Calcium-Antagonisten FHA-AM) wurde zusatzlich untersucht ob
die Induktion des Zelltods durch Calcium vermittelird. Hierfir wurden die Zellen mit
BAPTA-AM behandelt. Die Substanz wurde in DMSO gelgstammiésung 10 mMyund in
einer Konzentration von 5 pM eingesetzt.

BAPTA-AM Biomol, USA

5.3.7 Induktion von p53

Der Mdm2-Antagonist Nutlin-3 wurde in der vorlieglam Arbeit zur Analyse p53-abhangiger
Einflisse auf die Zellen in An- und Abwesenheit \ganotoxischem Stress eingesetzt. Nutlin-3
induziert die Akkumulation von p53, indem es dieR&ip53 Interaktion hemmt (Vassilet

al., 2004). Die Bindung von Mdm2 an p53 fuhrt zu eihehibition der transkriptionellen
Aktivitat von p53 und p53-Stabilitat. Somit verurka eine Nutlin-3-vermittelte Inhibition der
Mdm2-p53 Interaktion eine Akkumulation von p53. MBehandlung der Zellen mit Nutlin-3
erfolgte in einer Konzentration von 10 uM. Fur dierstellung der Stammlésung (20mM)
wurde die Substanz in DMSO geldst.

Nutlin-3 Cayman Chemical, USA
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5.4 Untersuchung der Zellen mit Hilfe des Durchflusszydmeters

Das in der vorliegenden Arbeit verwendete Durclghysometer kann 5 optische Parameter
gleichzeitig messen: Vorwartsstreulicht (forwardssra FSC), Seitwartsstreulicht (sidescatter,
SSC) und drei verschiedene Fluoreszenzspektratiere(FL 1-3). Die Auswertung der

Rohdaten erfolgte mit Hilfe der Software CellQuest.

Fluorescense Activated Cell Analyzer ,FACScan' Becton Dickinson, USA

Laser:

15 mWw, 488 nm, luftgekihlter Argon-lonen Laser

Detektoren/Filter:

530 nm (FITC)

585 nm (PE/PI)

650 nm (dunkelrote Fluoreszenz)

CELLQuestwm Software Becton Dickinson, USA

5.4.1 Nachweis friher Apoptose tber Annexin V-Féarbung

Apoptotische Zellen weisen bereits im frihen Stadicharakteristische Veranderungen der
Zellmembran auf. Es kommt unter anderem zur Expositdes Membranphospholipids
Phosphatidylserin an die Zelloberflache, das inugdsn Zellen nur an der Innenseite der
Zellmembran vorkommt. Diese Eigenschaft apoptoé@schellen wird bei der Annexin V-
Farbung genutzt. AnnexinV, ein ~ 35 kD gro3es*@nhangiges Phospholipid-Bindeprotein
mit einer hohen Affinitat fir Phosphatidylserinel$itdaher in fluoreszenzmarkierter Form (z.B.
Fluoreszein-Isothiocyanat (FITC)) eine geeignetend®o fir apoptotische Zellen dar. Der
prozentuale Anteil apoptotischer Zellen in der zmtewsuchenden Population kann dann
durchflusszytometrisch Uber die Bestimmung der FpoGSitiven Zellen ermittelt werden. Die
Farbung der Zellen erfolgte nach Angaben des Hexnste

Pro Probe wurden etwa 5 x>1Bellen fiir die Annexin V-Farbung verwendet. Zurgiolvurden
die Zellen pelletiert, einmal in kaltem PBS undre@ in Annexin V-Bindepuffer gewaschen,
und erneut pelletiert. AnschlieBend wurden die eéfelin 100ul Farbeldosung (5% (v/v)
Annexin V-FITC, 2,5% (v/v) Propidiumiodid (P1)-Lésg (Stammlésung: 20g/ml) bzw. 2,5%
(v/v) Annexin V-Alexa) resuspendiert, fir mindestebO0 min im Dunkeln inkubiert und mit
Annexin V-Bindepuffer auf 50Ql aufgefullt. Die Zellen konnten direkt am
Durchflusszytometer analysiert werden.
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Annexin V-FITC BD PharMingen, USA
Annexin V-Alexa Roche, Mannheim
Annexin V Bindepuffer (10 x) BD PharMingddoSA
PBS Biochrom AG, Berlin

5.4.2 Nachweis spater Apoptose/Nekrose uber Pl-Farbung

Bei den in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimemtede in Kombination mit der Annexin V-
FITC-Farbung zusatzlich eine Farbung mit dem Vatddstoff P1 (pro Test: 2,pl einer 50ug/ml
Pl-Farbel6ésung) durchgefiihrt. Pl dringt in Zelleit stark geschadigten Membranen ein und
farbt somit spat-apoptotische oder nekrotischeezekin. Diese kdonnen dann lber die rote
Fluoreszenz im Durchflusszytometer von den vitalggllen bzw. von Zellen im frihen

Apoptosestadium unterschieden werden.

Propidiumiodid Stammldsung (1 mg/ml) Sigmauyfkirchen

5.4.3 Nachweis von Zelltod mittels TMRM

TMRM ist ein nicht-toxischer Farbstoff, der dem KNaeis von Veranderungen des
Membranpotentials von Mitochondrien dient. Aufgruseiner positiven Ladung akkumuliert
TMRM in negativ geladene Mitochondrien mit intakterMiembranpotential. Beim

Zusammenbrechen des mitochondrialen Membranpolenk@mmt es zur Freisetzung von
gespeicherten Anionen und somit auch zur Freisgtaton TMRM (Elmoreet al., 2004).

Lebende Zellen kdnnen so von nicht-vitalen Zellewetschieden werden. Die Zellen wurden
mit TMRM (50 nm) versetzt und fir 20 min bei 37 i@ Brutschrank inkubiert. Anschlie3end
wurden die Zellen pelletiert und in PBS aufgenommieie Messung erfolgte mit Hilfe des

Durchflusszytometers.

TMRM (Tetramethylrhodaminmethylester Perchlorat) Molecular Probes, USA
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5.4.4 Nachweis von Zellviabilitat mittels Calcein-AM

Um genaue Untersuchungen des Zelltods durchzufiihvarden die Zellen mit Calcein-AM
behandelt. Es handelt sich dabei um eine Zellitalsknalyse, die den Nachweis der Calcium-
Abhangigkeit bei der Induktion von Zelltod ermdglicCalcein-AM ist, nach Aufnahme in die
Zelle, in der Lage, Calciumionen im Zytoplasma mden, und damit die Induktion von Zelltod
zu verhindern. Die resultierende Grunfluoreszeneggit die Vitalitat der Zellen wieder, sodass
eine durchflusszytometrische Ermittlung toter Zellenoglich ist. Fir die Herstellung der
Calcein-AM-Stammlosung (1,6 mM) wurde die Substamz DMSO gel6st, und in einer

Konzentration von 1,6 uM fur die Zellviabilitdtsdyse eingesetzt.

Calcein-AM Molecular Probes, USA

5.4.5 Zellzyklus-Analyse

Die Analyse des Zellzyklus erfolgte durch Messumg @NA-Gehalts. Im Verlauf der Apoptose
findet internukleosomale DNA-Fragmentierung stattl wie Zelle verliert nach Permeabilisierung
der Zellmembran die DNA Fragmente durch DiffusiBn.kdnnen apoptotische Zellen von normalen
Zellen durch ihren verminderten DNA-Gehalt untersdan werden. Durch Farbung der DNA mit Pl
wurde der DNA-Gehalt bestimmt. Dabei lagern apaptbe Zellen weniger Farbstoff ein als nicht-
apoptotische Zellen in der G1-Phase. Man sprictiha®é von Sub-G1-Zellen.

Die Zellen wurden zunachst pelletiert und in kalté/20°C) 70%-igem Ethanol unter vortexen
fixiert, und dber Nacht bei 4°C inkubiert. Am naehs Tag wurden die Zellen vorsichtig
abzentrifugiert (1000 g, 5 min) und mit 1 ml PI-Béldsung versetzt. Die Farbeldésung setzte sich
zusammen aus 5d Pl (Stammlésung: 1 mg/ml), 10 RNase A und 95QI 1% Glucose in PBS.
Der DNA-Gehalt der Zellen konnte am Durchflusszy&ten nach einer 10-minudtigen Inkubation im

Dunkeln gemessen werden.

Ethanol Merck, Darmstadt
Propidiumiodid Sigma, Steinheim
Glucose Sigma, Steinheim
RNase A Qiagen, Hilden
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5.4.6 CFSE-Proliferationsanalyse

Die Proliferation der Zellen wurde mittels einer &HE-Farbung analysiert. CFSE
(carboxyfluorescein succinimidyl ester) ist einenmbeangdngige Substanz, die intrazellular
fluoreszierend wird und Uber die Estergruppe kavadm zytoplasmatische Proteine bindet. Die
Zellfunktion wird dabei nicht wesentlich beeintréigh(Lyons, 2000). Bei einer Zellteilung wird
das CFSE gleichmalig auf die Tochterzellen vertedtlass eine prazise Charakterisierung der
einzelnen Zellgenerationen moglich ist. Fur einesatziiche Viabilititsanalyse wurden die
Zellen mit TMRM geféarbt.

Die Zellen wurden fir 45 min mit CFSE bei 37 °Cublert. Anschlie3end wurden nach CFSE-
positiven Zellen sortiert. Diese Zellpopulation werdann fir 24 h mit 5 uM Cisplatin in An-
und Abwesenheit von Imatinib behandelt. Die Zelmrsion wurde nach der Inkubation fur
20 min mit TMRM gefarbt. Nach der Inkubation wurddie Zellen mit PBS gewaschen und
anschlie3end durchflusszytometrisch analysiert.

CFSE (carboxyfluorescein succinimidyl ester) Ibitechem, USA

5.4.7 BrdU-Proliferationsanalyse

Mittels der BrdU-Proliferationsanalyse wurden piesierende Zellen nachgewiesen. Das
2-Bromo-5-desoxyuridin (BrdU) ist ein Analogon dBsymidin und wird wahrend der S-Phase
des Zellzyklus in die neu synthetisierte DNA eingaetho BrdU kann mit spezifischen
Antikdrpern immunhistochemisch nachgewiesen werdasatzlich kénnen weitere Verfahren,
wie PIl-Farbung, durchgefuhrt werden, um paralleh @NA-Gehalt zu analysieren. Fur die
BrdU-Proliferationsanalyse wurden die Zellen mitdBr gepulst. Nach einer Inkubation von
45 min bei 37 °C wurden die Zellen mit Ethanol ditj und 4. N. bei 4 °C gelagert. Am
folgenden Tag wurden die Zellen durch die Zugaben vdCl denaturiert. Dieser
Denaturierungsschritt ist fir die Bindung des Adtpers an BrdU notwendig. Zur
Neutralisierung wurde den Zellen 1 ml Boraxlésungegeben, dann mit 1 ml PBS/BSA/Tween
gewaschen und anschliel3end mit dem anti-BrdU-Arp#630 min bei 4 °C inkubiert. Nach der
Inkubation mit anti-BrdU folgte erneut ein Waschsithmit 1 ml PBS/BSA/Tween. Die
darauffolgende Inkubation mit dem sekundaren Amgkd GAM-FITC erfolgte fir 30 min bei
4 °C. Die Zellen wurden dann mit 1 ml Glucose/PB&vgschen, bevor sie schlief3lich in
1000 pl PI-Farbelésung (50 pL PI, 10 pul RNase A (@f), 950 pl Glucose in PBS)

aufgenommen wurden.

48



MATERIAL UND METHODEN

Der Nachweis des BrdU-Einbaus in die DNA erfolgi¢tets einer FACS-Analyse.

BrdU Sigma, Steinheim
Anti-BrdU Becton Dickinson, USA
GAM-FITC Dianova, Hamburg
Tween 20 Merck, Darmstadt
Ethanol Merck, Darmstadt
Propidiumiodid Sigma, Steinheim
Glucose Sigma, Steinheim
RNase A Qiagen, Hilden

5.4.8 Zellvitalitatsnachweis mittels des MTT-Assays

Der Nachweis der Zellvitalitat erfolgte mittels emMTT-Assays (Mosmanet al., 1983), der
lebende Zellen durch ihre mitochondriale Stoffwetaktivitdt nachweist. Dieser Assay beruht
auf der Reduktion des Tetrazoliumsalzes MTT, wadsedurch Spaltung des Tetrazoliumrings
zur  Bildung eines violetten = Formazan-Produktes 4(5-Dimethylthiazol-2-yl-)
3,5 diphenylformazan) kommt. Diese Reduktion etfotiyrch eine in den Mitochondrien
stoffwechselaktiver Zellen vorkommende Dehydrogen&sne Farbung ist also ein Zeichen fur
vitale Zellen.

Fur diesen Versuch wurden 7 x*1Zellen 48 h in einer 96-well Platte kultiviert. Bei wurden
10 pl einer MTT-Gebrauchslosung (10 mg/ml MTT inS§)Bro well zugegeben, fur zwei h bei
37°C inkubiert, und anschlieRend je @l0eines MTT-Lysepuffers (15% SDS in DMF-Wasser
(1:1) gelost; pH 4,5 mit HCI) zugegeben. Uber Nagbtde die 96-well Platte im Dunkeln bei
Raumtemperatur geschuttelt. Die photometrische @imerung der Farbung erfolgte bei einer
Wellenlange von 570 nm. Ausgewertet wurde mit Hdies Statistik Programms ,GraphPad
Prism 3.0".

MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5- Sigmagaufkirchen
diphenyltetrazoliumbromid))

ELISA-Reader ,Wallac' SLT Labinstruments, @sheim
GraphPad Prism 3.0 Software GraphPad Soffwisé
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5.5 Protein-Analyse

5.5.1 Gesamtproteinextraktion aus hamatopoetischen Zellhien

Bei der Extraktion nuklearer und cytoplasmatisdResteine wurden die Zellen zunachst durch
Zentrifugation (1000 g, 5 min, 4°C) pelletiert uaschlieRend mit kaltem PBS gewaschen. Bei
diesem Waschschritt wurden die Zellen in 1,5 ml émgworf Gefal3e uberfuhrt, und die
Zellpellets nach Schockgefrieren in flissigem $tiok bei -80°C gelagert. Die noch gefrorenen
Zellpellets wurden in 200 bis 5Q0 1 x LaAmmlipuffer (62,5 mM Tris/HCI, 20% (v/v) Gégrol,

5% (v/v) B-Mercaptoethanol, 2% (w/v) SDS, 1% Bromphenolblaid, 6,8) aufgenommen und
sofort fur funf min bei 95°C aufgekocht. Die Susgpien wurde mit Hilfe eines Ultraschallgerats
homogenisiert und fur 20 min abzentrifugiert (8008YC). Fur die Auftrennung per SDS-PAGE
wurden jeweils gleiche Volumina der Proben (Ubligbedse 30 — 5Qul) verwendet. Durch das
im Lammlipuffer enthaltene SDS ist eine Proteinibestung bei dieser Methode nicht mdglich,

es wurden deshalb bei zu vergleichenden Probegleichen Zellmengen verwendet.

Ultraschall Homogenisat&onopuls HD200; Bandelin Elektronik, Berlin
MS72 Mikrospitze aus Titan

5.5.2 Auftrennung der Proteine Uber SDS-PAGE

Die Proteine wurden mittels SDS-Polyacrylamidgediiiophorese (SDS-PAGE) nach ihrem
Molekulargewicht aufgetrennt. Je nach gewilnschternlektilargewichtsbereich der zu
trennenden Proteine wurden unterschiedliche Antedle Acrylamid und N,N'-Methylen-bis
Acrylamid verwendet (siehe Tabelle 2). Aufgetragamden Probenvolumina von 40, wobei
fur jedes Gel ein Molekulargewicht-Marker mitgeftinvurde. Die Auftrennung der Proteine
erfolgte in einer mit Elektrophoresepuffer (25 misiBase, 0,2 M Glycin, 1% SDS) gefullten
Vertikalelektrophoresekammer bei einer konstanteonSstarke von 7 mA pro Gel Giber Nacht.
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Tabelle 2: Zusammensetzung der SDS-Polyacrylamidgel

4%-Sammelgel 5%-Trenngel 7,5%-Trenngel 10%-Trenngel
30% Acrylamid/Bis- 1,35 ml 4,2 mi 6,25 ml 8,3 ml
Ldsung
HZO 6,1 ml 14,1 mi 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 2,5ml - - -
10% SDS 100ul 250l 250l 250l
Temed 10l 25l 25l 25l
10% APS 100ul 250l 250l 250l
Ammoniumpersulfat (APS) Bio-Rad, Miinchen
TEMED Roth, Karlsruhe
Vertikal-Elektrophoresekammer, Protedhxi Cell‘ Bio-Rad, Munchen
30% Acrylamid/Bis-Losung (37, 5:1) Bio-RadjiNthen
Molekulargewicht-Marker cell signaling, USA
Thermomixer Comfort Eppendorf, Hamburg

5.5.3 Western-Blot Analyse

Mit Hilfe einer Trans-Blot® Semi-Dry Transferkammewurden die auf dem SDS-Gel
aufgetrennten Proteine elektrophoretisch auf eimteoellulosemembran Ubertragen. Hierzu
wurde auf die nach Angaben des Herstellers vorloien Membran das Gel luftblasenfrei
aufgelegt. Gel und Membran wurden dabei zwischairge Lagen mit Transferpuffer (0,025 M
Tris-HCI, 0,192 M Glycin, 20% (v/v) Methanol, 1% fwy SDS) getranktem Filterpapier
platziert. Der Transfer der Proteine erfolgte beiVifur 1,5 h. Die Membran wurde nach dem
Transfer in 1 x TBS (40 g NaCl, 1 g KCI, 15 g Tip$] 7,4; ad. 5000 ml Aqua dest.) gewaschen,
um Uberschissiges Methanol zu entfernen. AnschicgeReurde die Membran durch eine
einstindige Inkubation in 5% (w/v) MagermilchpulverTBST (1 x TBS mit 0,1% Tween-20)
bei Raumtemperatur auf dem Schittler geblockt. IDkeibation des Primarantikorpers (siehe
Tabelle 3) erfolgte nach Angaben des Herstellenbweder in 5% BSA in TBST oder in
5% (w/v) Magermilchpulver in TBST bei 4°C tber Nach
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Tabelle 3: verwendete Primar-Antikorper

Antikorper Beschreibung Herkunft Verdinnung
p21 Maus, IgG1, Klon SX118 BD, Pharmingen 1:1000
Mdm2 Maus, IgG1, Klon 2A10 zur Verflgung geste 1:10000
von A.J. Levine

p53 Maus, IgG1, Klon Pab 240 Santa Cruz, 1:250
Heidelberg

phospho-p53 Maus, IgG1, Klon 16G8 Santa Cruz, 1:500

(Ser15) Heidelberg

AlF Maus IgGy, Klon Pab 240 Santa Cruz, 1:250
Heidelberg

ATM Kaninchen 1gG, Klon D2E2 Cell Signaling 1:1000
Technology, USA

phospho-ATM Maus, IgG1, Klon 10.H11.E12 Cell Signaling 1:1000

(Ser1981) Technology, USA

Bcl-x,. Maus IgG,, Klon 2H12 BD, Pharmingen 1:1000

BAX Kaninchen, polyklonal Cell Signaling 1:1000
Technology, USA

Abl Maus, IgG1, Klon 8E9 BD, Pharmingen 1:1000

Puma Kaninchen, polyklonal Cell Signaling 1:1000
Technology, USA

FoxO3a Kaninchen, monoklonal, Cell Signaling 1:1000

Klon 75D8 Technology, USA

Phospho-FoxO3a Kaninchen, polyklonal Cell Signaling 1:1000

(Ser318/321) Technology, USA

anti-GAPDH Maus, IgG, 6C5 Biodesign, USA 1:30000

antif3-Aktin Maus, Klon AC-15 Sigma, Steinheim 1:5000

Die Membran wurde im Anschluss 3 x 5 min in TBSTwgechen. Abhéngig vom
Herkunftsorganismus des eingesetzten priméren amées (Maus, Kaninchen, etc.) wurde nun
ein entsprechender Peroxidase (POD)-konjugiertekur@kir-Antikérper (siehe Tabelle 4)
zugegeben. Die Inkubation des sekundéaren Antikérperrde eine Stunde bei Raumtemperatur

in 5% (w/v) Magermilchpulver in TBS@urchgefihrt.
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Tabelle 4: verwendete Sekundar-Antikdrper

Antikorper Beschreibung Herkunft Verdinnung
anti-Kaninchen-1IgG-POD Ziege, IgG (H+L) Cell Saiimg Technology, USA 1:2000
anti-Maus-lgG-POD Ziege, IgG (H+L) Cell Signalimgchnology, USA 1:2000

Anschlie3end wurde die Membran 4 x 10 min in TB&Wagschen.

Die Detektion der Antikorper erfolgte Uber eine @illemineszenz-Reaktion. Hierfur wurde
,SuperSignad West Dura Extended Duration Substrate’ nach Anhgtudes Herstellers

verwendet. Die Intensitat des Fluoreszenzsignalsdeviiiber eine Exposition der Membran
gegen einen speziellen Rontgenfilm und die nackfulg Entwicklung des belichteten Films
sichtbar gemacht. Mit Hilfe der Software AlD@dvanced image data analyzer), Version 2.31,

wurden densitometrische Auswertungen durchgefihrt

PVDF Membran Boehringer Mannheim, Mannheim
Trans-Blob Semi-Dry Transfer Cell Bio-Rad, Minchen

Filterpapier ,Gel-Blotting Papier* Schleich&rSchuell, Dassel
,Western Blocking Reagent' Roche, Mannheim
Autoradiographie Kassette Amersham Bioscienéssburg
,Lumi-Film‘, Chemiluminescent Detection Film Roe, Mannheim

,SuperSignad West Dura Extended Duration Substrate' Piercedstinology, USA
,LAS-1000°, Luminescent imager Analyzer with Hiljh, Medical Systems, USA
electronically cooled CCD camera System

Advanced image data analyzer (AIDA 2.31) Rayt8staubenhardt

Um bei Bedarf die Membran wieder von primarem usBusdéarem Antikorper zu befreien,
wurde diese 20 min in einer SDS-Mercaptoethanopfitiglosung (62,5 mM Tris-HCI, 2%
(w/v) SDS, 100 mM Mercaptoethanol; pH 6,7) bei 52Akubiert. So konnte die Membran fur
die Untersuchung weiterer Proteine wie zum Beis@igterinaldehydphosphat Dehydrogenase

(GAPDH) oder R-Aktin, so genannte Haushaltsgens, B#ladungskontrolle herangezogen
werden.
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5.6 Immunfluoreszenz-Analysen

Die Lokalisation von Proteinen wurde in der voréeden Arbeit mittels Immunfluoreszenz-
Analysen bestimmt. Hierfir wurden die Zellen, nagimer Behandlung mit Imatinib und
Cisplatin, mit eiskaltem Methanol (100 %) fixieNach einer Inkubation von 15 min bei 4 °C
wurde das Pellet zentrifugiert (1400 rpm, 5 min,) RZwei Mal mit PBS gewaschen und erneut
zentrifugiert. Anschlieend wurden die Zellen miimg@rem Antikérper 30 min bei 37 °C
inkubiert. Vor und nach der Inkubation mit dem saddren Antikorper GAM-FITC (30 min bei
37 °C) wurde das Pellet mit 200 ul PBS gewaschehamschlieRend zentrifugiert. Zur Farbung
des Zellkerns wurde zusatzlich bei RT 10 min mitPR®D (TOPRO in PBS 1:1000) gefarbt.
Nach der anschlieRenden Zentrifugation wurde déstRe 20 ul aufgenommen und auf einen

Objekttrager Ubertragen.

eingesetzte Antikorper

AlF (1:100) santa cruz, Heidelberg
p53 (1:100) santa cruz, Heidelberg
GAM-FITC (1:20) Dianova, Hamburg
TOPRO (1:1000) Invitrogen, Karlsruhe

Im Anschluss erfolgte eine fluoreszenzmikroskopesdliswertung der Proben.

Fluoreszenzmikroskop Leica, Heidelberg
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5.7 Praparation der Plasmide fur Transfektionsexperimere

5.7.1 Transformation kompetenter Bakterien

Fur die Transformation kompetenter Bakteriendpli Inv a. one shot) wurden die Bakterien und
Plasmid-DNA langsam auf Eis aufgetaut. Fir die Himchgefuhrte Transfektion wurden die in
Tabelle 5 aufgefuhrten Plasmide verwendet. Die Siamamation erfolgte nach der Methode von
Sambrooket al. (1989). Nach Zugabe von 1-2 pl Plasmid-DNA zu Bekteriensuspension
erfolgte eine 30-minttige Inkubation des GemisahgsEis. Es folgte ein Hitzeschock bei 42 °C
im Wasserbad fiur 90 Sekunden. Das Gemisch wurde siafort 2 min auf Eis abgekuhlt. Nach
Zugabe von 250 pl SOC-Medium (2 % w/v Bacto tryp@® % w/v Hefeextrakt, 10 mM NacCl,
2,5 mM KCI, 10 mM MgC4, 10 mM MgSQ, 20 mM Glucose) wurden die Bakterien 45 min bei
37 °C und 225 rpm geschittelt und anschlieBend_Behgarplatten (1 % w/v Bacto Trypton,
0,1 % w/v Hefeextrakt, 0,2 mM NaCl, 1,2 % w/v Baétgar; pH 7,0) mit Ampicillin (50 pg/ml)
zur Selektion ausplattiert und U.N. bei 37 °C inlkub Uberleben und wachsen kénnen nur
Bakterien, die Uber das Ampicillin-Resistenzgen éesgeschleusten Plasmids verfligen. In
flissigem LB-Medium (1 % w/v Bacto Trypton, 0,1 %wiHefeextrakt, 0,2 mM NaCl, 50 pg/mi
Ampicillin; pH 7,0) wurde eine Vorkultur angeimpiind bei 37 °C und 225 rpm expandiert.
AnschlielRend wurde, aus den daraus gewonnenensRatligtels des QIAGEN Plasmid Midi Kit

die Plasmid-DNA isoliert. Die Isolierung erfolgtaech Angaben des Herstellers.

Tabelle 5: Beschreibung der verwendeten Plasmide

Plasmid Sequenz

p53-shRNA AGAGTATTTCACCCTCAAGAT

Kontroll-Vektor | GGAATCTCATTCGATGCATAC

E. cali Inv a one shot Invitrogen, Karlsruhe
Ampicillin Sigma Aldrich, Deisenhofen
QIAGEN Plasmid Midi Kit Qiagen, Hilden
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5.7.2 Transfektionsexperimente

Um funktionelle Charakteristika von p53 zu charakteren, wurden in der vorliegenden Arbeit
Bcr/Abl-positive Zellen transient mit shRNA-Konskten gegen p53 transfiziert. Fur die
Elektroporation wurden 3 Mio. Zellen in 800 pul Medi (RPMI 1640 + 10% FCS) in einer
4 mm Elektroporationskivette mit 30 pg des entdpreden Plasmids vermischt und eine
Minute bei RT stehengelassen. Es folgte eine Hipkiation von 2 x 0,005 Sekunden mit
400 V.

Analyse der funktionellen Auswirkungen der translatonellen Inhibierung von p53

Um mogliche Auswirkungen der p53-Herunterreguligriru untersuchen, wurden die Zellen
nach der Elektroporation in 20 ml Medium (RPMI 164010% FCS + miL3 (1 ng/ml))

aufgenommen und 24 h bei 37 °C kultiviert. Ansdbdied wurden nach zwei Kriterien (GFP-
Expression und Zellviabilitat) sortiert. Die am F8Gortierten GFP-positiven, viablen Zellen
konnten noch am selben Tag mit Cisplatin und Inlatoehandelt werden. Nach Inkubation der
Zellen mit Cisplatin und Imatinib wurden die Viabit der Zellen mittels Annexin-Farbung

ermittelt.
Analyse der p53-Induktion nach sh-RNA-Behandlung

Fur die Analyse der Transfektionseffizienz wurdés Zellen nach der Elektroporation 0. N. bei
37 °C kultiviert bevor sie mit Imatinib (3 uM) ur@isplatin (5 uM) behandelt wurden. Nach der
6-stindigen Cisplatin-Inkubation wurden die Zelhait 1 ml PBS gewaschen, zentrifugiert und
in 50 pl 1% BSA/PBS aufgenommen. Die Fixierung dellen erfolgte 15 min bei RT durch

Zugabe von 100 pl Puffer A (Fixationspuffer). DieoBen wurden anschlie3end mit 1 ml 1%
BSA/PBS gewaschen, in Antikorperldsung (1% BSA/PBB) pl anti-p53-FITC) aufgenommen

und mit Puffer B (Permeabilitatspuffer) versetzacN der Antikérper-Inkubation von 45 min bei
4 °C erfolgte ein weiterer Waschschritt mit 1% BBBS. Im Anschluss wurden die Zellen
45 min bei 4 °C mit anti-FITC dye-light gefarbt gpAnsatz: 100 pl 1% BSA/PBS + 2 ul anti-
FITC dye-light). Nach der Inkubation wurden die IB¥n erneut mit PBS gewaschen,
zentrifugiert und in 500 ul PBS resuspendiert widis3lich am FACS gemessen.

Jix and perm“-permeabilization-kit ADG, Kauraly
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5.8 RNA-Interferenz

Mittles der RNA-Interferenz (RNAI) wurde durch dsRNMlie Stilllegung von Genen ausgeldst.
Die Ubertragung oder Expression von ,short inténfgiRNA“-Molekiilen (siRNA) erlaubt eine
gezielte Inaktivierung von Genen (Mitttlal., 2004).

5.8.1 Ubertragung von siRNA-Molekiilen

Bei den in der vorliegenden Arbeit verwendeten $iRMolekilen handelt es sich um 21-23 nt
lange asymmetrische dsRNA Molekiile, die von derykldm Europe AG (Kulmbach) zur
Verfiigung gestellt wurden. Durch einen zwei Basangén 3‘-Uberhang des ,antisense‘-
Strangs entsteht eine Asymmetrie, die sich als gsdfizient erwiesen hat. Die siRNA
(20-100uM) wurde in einem speziellen ,Annealing‘-Puffer (20M NaPO4, 100 mM NacCl,
pH 6,9) geliefert und unverdtnnt fur die Transfekteingesetzt.

Fur die spezifische Hemmung dgar/Abl-p210-Expression mittels RNAi wurde als Zielsequenz
ein Bereich am Fusionspunkt des jeweiligBor/Abl-Transkripts verwendet. Als Kontrolle
wurden Zellen mit einer entsprechenden ,mismatdRN#\ elektroporiert. Die verwendeten
siRNAs sind in Tabelle 6 aufgelistet.

Tabelle 6: Beschreibung der verwendeten siRNA-MoldkKe

Name Sequenz Beschreibung
BAF9 S 5'-“AGAGUUCAA|AAGCCCUUCAGC-3* sequenzhomolog zu
as | 3-CGUCUCAAGUU|UUCGGGAAGUCG-5* Bcr/Abl®-e14a2
BAF14 S | 5-~AGACUUCAA|UAGCCCAUCAGC-3* 3 x ,mismatch’-
as | 3-CGUCUGAAGUUJAUCGGAIAGUCG-5' Kontrolle zu BAF9

& genaue Fusionsstelle der Ber- und c-Abl-SequenfQmdrstrich gekennzeichnet
® mismatch‘-Basen kursiv und unterstrichen

Die siRNA-Ubertragung in Bcr/Abl-positiven  Zellen 32Dp210wt) erfolgte mittels
Elektroporation. 2,5-5 x £@Zellen wurden dabei in 8080 RPMI 1640 Medium in einer 4 mm-
Elektroporationskiivette mit der jeweiligen siRNAO@® - 800 nM) gemischt und 30 sec
inkubiert. Fur die Elektroporation wurde ein Eilmés-Programm (250 V, 18QdF, « Q)
verwendet. Zellen, die mit einer entsprechendersnmaitch’-siRNA behandelt wurden, dienten

als Kontrolle. Direkt nach der Elektroporation weinddie Zellen in frisches Medium tberfihrt.
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Die Transfektion wurde 3-fach, im Abstand von 24dyrchgefihrt, um eine maximale
Herunterregulierung des stabilen Onkoproteins Bar/AI erzielen. Da Bcr/Abl-positive Zellen
in ihrem Wachstum vollstandig abhangig sind von/Biol, und dessen Verlust daher zum
Zelltod fuhrt, wurden die Zellen in Anwesenheit desogenen Wachstumsfaktors miL3
(2 ng/ml) fur die gesamte Dauer der Behandlungikatt. Im Anschluss wurden verschiedene

Untersuchungen durchgefuhrt.

5.9 Molekularbiologische Methoden

5.9.1 Isolation von Gesamt-RNA

Die Isolation der Gesamt-RNA aus murinen hamatopcetn Zelllinien erfolgte unter
Verwendung des RNeasMlinikits nach Anleitung des Herstellers.

RNeasy-Minikit Quiagen, Hilden

5.9.2 Quantifizierung p53-abhangiger Zielgene Uber gRT-P®R

Die quantitative Bestimmung p53-abhangiger ZielgemeBcr/Abl-positiven Zellen erfolgte
unter der Verwendung der LightCycler-Methode. Dies alen Zellen isolierte Gesamt-RNA
wurde hierfir unter Verwendung des SuperScript kits in cDNA umgeschrieben
(Durchfuihrung nach Anleitung des Herstellers).

Fur die quantitative Bestimmung einer DNA-Probe deur Primer eingesetzt, die an die zu
detektierende DNA hybridisieren (siehe Tabelle Die Primer fir die Geng@2l und Mdm2
wurden mittels des Programms Primer 3 Input selbsignt, wéhrend die Primerpaare B&X,
NOXA und PUMA kauflich erworben wurden (SABioscience, FrederftlSA)). Jeweils 2u
(500 ng) Standard-DNA oder unbekannte DNA wurdem ZBCR-Ansatz (siehe Tabelle 8)
pipettiert und anschlieBend in die LightCycler-Kkgpe eingeflllt. Die geflllten Kapillaren
wurden vorsichtig in einem LC-Karussel zentrifugi€8000 rpm, 5 sec). Das LC-Karussel

wurde anschlie3end in den LightCycler gestellt dag Programm gestartet.
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Tabelle 7: verwendete Primer

Primer Sequenz

p21 s | 5-ATCCTG GTC TGG ACT GTC TAC CCT TA-3'
as | 5- TGC AAG CAC CTC ACA GAT TC -3’

Mdm2 S | 5-TGC AAG CAC CTC ACA GAT TC -3’
as | 5-ACACAATGT GCT GCT GCT TC -3’

PUMA

NOXA Sequenz nicht bekannt

BAX

Tabelle 8: PCR-Reaktionsmix

Reagenz Konzentration Endkonzentration | 1 Ansatz [l

5x PCR-Puffer 1x 2

dNTPs 2,5mM 250 uM 1

Primersense 10 uM 0,5 uM 0,5

Primeranti sense 10 uM 0,5 uM 0,5

MgCl, 55 mM 30 mM 0,6

BSA 0,1 % 0,01 % 1

SYBR Green 1:2000 0,5

Tag Pol 5 U/l 0,75 U 0,15

H,O Add. 8pl
LightCycler Roche, Mannheim
LightCycler Capillaries Roche, Mannheim
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6 ERGEBNISSE

In der Pathogenese der CML spielt das Fusionsprd@er/Abl eine zentrale Rolle. Basierend
auf dieser Erkenntnis, wurde Ende der 90er Jahteder Entwicklung von Imatinib ein
Wirkstoff konzipiert, der spezifisch die Tyrosinkise-Aktivitdt des Onkoproteins hemmt. Vor
allem in der frithen Phase der CML, der sogenanciteoanischen Phase, stellt die Behandlung
mit Imatinib eine sehr attraktive und wirksame Bailangsmadglichkeit dar. Allerdings ist eine
medikamentdse Heilung der CML nach aktuellem Erk@sstand durch eine Imatinib-
Monotherapie nicht moglich. Auch die bei einigerti®&#en beobachtete Entwicklung einer
Imatinib-Resistenz, die sehr haufig bei fortgestémen Stadien der Erkrankung auftritt,
erfordert alternative CML-Therapieformen.

In der vorliegenden Arbeit wird daher untersuchtyieweit eine Kombination aus Imatinib mit
zytotoxischer Therapie erfolgversprechend sein t@nim Zentrum steht dabei die Frage,
welche Einflisse die Hemmung von Bcr/Abl durch limat auf die Reaktion der Zelle nach

genotoxischem Stress hat.

6.1 Imatinib fihrt zu einer Hypersensitivitat von CML-Z ellen gegenuber

Cisplatin

Um den Einfluss von Imatinib auf die Viabilitat vgirimaren CML-Zellen zu analysieren,

wurden Philadelphia-positive Zellen von CML-Patemtund normale myeloische Progenitor-
Zellen auf ihre Fahigkeit GM-CFUs zu bilden getesBabei wurden die Zellen fur 16 h mit

Cisplatin allein, Imatinib allein und mit der Kommaition aus Cisplatin und Imatinib behandelt
und anschlieRend fir den CFU-Assay in Abwesenhmit matinib und Cisplatin ausplattiert.

Die Dosierung von Cisplatin wurde so gewahlt, daisplatin allein nicht zu einer signifikanten

Reduktion des Uberlebens der Zellen fiihrt. Nacrereib4-tatigen Inkubation wurden die
Kolonien mit mehr als 50 Zellen der jeweiligen Atzgiausgezahlt.

Wie in Abbildung 1 dargestellt, hat die 16-stindiBehandlung mit 3 uM Imatinib keine

signifikante Wirkung auf die Bildung von GM-CFUs iRldephia-positiver (89,4 % - 120,9 %

bezogen auf nicht-behandelte Zellen) und negat(®@5 % - 128,1 % bezogen auf nicht-
behandelte Zellen) Progenitor-Zellen. Die Behanglomt 1 uM Cisplatin fur 16 h fuhrt zu einer

Reduktion der Kolonienanzahl von 12,8 + 5,1 % Haidelelphia-positiven und 16,5 % * 2,8 %
bei normalen Progenitoren. Die Kombination aus imiatund Cisplatin hat bei normalen

myeloischen Progenitoren keinen zusatzlichen Effekt Gegensatz dazu kommt es durch die
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Hemmung von Bcr/Abl durch Imatinib bei Philadelppiasitiven Zellen zu einer Sensitivierung
gegenuber Cisplatin. Die Kombination beider Sulmtarfiihrt zu einer signifikanten Reduktion
der Zahl von GM-CFUs Philadelphia-positiver Zellen 57,8 % + 5,9 %.

Ph- Ph+
120- 120-

— o 100
ﬁ_Q 80
E -t
oé 60-
5T 0l
T 40
© 201

O_

Imatinib (3 pM)
Cisplatin (1 puM) + + + +

Abb. 1: Philadelphia-positive Zellen werden hypersnsitiv gegentber Cisplatin in Anwesenheit von Imaib.
Je 5000 Philadelphia-positive Zellen aus CML-Pagierrund normale Progenitor-Zellen wurden einer tiidigen
Behandlung mit Imatinib (3M) allein, Cisplatin (1uM) allein und der Kombinati aus Cisplatin und Imatinib in
Anwesenheit der Wachstumsfaktoren hIL3 (1 ng/mBGSF unterzogen. Kontrollzellen wurden dabei unbdbl
gelassen. AnschlieRend wurden die Zellen gewasehérin 24-well Platten ausplattiert. Nach einerulodtion von
14 Tagen wurde die Anzahl der Kolonien bestimmtigeatellt sind die normierten gemittelten Werteseid-fach-
Bestimmung und die Standard-Abweichung vom Mittet@EM). n=5
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6.2 Einfluss von Bcr/Abl auf murine BaF3-Zellen

Aufgrund der geringen Zahl priméarer Progenitor-@ellund der schnellen Differenzierung
unreifer Stammzellen zu Monozyten und Granulozytearden molekulare und funktionelle
Mechanismen der Hypersensitivitdt gegeniber Cisplat einem murinen Zelllinenmodell

untersucht.

6.2.1 Externe Wachstumsfaktoren verhindern Imatinib-induzierten Zelltod bei

Bcr/Abl-positiven Zellen

Das im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendetsy&em basiert auf der murinen pra-B-
Lymphozytenlinie BaF3. Diese Zellen sind in ihrenbddeben abhangig von externen
Wachstumsfaktoren. Durch die stabile Transfekticeser Zellen mit einem Bcr/Abl-Chimar,
dessen Bcr-Anteil human und Abl-Anteil murin isiht&and die Bcr/Abl-positive Zelllinie
BaF3p185. Ein Vorteil dieses Konstrukts ist, dassckd den murinen Abl-Anteil keine
Speziesbarriere zwischen Kinase und Substrat edtehGegensatz zur Bcr/Abl-negativen
Ausgangszelllinie sind Bcr/Abl-positive Zellen aufgd der transformierenden Eigenschaften
von Bcr/Abl in ihrem Uberleben und ihrer Prolifécst unabhangig von Wachstumsfaktoren.
Die Behandlung Bcr/Abl-positiver Zellen mit Imatinfthrt zu einer vollstandigen Hemmung
der Bcr/Abl-Kinase, wobei es in Abwesenheit voneemén Wachstumsfaktoren zur Induktion
von Zelltod kommt (vgl. Abb. 2). Behandelt man diéellen zusatzlich mit dem
Wachstumsfaktor mIL3, kann der Imatinib-induzie#elltod vollstdndig verhindert werden
(vgl. Abb. 2). Durch den Zusatz exogener Wachstakisfen konnen somit sowohl Bcr/Abl-
positive mit Bcr/Abl-negativen Zellen, aber auchrBbl-positive Zellen mit aktiver bzw.
gehemmter Bcr/Abl-Kinase innerhalb eines Zellsyste@rglichen werden. Ein solcher direkter
Vergleich mit der entsprechenden Bcr/Abl-negativamsgangslinie ist sowohl mit primaren
Philadelphia-positiven Zellen von CML-Patientens aluch mit humanen Zelllinien, die aus
CML-Patienten gewonnen wurden, wie beispielsweiSéXund BV173, nicht mdglich. Da es
sich bei den Linien K562 und BV173 um Zellen ausidBénkrisen handelt, sind bei diesen
Zellen neben Bcr/Abl weitere Mutationen typisch sveane Interpretation der Rolle von Bcr/Abl

zusatzlich erschwert (Drexletal., 1999).
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A L3 Imatinib Imatinib + IL3

Zellzahl

V¥

Annexin V-FITC

Abb. 2: mIL3 verhindert den Imatinib-induzierten Zelltod bei Bcr/Abl-positiven Zellen. Bcr/Abl-positive
Zellen wurden mit mIL3 (1 ng/ml) allein und mit Ith@b (3uM) in Ab- und Anwesenheit von mIL3 behandelt.
Nach einer Inkubation von 24 h wurden die Zellent whnexin V-FITC gefarbt. AnschlieBend wurde am
Durchflusszytometer die Rate der Annexin V-FITC-getienen Zellen analysiert.

6.3 Einfluss von Imatinib und Cisplatin auf Bcr/Abl-positive und —negative
BaF3-Zellen

Im folgenden Abschnitt der vorliegenden Arbeit wairdie Sensitivitat muriner Bcr/Abl-
positiver und —negativer Zellen gegeniber CisplatinAn- und Abwesenheit von Imatinib
untersucht.

6.3.1 Imatinib fuhrt zur Hypersensitivitat Bcr/Abl-positi ver Zellen als Antwort auf
Cisplatin

Der Effekt von Imatinib und Cisplatin auf die Viéitit muriner Zellen wurde mittels einer
Annexin V-FITC Analyse untersucht. Hierfur wurdercrB\bl-positive und Bcr/Abl-negative
Zellen mit Cisplatin allein, Imatinib allein und d&ombination aus Cisplatin und Imatinib
behandelt. Die Analyse der Zelltodesrate erfolgiehneiner 16-stiindigen Cisplatin-Inkubation
am Durchflusszytometer. Wie aus Abbildung 3 ersiciit hat Bcr/Abl einen protektiven Effekt
bei einer Behandlung der Zellen mit Cisplatin (1&,2,9% bei Bcr/Abl-positiven Zellen vs.

18,8 £ 3,8 % bei Bcr/Abl-negativen Zellen). Die Bekdlung mit Imatinib allein hat keine
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negative Wirkung auf die Viabilitdt beider Zelllem. Bei Bcr/Abl-negativen Zellen hat eine
zusatzliche Behandlung mit Imatinib keinen weitelsfekt auf die Induktion des Zelltods durch
Cisplatin (17,83 = 1,7 % mit Imatinib vs. 18,8 +83% ohne Imatinib). Analog zu der
Beobachtung in primaren Zellen, fuhrt auch in desgellmodell eine Imatinib-Behandlung
Bcer/Abl-positiver Zellen zu einer deutlichen Seivseirung gegentber Cisplatin. Durch die
Kombination aus Imatinib und Cisplatin kommt es emer signifikanten Steigerung der
Todesrate im Vergleich zu der, die durch Cisplatitein erreicht wird (47 £ 2,6 % in

Anwesenheit von Imatinib vs. 10,2 £ 0,9% ohne Imiaj.

Ber/Abl- Ber/Abl+
I ul T
50~ 50+
40 40
2, 30- 30-
3
= 20+
N
104
0_
Cisplatin + +
Imatinib + + + +

Abb. 3: Imatinib fihrt zur einer Hypersensitivitdt bei Bcr/Abl-positiven Zellen als Antwort auf Cisplatin.
Bcr/Abl-negative und Bcr/Abl-positive Zellen wurdén Anwesenheit des exogenen Wachstumsfaktors mlL3
(2 ng/ml) jeweils mit Imatinib (3 pM) allein und $jilatin (5 uM) allein und mit der Kombination ausiden
Substanzen behandelt. Nach einer Inkubation voh ®airde der Anteil toter Zellen bestimmt. Dabei dem die
Zellen mit Annexin V-FITC gefarbt und anschlieRemtie Zelltodrate am Durchflusszytometer analysiert.

Kontrollzellen wurden dabei weder mit Imatinib nawit Cisplatin behandelt. n=5
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6.3.2 Erreichte Sensitivitat durch Imatinib bei Bcr/Abl-p ositiven Zellen ist

vergleichbar mit der von Hodenkarzinomzellen

Um die Effizienz der Steigerung der Cisplatin-Sewiséit durch Imatinib zu bewerten, wurden
die Gko-Werte Bcr/Abl-positiver und -negativer Zellen ndién Werten von 28 Tumorzelllinien
verglichen. Dieses Zelllinienpanel beinhaltet degplatin-hochsensitive Hodenkarzinomlinien.
Hodenkarzinome sind durch ihre hohe Sensitivit@egéber Cisplatin charakterisiert und durch
platinhaltige Therapie haufig heilbar (di Pietoal., 2005). In dieser Arbeit wurden Bcr/Abl-
positive und -negative Zellen in einer 96-well Rlausgesat. Behandelt wurden die Zellen mit
Imatinib allein, Cisplatin allein und mit der Konmaition aus Imatinib und Cisplatin und
anschlie3end fur 48 h bei 37 °C in einer 96-wedittel kultiviert. Ausgewertet wurde mit Hilfe
des Statistik Programms ,GraphPad Prism 3.0°. Aes Resultaten wird ersichtlich, dass die
murine Bcr/Abl-positive Zelllinie BaF3p185 in Anweasheit von Imatinib im selben
Sensitivitatsbereich wie die hochsensitive Hoddhzed N-TERA liegt (siehe Abb. 4).

== 8 Mamakarzinom-Zelllinien
.:I 8 Ovarialkarzinom-Zelllinien
L 2 Hodenkarzinom-Zelllinien
— g 4 Lungenkarzinom-Zelllinien
= ] a "o BaF 3-Ber/Abl+ ohne Imatinib
3 10 .t 3 CML-Zelllinien
) -:l
0
o al
c \ BaF3 mit/ohne Imatinib
ke
% 1- s &———— BaF3-Bcr/Abl+ mit Imatinib
O "
\ NTERA

Abb. 4: Imatinib-behandelte Bcr/Abl-positive Zellen erreichen eine mit Hodenkarzinomzellen vergleichba
Sensitivitdt gegenlber Cisplatin.Die Zelllinien wurden mit verschiedenen Cisplatinfigentrationen (0 bis
30 uM) flr 48 h inkubiert. Anschlieend wurde diellidabilitdt Gber die MTT-Analyse bestimmt. Jed@unkt

reprasentiert die Cisplatin-Konzentration, die mee50 %-igen Wachstumsinhibition fuihrt gl
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6.4 Funktionelle Auswirkungen von Imatinib und Cisplatin auf den

Zellzyklus bei murinen Bcr/Abl-positiven und -negatven Zellen

Die Beobachtung, dass Imatinib die Cisplatin-Sengit in Bcr/Abl-positiven Zellen steigert,
fuhrte zur Frage inwieweit Imatinib die Induktioresd Zellzyklusarrests durch Cisplatin in

Bcr/Abl-negativen und -positiven Zellen beeinflusst

6.4.1 Funktionelle Auswirkungen von Imatinib und Cisplatin auf den Zellzyklus

bei Bcr/Abl-positiven und -negativen Zellen

Mittels einer Doppelfarbung mit BrdU und Pl wurddunktionelle Auswirkungen einer

Cisplatin- und Imatinib-Behandlung auf den Zellzy&IBcr/Abl-positiver und -negativer Zellen
untersucht. Durchflusszytometrisch konnten dabgralfg DNA-Synthese und -Gehalt analysiert
werden. Die Zellzyklusanalyse erfolgte nach einéspfatin-inkubation von 24 h. Wie in

Abbildung 5 dargestellt, ist sowohl bei unbehareteltals auch bei Imatinib-behandelten
Bcr/Abl-negativen Zellen eine normale Zellzyklusedung zu sehen. Die Behandlung mit
Cisplatin fuhrt zu einer Akkumulation der Zellen der G2/M-Phase des Zellzyklus. Eine
zusatzliche Vorbehandlung mit Imatinib hat bei Btilfnegativen Zellen keine Auswirkung auf

die Proliferation oder die Zellzyklusverteilung.
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Abb. 5: Bcr/Abl-negative Zellen arretieren in der G2/M-Phase des Zellzyklus nach Cisplatin-Behandlung
Die Analyse des Zellzyklus Bcr/Abl-negativer Zelleurden mittels Pl und BrdU Analyse untersucht. Balen
wurden dabei in Anwesenheit von mIL3 (1 ng/ml) @isplatin (5 pM) in An- und in Abwesenheit von Inméib
(3 M) behandelt. Als Kontrolle dienten Cisplatinbehandelte Zellen. Nach einer 24-stiindigen Cisplat

Inkubation wurde der Zellzyklus am Durchflusszyteenenalysiert.

Wie aus Abbildung 6-A ersichtlich, ist der Cisptaibhangige Zellzyklusarrest in der G2/M-
Phase bei Bcr/Abl-positiven Zellen in Abwesenhednvimatinib starker ausgepragt im
Vergleich zu Bcr/Abl-negativen Zellen. Wahrend Bdil-positive Zellen in Abwesenheit von

Imatinib auf Cisplatin mit einem G2/M-Arrest reagia, sind die Zellen in Anwesenheit von
Imatinib nicht mehr in der Lage zu arretieren. Naater 24-stiindigen Behandlung mit Cisplatin
akkumulieren 27,2 % Bcr/Abl-positive Zellen in G2/Mahrend der Anteil der Zellen in G2/M

durch die zusatzliche Behandlung mit Imatinib debtlreduziert ist (2,9 %) (vgl. Abb. 6-B).

Durch die Imatinib/Cisplatin-Kombination kommt eglmehr zu einer Akkumulation der Zellen

in der subG1-Phase und somit zu einer InduktionZeditods (vgl. Abb. 6-B).
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Abb. 6: Bcr/Abl-positive Zellen reagieren auf Cispatin in Kombination mit Imatinib mit einem Verlust des
G2/M-Arrest und einer Induktion von Zelltod. (A) Die Analyse des Zellzyklus Bcr/Abl-positiverelflen wurde
mittels PI-Farbung der DNA und Nachweis des BrddHaius untersucht. Die Zellen wurden mit Cisplainui)
allein oder in Kombination mit Imatinib (3uM) beldeit. Das Experiment wurde in Anwesenheit von miL3
(2 ng/ml) durchgefihrt. Zu den angegebenen Zeitmmivurde am Durchflusszytometer der Zellzykluslysiart.

In (B) ist der zeitliche Verlauf des Anteils derliga in G2/M bzw. in subG1 nach Cisplatingabe ggzeBcr/Abl-
positive Zellen wurden mit Cisplatin (5 uM) in Amnd Abwesenheit von Imatinib (3 uM) behandelt. Zand
angegebenen Zeitpunkten nach Cisplatin wurden elileiz mit PI geféarbt und anschlieend fixiert. Biealyse der
Zellen in G2/M und subG1 erfolgte am Durchflusszyéter.

Die Beobachtung, dass Bcr/Abl-positive Zellen niclt der Lage sind nach einer
Imatinib/Cisplatin-Behandlung in der G2/M-Phaseaztetieren, fuhrte zur Untersuchung eines
wichtigen Zellzyklus-Schlisselenzyms. Die Ser/Thnd§e cdc2dgll division cycle 2) reguliert
vor allem den G2/M-Ubergang (King al., 1994; Nurse, 1997). Fur eine cdc2-Aktivieruny is
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die Synthese und die Bindung von Cyclin B1 an cde®vendig. Wahrend der G2-Phase wird
cdc2 durch die Kinasen weel und mykl an den Setek des Threonins 14 und des
Tyrosins 15 phosphoryliert und somit inaktivierufldgrenet al., 1991; Mueller, 1995; Booher
et al., 1997). Erst die Bildung eines cdc2/Cyclin B1-Kdexes, die durch Dephosphorylierung
von cdc2 durch die Phosphatase Cdc25C ermdglichd, viuihrt zur Initiation des G2/M-
Ubergangs (Strausfelet al., 1991). Aus Abbildung 7 wird ersichtlich, dass k&5 Bcr/Abl-
positiven Zellen zu einer verminderten cdc2-Phosglesung und damit Aktivierung infolge
einer Imatinib/Cisplatin-Behandlung kommt. Cyclid,Bdessen Proteinmenge durch dieselbe
Behandlung kaum beeinflusst wird, ist dann in dagé. an nicht-phosphoryliertes cdc2 zu
binden. Durch die Formation eines cdc2/Cyclin Binifbexes arretieren die Zellen nicht in der
G2/M-Phase des Zellzyklus, stattdessen kommt esProgression der Zellen im Zellzyklus.
Diese Daten erklaren mdglicherweise die fehlendedk&it Bcr/Abl-positiver Zellen nach einer

Imatinib/Cisplatin-Behandlung in der G2/M-Phaseazxetieren.

Ber/Abl - Ber/Abl +
Kontrolle Imatinib Kontrolle Imatinib
0 16 24 0 16 24 Cis [h] 0 16 24 0 16 24
L — Tyr15-cdc2 -, o —

T -— e —— Cyclin B1 T S —— ——
T —— GAPDH e —— ——

Abb. 7: Cisplatin in Kombination mit Imatinib fihr t in Bcr/Abl-positiven Zellen zu einer Aktivierung von
cdc2. Bcer/Abl-negative und Bcr/Abl-positive Zellen wurdén Anwesenheit des exogenen Wachstumsfaktors miL3
(1 ng/ml) mit Cisplatin (uM) allein, Imatinib (3 uM) allein und mit der Konimtion beider Substanzen behandelt.
Das Gesamtlysat wurde nach einer Cisplatin-Behauwgdon 16 bzw. 24 h isoliert. Mittels SDS-PAGE wenddie
Lysate aufgetrennt und durch eine Western-Blot ys&luntersucht. Dabei wurden die Proteinmengen von
Tyrl5-cdc2 und Cyclin B1 analysiert. Die Beladurgs dPolyacrylamidgels wurde durch Detektion von GAPD

kontrolliert.
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6.4.2 Imatinib induziert einen schnellen, mitochondrialenZelltod als Antwort auf
Cisplatin bei Bcr/Abl-positiven Zellen

Da bei Bcr/Abl-positiven Zellen die Kombination a@ssplatin und Hemmung der Bcr/Abl-
Kinase durch Imatinib einen verstéarkten Zelltodunert, wurde im nachsten Schritt getestet, ob
der beobachtete Zelltod mitochondrial vermitteltdviwie in Abbildung 8 dargestellt, fihrt eine
Behandlung mit Cisplatin kombiniert mit Imatinib zeinem sehr schnellen Verlust des
mitochondrialen Membranpotentials. Es kommt alsor ZDepolarisation der &ul3eren
mitochondrialen Membran und somit zur Induktion vltod.

Cisplatin Imatinib/Cisplatin

Zellzahl

TMRM

Abb. 8: Verlust der mitochondrialen Integritat bei Bcr/Abl-positiven Zellen spielt beim Cisplatin/Imatinib-

induzierten Zelltod eine wichtige Rolle. Bcr/Abl-positive Zellen wurden in Gegenwart des gewen
Wachstumsfaktors mIL3 (1 ng/ml) einer 16-stindig&aplatin-Behandlung (5 uM) in An- und Abwesenhain
Imatinib (3 uM) unterzogen. Als Marker fur die mitwndriale Integritit wurden die Zellen nach Citipla

Inkubation mit TMRM geféarbt und am Durchflusszytaderegemessen.

Aufgrund der Beobachtung, dass Bcr/Abl-positiveletelnach einer Cisplatin-Behandlung in
Anwesenheit von Imatinib nicht mehr fahig sind inellZyklus zu arretieren, wurde im
Folgenden untersucht, ob dies der Grund fiir detdedeten Zelltod ist. Hierfir wurden die
Zellen mit dem Zellfarbstoff CFSE gefarbt und ansflend durchflusszytometrisch
ausgewertet. Zusatzlich wurden die Zellen mit TMRMkubiert, um parallel deren

mitochondriale Integritat zu untersuchen. Wie albiklung 9 ersichtlich, arretieren Cisplatin-
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behandelte Zellen in Abwesenheit von Imatinib ndeh ersten auf die Cisplatingabe erfolgten
Zellteilung in der G2/M-Phase. Ohne ihre Viabilitéit verlieren, sind die Zellen dann in der
Lage in einen weiteren Zyklus zu gehen. Im Gegendatu, fuhrt die Behandlung der Zellen
mit Imatinib bereits nach einer Zellteilung zum Mest von TMRM aus den Mitochondrien und

somit zur Induktion von Zelltod. Die Zellen sindcht mehr fahig eine zweite Teilung

einzuleiten. Diese Ergebnisse lassen darauf s@mljeflass Imatinib-behandelte Bcr/Abl-positive
Zellen infolge von Cisplatin nicht in der Lage simd Zellzyklus zu arretieren und stattdessen

einen sehr schnellen mitochondrialen Zelltod eiatei

Cisplatin I matinib/Cisplatin
321 321
P o
; L)
Zell- ‘ :
teilungen i
i i CFSE i l CFSE
2. Teilung
z
MOMP §
™ RM " TMRM ‘ TMRM
Zell- |
Zyklus

Abb. 9: Bei Cisplatin-behandelten Bcr/Abl-positiven Zellen tritt in Anwesenheit von Imatinib der Cisplatin-
induzierte Zelltod anstelle des G2/M-Arrests einDie Abbildung zeigt die Anzahl der Zellteilungeir die
Zelltodanalyse wurden die Zellen mit TMRM und fiie &ellzyklusanalyse mit PI gefarbt. Dabei wurdesr/Bbl-
positive Zellen mit Cisplatin (5 uM) in An- und Akesenheit von Imatinib (3 uM) behandelt. Das Expenin
wurde in Anwesenheit von mIL3 (1 ng/ml) durchgetluimschlieBend wurden die Zellen am Durchflussmgter

analysiert.
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Aufgrund der Tatsache, dass es sich um einen natwkfal-vermittelten Zelltod handelt, wurde
in einer weiteren Zelltodanalyse mittels AnnexifFWM-C Farbung ein moglicher Einfluss von
Caspasen untersucht. Hierfur wurden Bcr/Abl-positiZellen mit Cisplatin und Imatinib
behandelt. Als Kontrolle dienten unbehandelte ZellgVie erwartet, kommt es durch die
Behandlung mit Cisplatin kombiniert mit Imatinib rzinduktion von Zelltod. Dieser Zelltod
lasst sich durch den Zusatz des Breitband-Caspéusigitbrs zVAD-fmk nicht verhindern
(vgl. Abb. 10), was darauf hindeutet, dass dertde@lunabhangig von Caspasen ablauft. Dass
dieser Inhibitor wirksam ist, wird in einem ander€hsplatin-hypersensitiven Zellsystem
gezeigt, indem zVAD-fmk in der Lage ist den Cisplahduzierten Zelltod komplett zu
verhindern (vgl. Abb. 10).

Die aus Abbildung 10 hervorgehenden Beobachtungeyer, dass der Zelltod, der in Bcr/Abl-
positiven Zellen durch die Behandlung mit Imatinitd Cisplatin verursacht wird, unabhangig

von Caspasen ablauft, die mitochondriale Integdé&itnoch eine wichtige Rolle spielt.

Ber/Abl + N-TERA
Kontrolle Cisplatin/Imatinib Kontrolle Cisplatin
A A
- ZVAD -~ g;
E b s B i E
+ ZVAD e ﬁ

A4
A4

Annexin V Annexin V

Abb. 10: Zelltod bei Bcr/Abl-positiven Zellen ist Gaspase-unabhéngigDurchflusszytometrische Untersuchung
des Anteils toter Zellen nach Annexin V-FITC-FarguBcr/Abl-positive Zellen wurden in AnwesenheitvimlL3

(2 ng/ml) mit Cisplatin (tM) in Kombination mit Imatinib (3 uM) behandelt adanbehandelt gelassen. Eine
Inkubation mit zZVAD-fmk erfolgte 30 min vor ImatimZugabe. Die Hodenkarzinom-Zelllinie N-TERA wurahét

in An- und Abwesenheit von zVAD-fmk 30 min vor Ciapn-Behandlung inkubiert. Eine durchflusszytorissthe
Analyse des Zelltods erfolgte nach einer 16-stigmiGisplatin-Inkubation mittels Annexin V-FITC-Férkg.
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Durch die Behandlung der Zellen mit Calcein-AM weirgusétzlich untersucht, ob neben der
aulieren auch die innere mitochondriale Membrambasst wird. Dabei kam der Fluoreszenz-
Farbstoff Calcein-AM zum Einsatz, bei dem es sich ainen selektiven Marker fur die
Integritat der inneren mitochondrialen Membran leindie Zellen wurden dabei mit Cisplatin
allein und mit Imatinib kombiniert behandelt. Zugih wurden die Ansatze mit Calcein-AM
inkubiert und nach 16 h eine Zellviabilitdtsanalyserchgefiihrt. Eine Freisetzung des
Calcein-AM aus den Mitochondrien bedeutet eine tBeusg der inneren mitochondrialen
Membran. Wie in Abbildung 11 zu sehen, kommt eskreisetzung von Calcein-AM. Somit ist
bei Bcr/Abl-positiven Zellen sowohl die innere @sch die aul3ere mitochondriale Membran
nach einer Behandlung mit Cisplatin und Imatinibs#ért.

Cisplatin Imatinib/Cisplatin

Zellzahl

Calcein-AM

Abb. 11: Eine Imatinib/Cisplatin-Behandlung fiihrt bei Bcr/Abl-positiven Zellen zur Zerstérung der inngen
mitochondrialen Membran. Bcr/Abl-positive Zellen wurden in Gegenwart des gawoen Wachstumsfaktors miL3
(1 ng/ml) einer 16-stindigen Cisplatin-BehandlungAn- und Abwesenheit von Imatinib (3 uM) unterzogals
Marker fir die Integritat der inneren mitochondeialMembran wurden die Zellen nach Cisplatin-Inkidmamit

Calcein-AM gefarbt und anschlieRend am Durchflussngter gemessen.
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6.4.3 Verlust des mitochondrialen Membranpotentials fihrt zur Translokation von
AIF aus den Mitochondrien in den Zellkern

Bei der Induktion von Zelltod spielen die Mitochoi@h eine wichtige Rolle. Durch die
Schadigung kommt es zur Freisetzung mitochondridteoteine und zum Verlust des
mitochondrialen Membranpotentials (Sustral., 1999; Duet al., 2000; Verhagest al., 2000;

Li et al., 2001; Suzuket al., 2001). Dabei werden unter anderem Cytochrom cAlRdaus den

Mitochondrien ins Zytoplasma freigesetzt. Aufgrudér Beobachtung, dass bei Bcr/Abl-
positiven Zellen der Zelltod unabhangig von Caspasaauft, wurde im nachsten Schritt die
Lokalisierung von AIF untersucht. Nach einer l6asligen Cisplatin-Behandlung ist AIF
ausschlief3lich im Zytoplasma, also in den Mitoch@ard lokalisiert. Aus Abbildung 12 wird

ersichtlich, dass es durch eine zusétzliche Belbagdhit Imatinib zur AlF-Freisetzung aus dem
Mitochondrium und zu dessen Translokation in dellkéen kommt, wodurch es schlief3lich

zum Zelltod kommen kdnnte.

AlF TOPRO Overlay
A . .
Imatinib
Cisplatin

Abb. 12: Bei Bcr/Abl-positiven Zellen kommt es nacheiner Cisplatin-Behandlung in Anwesenheit von
Imatinib zur Translokation von AIF in den Zellkern. Bcr/Abl-positive Zellen wurden in Anwesenheit voriL3

(1 ng/ml) mit Cisplatin (5 uM) in An- und Abwesentheon Imatinib (3uM) behandelt. 16 h nach Cisplati
Behandlung wurden die Zellen fixiert, mit einem Adpezifischen Antikérper und dem Kernmarker TOPRO
gefarbt. Am Fluoreszenzmikroskop wurden die Probeschlielend aufgenommen. Links: Aufnahme von AlF.
Mitte: Aufnahme von TOPRO. Rechts: Die Uberlageruag AIF und TOPRO.
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Bei Caspase-unabhangigen Todeswegen spielt AIFSzh#isselrolle (Susiet al., 1999). AIF
ist eine NADH-Oxidase und unter normalen Bedingunige Mitochondrium lokalisiert, wo es
seine antiapoptotische Rolle ausibt (Sustiral., 1999; Vahseret al., 2004). Infolge von
zellularem Stress kommt es zum Verlust des mitodhalen Membranpotentials und damit
verbunden zur Zerstérung der mitochondrialen Memlorad zur Freisetzung von AIF. Dabei ist
die AlF-Freisetzung von mehreren Faktoren abhangig.

Aufgrund der Tatsache, dass die Freisetzung von a&is dem Mitochondrium abhéngig von
Calcium ablaufen kann (Norbegg al., 2008), wurden im folgenden Teil der Arbeit diellZe
mit einem spezifischen Calcium-Chelator, dem sogetesm BAPTA-AM, behandelt. Damit
wurde ein mdglicher Einfluss von Calcium auf dieFATranslokation nach einer Behandlung
Bcr/Abl-positiver Zellen mit Imatinib und Cisplatumtersucht. BAPTA-AM ist in der Lage die
intrazellulare Calcium-Konzentration durch Kompkaxing zu verringern (Mondragon &
Frixione, 1996). Inkubiert wurden dabei Bcr/Abl-goe Zellen mit Cisplatin allein und
kombiniert mit Imatinib in Anwesenheit von BAPTA-AMIs Kontrolle dienten Zellen, die nur
mit Cisplatin und BAPTA-AM behandelt wurden. Die rdiflusszytometrische Analyse der
Zellen zeigt (siehe Abb. 13), dass die verring@&#dcium-Konzentration keinen Effekt auf den
Zelltod hat. Somit ist der Cisplatin-induzierte bn#é-verstarkte Zelltod unabhangig von

Calcium.

Ein weiterer Hinweis daflr, dass der Imatinib/Cadjpi-verursachte Zelltod unabhangig von
Calcium ist, zeigen die Experimente mit dem Calgahibitor PD 150606. PD 150606 hemmt
die Bindung und somit die Aktivierung von Calpaimdem es an die Calcium-Bindungsstellen
von Calpain bindet. Calpain ist eine Protease,imdianwesenheit von Calcium in ihre beiden
Untereinheiten zerfallt und somit aktiviert wirdieDAktivierung von Calpain fuhrt schlief3lich

zur Prozessierung von AIF zu tAIF, wobei CalpainFAdam N-Terminus schneidet. Diese
Prozessierung ist fur die AlF-Freisetzung von daskten inneren Mitochondrienmembran
notwendig (Otera&t al., 2005; Polsteet al., 2005; Yusteet al., 2005).

Um eine mdgliche Rolle von Calpain bei der Freigetz von AIF zu untersuchen, wurden
Bcr/Abl-positive Zellen 16 h mit Cisplatin und Ciapn/Imatinib in Anwesenheit von

PD 150606 inkubiert. Nach der Inkubation wurde #igrkung des Calpain-Inhibitors am

Durchflusszytometer analysiert. Wie aus Abbildurigy drsichtlich, hat der Inhibitor keinen
Einfluss auf den Zelltod. Daher scheint die AlFifeé&zung aus dem Mitochondrium

unabhangig von der Prozessierung durch Calpainlaizn.
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Yu et al. konnte im Jahr 2002 eine direkte Verbindung zwescAlF-Freisetzung und PARP
(Poly(ADP-Ribose)-Polymerase)-Aktivierung demoresen. Infolge von zellularem Stress
kommt es zur Aktivierung von PARP und damit zurdkiion von Caspase-unabhangigem
Zelltod (Wsierska-Gadelet al., 2003). Aufgrund dieser Tatsache wurde im Folgandme
maogliche Abhangigkeit der AlF-Freisetzung durch diktivitat von PARP untersucht. Nach
einer Behandlung Bcr/Abl-positiver Zellen mit demARP-Inhibitor PJ34 und einer
gleichzeitigen Inkubation mit Cisplatin in An- uAtbwesenheit von Imatinib fir 16 h konnte am
Durchflusszytometer die Zellviabilitat analysieresden. Aus Abbildung 13 wird ersichtlich,
dass die Freisetzung von AlF unabhangig von PAR&u&tbda eine Hemmung von PARP keine
Wirkung auf den Zelltod hat.

A Cisplatin Imatinib/Cisplatin

PD150606

BAPTA

PJ34

PI

v

Annexin V

Abb. 13: Der Zelltod bei Bcr/Abl-positiven Zellen rach einer Imatinib/Cisplatin ist unabhangig von Capain,
Calcium und PARP. Die Abbildung zeigt eine durchflusszytometrischatéfsuchung des Anteils toter Zellen
mittels Annexin V-FITC-Farbung. Bcr/Abl-positive en wurden mit den Substanzen PD150606, BAPTA und
PJ34 in An- und Abwesenheit von Imatinib (3 uM) r@isplatin (5 uM) behandelt. Das Experiment wurde i
Anwesenheit von mIL3 (1 ng/ml) durchgefuhrt. Nadhee 16-stiindigen Cisplatin-Inkubation wurde detltdd
durchflusszytometrisch analysiert.
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6.5 Die Hypersensitivitat ist abhangig von p53

Im folgenden Abschnitt dieser Arbeit wurde Uberpridh der bei Bcr/Abl-positiven Zellen
beobachtete hypersensitive Phanotyp von p53 abhéstgi

Hinweise fur eine p53-Abhéangigkeit lieferten Zeflemalysen der humanen CML-Zelllinien
BV173 und K562. Hierbei wurden die Zellen mit Inmalti allein, Cisplatin allein und mit der
Kombination aus Imatinib und Cisplatin behandeltacN einer 16-stiindigen Cisplatin-
Inkubation wurde mittels einer Annexin V-FITC Anadydie Zelltodrate durchflusszytometrisch
ermittelt. Aus Abbildung 14 wird ersichtlich, dade Behandlung mit Imatinib keine negative
Wirkung auf die Viabilitat der Zellen hat. Eine Betdlung der Zellen mit Cisplatin allein wirkt
sich lediglich bei der Zelllinie BV173 negativ adie Viabilitdt aus und hat keinen Effekt bei
K562. Wahrend eine Imatinib/Cisplatin-Behandlung der Zelllinie K562 mit funktionell
inaktivem p53 keinen Effekt auf den Zelltod hathifi dieselbe Behandlung zu einer
Sensitivierung der Zelllinie BV173 mit Wildtyp-p53®iese Beobachtungen lassen darauf
schlieBen, dass die Imatinib-vermittelte Sensitiuig gegentiber Cisplatin in Bcr/Abl-positiven

Zellen abhangig von Wildtyp-p53 ist.

BV173 K562
40, - 10,
< 30 &
3 20 °
= 41
@
N0 2
0- 0-
Cisplatin + + + +
Imatinib + + + +

Abb. 14: Bei der Bcr/Abl-positiven Zelllinie BV173 mit funktionellem p53 kommt es in Anwesenheit von
Imatinib zu einer Sensitivierung gegentuber Cisplati. Die humanen Zelllinien BV173 und K562 wurden in
Anwesenheit von mIL3 (1 ng/ml) jeweils mit Imatin® uM) und Cisplatin (5 uM) allein und mit der Kbmation
aus beiden Substanzen behandelt. Nach einer Iriinbain 16 h wurde der Anteil toter Zellen bestimiabei
wurden die Zellen mit Annexin V-FITC gefarbt und sahlieRend die Zelltodrate am Durchflusszytometer

analysiert. Kontrollzellen wurden dabei weder migtinib noch mit Cisplatin behandelt. n=3
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Die p53-Abhangigkeit flir den beobachteten Zelltodbnite durch die transiente
Herunterregulierung von p53 durch die Transfektien Zellen mit shRNA-Konstrukten gegen
p53, mit gleichzeitiger GFP-Expression, bestatigtden. Als Kontrolle wurden parallel Zellen
mit einem Kontroll-shRNA-GFP-Konstrukt transfizie@FP-positive Zellen wurden 24 h nach
Transfektion mittels FACS-Sorter von GFP-negativ&ilen getrennt und anschlieBend mit
bzw. ohne Imatinib und Cisplatin fir 16 h behandelt

Nach Fixierung der Zellen und Inkubation mit ariBpAntikérper wurde dann die p53-
Induktion von GFP-positiven Zellen, die mit Imabnund Cisplatin behandelt wurden, im
Vergleich zu nicht-behandelten GFP-positiven Zellearmittelt. Die Ergebnisse der
durchflusszytometrischen Analyse zeigen, dass éieaBdlung mit p53-shRNA zu einer etwa
50 %-igen Reduktion der p53-Akkumulation nach Gisipl fuhrt, im Vergleich zur p53-

Induktion mit Kontroll-shRNA behandelter Zellendbe Abb. 15 links und Mitte). Die ShRNA-
vermittelte Herunterregulierung von p53 fiihrt zoegisignifikanten Reduktion des Zelltods bei
Imatinib- und Cisplatin-behandelten Zellen im Veigh zu Zellen, die mit Kontroll-shRNA

behandelt wurden (siehe Abb. 15 rechts). Demnathdies Hypersensitivitat bei Bcr/Abl-

positiven Zellen abhangig von p53.

£ 15 301
Kontroll-shRNA p53-shRNA ) = £
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ps3 2 23
. o - 0-
- M.Ed'“m p53sh  Kontrsh  p53sh Kontrsh  p53sh
—— Clisplatin GFP-  GFP+  GFP+ GFP+  GFP+

Abb. 15: Hypersensitivitat ist abhéngig von p53Bcr/Abl-positive Zellen wurden mit p53-spezifischmter p53-
unspezifischer shRNA transfiziert. In Gegenwart desgenen Wachstumsfaktors miL3 (1 ng/ml) wurdemieste
GFP-positive Zellen mit Cisplatin (8M) in Kombination mit Imatinib behandelt. Eine dbflusszytometrische

Analyse des Zelltods erfolgte nach einer 16-stigniisplatin-Inkubation mittels Annexin-Alexa-Farngu
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Die oben beschriebene Beobachtung, dass p53 eadigd Rolle bei der Induktion des Zelltods
Bcr/Abl-positiver Zellen spielt, der durch eine Hmgb/Cisplatin-Behandlung vermittelt wird,
konnte durch die Verwendung von Nutlin, einem MdAr#agonisten, zusatzlich belegt werden.
Die Behandlung der Zellen mit Nutlin fuhrt zu eineerstarkten p53-Akkumulation. Aus
Abbildung 16 wird ersichtlich, dass dieser geste@ep53-Level die Cisplatin-Sensitivitat
Imatinib-behandelter Bcr/Abl-positiver Zellen deciil steigert und somit nach einer 16-
stindigen Cisplatin-Inkubation etwa 100 % Zelltodeiht wird. Diese Ergebnisse lassen

demnach darauf schlie3en, dass der hypersenstigseoB/p von p53 abhangig ist.

100+

-
o
|
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Zelltod [%]

25+
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Abb. 16: Nutlin-induzierte p53-Akkumulation verstarkt den Imatinib/Cisplatin-vermittelten Zelltod bei
Bcr/Abl-positiven Zellen. Bcer/Abl-positive Zellen wurden mit mIL3 (1 ng/mipkubiert. 1/2 h vor Zugabe von
Imatinib (3uM) wurden die Zellen mit Nutlin (10 uM) behandelt.h nach Imatinib-Zugabe wurde Cisplatin
(5 uM) zugegeben. Nach einer 16-stiindigen Inkubatmit Cisplatin erfolgte die durchflusszytometrisch
Untersuchung. Dabei wurde der Anteil toter Zelldttets Annexin V-FITC-Farbung ermittelt. n= 5
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Aufgrund der Beobachtung, dass Nutlin kombiniert imiatinib infolge von Cisplatin zu einem
fast 100 %-igen Zelltod fuhrt, wurde die Wirksantkdieser Kombination zusatzlich in primaren
Zellen untersucht. Um den Einfluss von Nutlin alleind in Kombination mit Imatinib und
Cisplatin auf die Viabilitat von primaren CML-Zellezu analysieren, wurden Philadelphia-
positive Zellen von CML-Patienten und normale migsdbe Progenitor-Zellen auf ihre
Fahigkeit GM-CFUs zu bilden, getestet. Die Zellemrden mit Cisplatin allein, Nutlin (1 bzw.
3 uM) allein und mit der Kombination aus Cisplatimatinib und Nutlin (1 bzw. 3 uM) fur 16 h
behandelt. Bevor die Zellen fir den CFU-Assay aattiptt wurden, wurden die Substanzen
herausgewaschen. Cisplatin war so dosiert, daalie#s nicht zu einer signifikanten Reduktion
des Uberlebens der Zellen filhrte. Nach einer ligetitinkubation wurden die Kolonien mit
mehr als 50 Zellen der jeweiligen Ansatze ausgeézanhl

Wie aus Abbildung 17 ersichtlich, fihrt eine 16ratige Behandlung mit 1 uM Cisplatin zu
einer leichten Sensitivierung Philadelphia-positiv@7,2 % bezogen auf nicht-behandelte
Zellen) und negativer (83,5 % bezogen auf nichtabelelte Zellen) Progenitor-Zellen. Die
Behandlung mit 3 uM Nutlin fir 16 h hat bei Philgea-positiven Progenitoren eine
sensitivierende Wirkung verglichen mit normalend@nuitoren. Es kam zu einer Reduktion der
Kolonienanzahl von 48,9 % bei Philadelphia-posiivend 65,6 % bei normalen Progenitoren.
Die Kombination aus Cisplatin, Imatinib und Nutlif8uM) fuhrt sowohl bei normalen
myeloischen als auch bei Philadelphia-positivengBnitoren zu einer signifikanten Reduktion
der Zahl von GM-CFUs, es wird demnach keine Tuniekseitat erreicht.

Da dieser Effekt nicht tumorselektiv ist, wurde emsticht, ob durch eine Verringerung der
Nutlin-Konzentration eine Selektivitat erreicht wen kann. Eingesetzt wurde Nutlin in einer
Konzentration von 1 uM. Wie in Abbildung 17 zu sehkann tatséachlich durch eine Reduktion
der Nutlin-Dosierung die Selektivitat teilweise @hnh werden. Bei Optimierung dieses
Therapieansatzes, konnte es mdoglichweise eine Beirgsstrategie von CML-Patienten

darstellen.
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Abb. 17: Bei Philadelphia-positiven Zellen kommt esnach einer Behandlung mit Imatinib, Nutlin und
Cisplatin zu einer signifikanten Reduktion der Zahl von GM-CFUs. Je 5000 Philadelphia-positive Zellen aus
CML-Patienten und normale Progenitor-Zellen wurdarer 16-stiindigen Behandlung mit Cisplatin (1 pe¥gin,
Nutlin (3 UM bzw. 1 uM) allein, und der Kombinatiaaus Cisplatin, Imatinib und Nutlin in Anwesenhdir
Wachstumsfaktoren hIL3 (1 ng/ml) + GCSF unterzogknontrollzellen wurden dabei unbehandelt gelassen.
Anschlie3end wurden die Zellen gewaschen und iw@dPlatten ausplattiert. Nach einer Inkubatiom @ Tagen
wurde die Anzahl der Kolonien bestimmt. Dargestsiitd die normierten gemittelten Werte einer 3-fach
Bestimmung und die Standard-Abweichung vom MittetW8EM). n= 3
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6.6 Molekularer Einfluss von Imatinib auf die p53-Akkumulation und

-Aktivitat als Antwort auf Cisplatin

Es gibt eine Vielzahl von Publikationen, die ein&kAmulation und Aktivierung von p53
infolge von Cisplatin beschreiben (Danaiaal., 2001; Coltoret al., 2006). Dabei wird p53 unter
anderem direkt von der Kinase ATM phosphoryliertl @ktiviert. Aus diesem Grund wurde im

Folgenden der p53-Signalweg infolge von zellula&iness untersucht.

6.6.1 Aktivierung des p53-Systems durch die Expression voBcr/Abl

Zunéchst wurde der Einfluss der aktiven Bcr/Abl-dsinkinase auf die Cisplatin-induzierte p53-
Antwort untersucht. Mittels einer Western-Blot Ays¢ wurde die Expression von p53 und zwei
seiner wichtigsten Zielstrukturen, namlich p21 WMdm2, nach einer 16-stindigen Cisplatin-
Behandlung analysiert (vgl. Abb. 18). Der VergleBhr/Abl-positiver und -negativer Zellen
zeigt, dass es durch die Anwesenheit des onkogénmsmonsproteins zu einer erhohten
Expression von p53 infolge von genotoxischem Stkesnmt. Auch die Aktivitat von p53 als
Transkriptionsfaktor ist bei Bcr/Abl-positiven Zefl im Vergleich zu Bcr/Abl-negativen Zellen
erhoht, da die Behandlung mit Cisplatin zu einetuktion der Proteinmenge von p2l1 und
Mdm2 fihrt. Diese Beobachtung lasst darauf schiie@ass die aktive Bcr/Abl-Tyrosinkinase

zu einer Aktivierung des p53-Systems infolge vonA$thadigenden Agenzien fuhrt.
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Abb. 18: Bcr/Abl aktiviert das p53-System bei Ber/Al-positiven Zellen nach Cisplatin-Behandlung Bcr/Abl-
negative und Bcr/Abl-positive Zellen wurden in Gegart des exogenen Wachstumsfaktors mIL3 (1 ngfmit)
Cisplatin (5uM) behandelt. 16 h nach Cisplatin-Behandlung wurdén Zellen geerntet und das Gesamtlysat
isoliert. Mittels SDS-PAGE wurden die Lysate aufgaht und durch eine Western-Blot Analyse untersugabei
wurden die Proteinmengen von p53, p21 und Mdm2ysist. Die Beladung des Polyacrylamidgels wurdecdu
Detektion von GAPDH kontrolliert.

6.6.2 Selektiv bei Bcr/Abl-positiven Zellen verursacht Imatinib eine verminderte

ATM-Aktivierung und eine reduzierte p53-Aktivitat i nfolge von Cisplatin

Um den molekularen Einfluss von Imatinib auf dieddition und Aktivierung von p53
aufzuklaren, wurden Bcr/Abl-positive und Bcr/Ablgative Zellen mit Cisplatin allein, Imatinib
allein und der Kombination beider Substanzen bedlan&owohl Bcr/Abl-positive als auch
Bcr/Abl-negative Zellen zeigen bereits nach einestibdigen Cisplatin-Behandlung eine
Aktivierung von ATM, die eine Akkumulation und Plpdsrylierung von p53 an Serin 15 zur
Folge hat (vgl. Abb. 19-A/B). Diese Cisplatin-inderze p53-Aktivierung ist selektiv bel
Bcr/Abl-positiven Zellen durch eine Imatinib-verteite Inhibition von Bcr/Abl deutlich
reduziert. Durch die fehlende Aktivierung von ATMeib Bcr/Abl-positiven Zellen in
Anwesenheit von Cisplatin und Imatinib, kommt esemeer reduzierten Phosphorylierung von
p53 an Serin 15, eine Stelle, die direkt von ATMogphoryliert wird. Die Expression des
p53-Gesamtproteins hingegen wird nur geringflgigiffeusst. Im Gegensatz dazu hat Imatinib
keinen Einfluss auf die Cisplatin-induzierte Akawing von ATM und p53 bei
Bcr/Abl-negativen Zellen.
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Abb. 19: Imatinib fahrt bei Bcr/Abl-positiven Zellen zu einer reduzierten ATM- und p53-Aktivierung als
Antwort auf Cisplatin. (A) Bcr/Abl-negative und Bcr/Abl-positive wurdenitmoder ohne Imatinib (3M) in
Gegenwart des exogenen Wachstumsfaktors miL3 ¢hlpglllein oder in Kombination mit Cisplatin (5 pM)
behandelt. Imatinib wurde jeweils 2 h vor Cisplé@ehandlung zu den Zellen gegeben. Die Zellen wunazch
einer 6-stiindigen Cisplatin-Inkubation geerntet dad Gesamtlysat extrahiert. Die Lysate wurdenSix8-PAGE
aufgetrennt und in der Western-Blot Analyse auf &mosphorylierungszustand von ATM und p53, und dief
Expression von p53 untersucht. Die Beladung dess Gelrde durch Detektion von GAPDH kontrolliert.
(B) Densitometrische Auswertung von Serin 1981-AtiMl Serin 15-p53. n=5
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6.6.3 Imatinib verursacht eine verminderte transkriptionelle Aktivitat von p53 und
fuhrt somit zu einer reduzierten p21- und Mdm2-Indwktion infolge von

Cisplatin selektiv bei Bcr/Abl-positiven Zellen

Um Auswirkungen der Bcr/Abl-Inhibition durch Imaifnnach einer Cisplatin-Behandlung auf
die p53-Aktivitat als Transkriptionsfaktor zu urdachen, wurden Zellzyklus-regulatorische und
proapoptotische Zielgene von p53 analysiert.

Bcr/Abl-positive und -negative Zellen wurden dabdn mit Imatinib und Cisplatin allein und
der Kombination aus Imatinib und Cisplatin behahdel Abbildung 20-A ist das Ergebnis der
semiquantitativen RT-PCR Analyse dargestellt. Gisplfiihrt zu einer Induktion der Expression
der p53-Zielgeng21l undMdm2, sowohl bei Bcr/Abl-positivenpl-Induktion 2,9-fachMdm2-
Induktion 4,1-fach) als auch bei Bcr/Abl-negativ@2l-Induktion 2,1-fach,Mdm2-Induktion
1,7-fach) Zellen. Die Behandlung mit Imatinib in tdbination mit Cisplatin fiihrt selektiv bei
Bcr/Abl-positiven Zellen zu einer signifikanten Redion der Expression vop2l (1,5-fach)
und Mdm2 (1,8-fach), wahrend die Behandlung mit Imatinilink@ Einfluss auf die Expression
beider Gene bei Bcr/Abl-negativen Zellen hat.

Die Western-Blot Analyse der Proteine p21 und Mdst2n Abbildung 20-B dargestellt. Die
densitometrische Auswertung der Blots zeigt (vghbA20-C), dass es auch auf Proteinebene
nach einer Cisplatin-Inkubation von 6 bzw. 16 h Amwesenheit von Imatinib zu einer
Reduktion der p21-Induktion (nach 16 h: von 5,7 B6-fach; nach 6 h: von 1,5- auf 1,2-fach)
und zu einer signifikanten Reduktion der Mdm2-Ingluk (nach 16 h: von 4,7- auf 3,2-fach;
nach 6 h: von 1,7- auf 0,5-fach) bei Bcr/Abl-posti Zellen kommt. In Bcr/Abl-negativen
Zellen hat Imatinib weder auf die Expression voi pach auf die von Mdm2 eine Auswirkung
infolge von Cisplatin (p21-Induktion nach 6 h: viyi- auf 1,2-fach; p21-Induktion nach 16 h:
von 2,8- auf 2,8-fach) (Mdm2-Induktion nach 6 hnvh4- auf 1,2-fach; Mdm2-Induktion nach
16 h: von 2,4- auf 2,6-fach).

Diese Ergebnisse zeigen, dass die transkriptionfiiivitat von p53 selektiv bei Bcr/Abl-
positiven Zellen nach einer Cisplatin-Behandlund\inwesenheit von Imatinib gehemmt ist, da
es zu einer Reduktion der p53-abhéngigen Induktommp2l und Mdm2, sowohl auf RNA- als

auch auf Protein-Ebene, kommt.
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Abb. 20: Imatinib fuhrt bei Bcr/Abl-positiven Zellen zu einer reduzierten p21- und Mdmz2-Expression als
Antwort auf Cisplatin. (A) Mittels der LightCycler-Technik wurde die Exgssion vorp21 und Mdm?2 untersucht.
Die Abbildung zeigt die Auswertung der RT-PCR BdlAegativer und Bcr/Abl-positiver Zellen. Die Zefi
wurden in An- und Abwesenheit von Imatinib (3 uMh 6nit Cisplatin (5 uM) behandelt. Nach anschlief&n
RNA-Isolierung wurde am LightCycler die Expressioon p21 und Mdm2 analysiert. Die Diagramme zeigen die
Induktion der Gene nach angegebener Behandlunggbezauf die Kontrolle. Kontrollzellen waren dabei
unbehandelt. (B) Western-Blot Analyse Bcr/Abl-négat und Bcr/Abl-positiver Zellen. Die Zellen wunden
Anwesenheit von mIL3 und in An- und Abwesenheit Voratinib (3 M) nach angegebener Cisplatin-Inkidyat
(5 uM) pelletiert. Das isolierte Gesamtlysat wundigtels SDS-PAGE aufgetrennt, und in der Westerot-Binalyse
die Expression von p21 und Mdm2 detekti®te Beladung des Gels wird durch Detektion von RBiHAkgezeigt.
(C) Densitometrische Auswertung der Expression p2h und Mdmz2. Die Induktion der Proteinexpressiacm

jeweiliger Behandlung wurde dabei auf die unbehledntrolle bezogen. n=6

Aufgrund der Beobachtung, dass die Transaktivitit p53 bei Bcr/Abl-positiven Zellen nach
einer Imatinib/Cisplatin-Behandlung vermindert isturde die Expression p53-abhéngiger
proapoptotischer Zielstrukturen, wie PUMA, BAX undOXA untersucht (vgl. Abb. 21).
Sowohl bei Bcr/Abl-positiven als auch bei Bcr/Aldgativen Zellen werden diese Gene ohne
zellularen Stress bereist hoch exprimiert. Eineddelfung mit Cisplatin fuhrt zu keiner weiteren
Induktion von PUMA, BAX und NOXA. Selbst bei Bcr/Apositiven Zellen hat Imatinib
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keinen Effekt auf die Expression dieser Gene. DiEgebnisse lassen schlussfolgern, dass der
Cisplatin-induzierte Imatinib-verstarkte Zelltod ibBcr/Abl-positiven Zellen nicht von der
Induktion proapoptotischer Gene durch p53 abhangt.
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Abb. 21: Eine Imatinib/Cisplatin-Behandlung hat keinen Effekt auf proapoptotische p53-abhangige
Zielstrukturen. (A) Quantifizierung der Transkripte voRUMA, BAX und NOXA mit Hilfe der LightCycler-
Technik nach einer 6-stiindigen Behandlung mit @iapl(5 UM) in An- und Abwesenheit von Imatinib (®1).

(B) Ergebnis einer Western-Blot Analyse. Bcr/Ablgatve und Bcr/Abl-positive Zellen wurden in Anwebeit

von mIL3 und in An- und Abwesenheit von Imatinib(81) 6 h nach Cisplatin-Behandlung (5 uM) pelldtigias

Gesamtlysat extrahiert und mittels SDS-PAGE auégeir. Untersucht wurden die Proteine BAX und PUNDbe

Beladung des Gels wurde durch die Detektion vonkBrAkontrolliert. (C) Densitometrische Auswerturgv
PUMA und BAX. n=4
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6.6.4 Fehlende p53-Phosphorylierung fuhrt zum Verlust derp53-Transaktivitat

infolge von Cisplatin bei Imatinib-behandelten BcrAbl-positiven Zellen

Eine Imatinib-Behandlung bei Bcr/Abl-positiven il infolge von Cisplatin fihrt zu einer
verminderten Transaktivitat von p53, die sich inegireduzierten p21- und Mdm2-Induktion
nach zellularem Stress aufRert. Aufgrund dieserathts wurde im folgen Teil der Arbeit
untersucht, ob diese Beobachtung von der redumigrte8-Akkumulation abhangt. Hierfur

wurden Bcr/Abl-positive Zellen mit dem Mdm2-Antagsien Nutlin behandelt. Wie erwartet,
fuhrt eine Behandlung mit Nutlin zu einer verstarkiAkkumulation von p53. Die durch Nutlin

induzierte p53-Akkumulation kann durch die Behandluder Zellen mit Cisplatin sogar
verstarkt werden (vgl. Abb. 22-A). Trotz der ertgihtAkkumulation ist bei Bcr/Abl-positiven

Zellen p53 nicht in der Lage21 undMdm2 zu transaktivieren (vgl. Abb. 22-A). Dariiber hisau
wird auch in Anwesenheit von Nutlin die Phosphawying von p53 an Serin 15 durch Imatinib
gehemmt (siehe Abb. 22-B). Trotz der hohen Akkurthaa ist p53 demnach transkriptionell
nicht aktiv, was wahrscheinlich auf die fehlendeo$fhorylierung von p53 an Serin 15

zuriickzufiuhren ist.
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Abb. 22: Bcr/Abl-positive Zellen reagieren auf Cispatin in Kombination mit Imatinib mit einer
verminderten transkriptionellen Aktivitdt von p53. (A) Bcr/Abl-positive Zellen wurden 1/2 h vor Imaif-
Zugabe (M) mit Nutlin (10 uM) behandelt. 2 h nach Imatifdabe wurden die Zellen mit Cisplatin (5 uM)
versetzt und nach angegebenen Zeitpunkten die Pimddietiert. Das Experiment wurde in Anwesenheit mIL3

(1 ng/ml) durchgefiihrtDas Gesamtlysat wurde per SDS-PAGE aufgetrenntinnder Western-Blot Analyse
untersucht. Detektiert wurde die Proteinmenge V88, p21 und Mdm2, sowie die Phosphorylierung vo8 (i5).

Die Beladung der Polyacrylamidgele wurde durch Rige von GAPDH Uberprift
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6.7 Verminderte p53-Transaktivitat bei Bcr/Abl-positiven Zellen st
abhangig von Bcr/Abl

Der niedermolekulare Inhibitor Imatinib hemmt nel®ecr/Abl und c-Abl eine Reihe weiterer
Tyrosinkinasen, wie zum Beispiel ARG\ related gene), PDGFR platelet-derived growth
factor receptor) und c-kit (Goldmaret al., 2004). Um mdgliche Effekte von Imatinib auf diese
Kinasen auszuschlieRen, wurde eine Imatinib-registeZelllinie (T315I-Bcr/Abl-positiv)
verwendet, die in ihreBcr/Abl-Sequenz eine Punktmutation tragt. Es handelt Bahdieser
Mutation um einen Austausch der Aminosaure Threaiirch Isoleucin an Position 315. Hier
hat die Behandlung mit Imatinib lediglich die Iniibn der c-Abl-Kinaseaktivitat zur Folge.
Wie aus Abbildung 23 ersichtlich, hat Imatinib ldesen Zellen keine Auswirkung auf die p21-
und Mdm2-Induktion nach genotoxischem Stress dutasplatin. Dies bedeutet, dass die
beobachtete Reduktion der p21- und Mdm2-Expressiord somit die verminderte
transkriptionelle Aktivitat von p53 bei Bcr/Abl-pibsen Zellen wahrscheinlich von der

Hemmung der Bcr/Abl-Kinase abhangig ist.

Kontrolle Imatinib
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Abb. 23: Verminderte p53-Aktivierung bei Bcr/Abl-positiven Zellen ist abhdngig von der Hemmung der
Bcr/Abl-Kinase. T315I-Bcer/Abl-positive Zellen wurden in Gegenwatés exogenen Wachstumsfaktors miL3
(1 ng/ml) in An- oder Abwesenheit von Imatinib(®) mit Cisplatin (5uM) behandelt. Die Zellen wurden zu den
angegebenen Zeitpunkten nach Beginn der CisplagimaBdlung geerntet und das Gesamtlysat isoliedicks
Mengen der Lysate wurden mittels SDS-PAGE aufgetreind in der Western-Blot Analyse auf p21 und Mdm2
untersucht. Die Beladung des Gels wurde durch Dietekonp-Aktin Gberprift.
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Zusatzlich wurde gepruft, ob die fehlende p53-Ta&tisierung nach Imatinib-Behandlung, die
von Bcr/Abl abhéngig ist, auch auf die ViabilitégrdZellen nach Cisplatingabe tbertragbar ist.
Die Imatinib-resistenten Zellen wurden hierfur rmtatinib allein, Cisplatin allein und mit der
Kombination Imatinib/Cisplatin behandelt. Nach einks-stiindigen Inkubation wurde die
Viabilitat der Zellen durchflusszytometrisch anadys Dabei wird aus Abbildung 24 ersichtlich,
dass die gleichzeitige Behandlung mit Imatinib @idplatin keinen Effekt auf die Viabilitat
dieser Zellen hat. Demnach kann schlussfolgefolgestden, dass der Imatinib/Cisplatin-
vermittelte Zelltod bei Bcr/Abl-positiven Zellen,om der Hemmung der Bcr/Abl-Kinase

abhangig ist.
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Abb. 24: Imatinib/Cisplatin-vermittelter Zelltod be i Bcr/Abl-positiven Zellen ist abhangig von der Henrmung
der Bcr/Abl-Kinase. T315I-Bcr/Abl-positive Zellen wurden in Anwesenheés exogenen Wachstumsfaktors miL3
(1 ng/ml) jeweils mit Imatinib (3 uM) und Cisplatif® uM) allein und mit der Kombination beider Swrsten
behandelt. Nach einer Inkubation von 16 h wurdeZtiitodrate durchflusszytometrisch bestimmt. Davarden

die Zellen mit Annexin-Alexa gefarbt. Kontrollzetlevurden weder mit Imatinib noch mit Cisplatin bedelt. n=5

Um nachzuweisen, dass das gehemmte Bcr/Abl-Protaisachlich eine Rolle fur die
verminderte p53-Aktivierung spielt, wurden siRNAgeximente zur Hemmung der Bcr/Abl-
Expression durchgefuihrt. Eine zweimalige Transtektider Zellen mit gegen die
Bruchpunktregion gerichteten siRNA-Oligonukleotitigart zu einer deutlichen Hemmung der
Bcr/Abl-Expression (vgl. Abb. 25-B). Dies hat zuwl§e, dass die p21-Induktion in Zellen, die
mit Imatinib und Cisplatin behandelt wurden, wietkglweise restauriert wird (vgl. Abb. 25-A).
Diese Beobachtung lasst schlussfolgern, dass dientimg der transkriptionellen Aktivitat von

p53 von der Expression von Bcr/Abl abhangt.
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Abb. 25: Verminderte p53-Aktivierung bei Bcr/Abl-positiven Zellen ist abhdngig von der Hemmung der
Bcr/Abl-Kinase. Bcr/Abl-positive Zellen wurden zweimal im Abstamdn 24 h mit den angegebenen siRNAs
elektroporiert. BAF7/BAF9: Ber/Abl-el4a2-spezifische siRNAs; BAF8/BAF13: jeweilige 3 x ,mistch’-
Kontrolle. (A) Zu den angegebenen Zeitpunkten wardie Zellen nach Beginn der Cisplatin-Behandluegrgtet
und das Gesamtlysat isoliert. Die Lysate wurdenSIixS-PAGE aufgetrennt und in der Western-Blot Asalpuf
die Expression von p21 untersucht. Die Beladung @ets wurde durch Detektion von GAPDH Uberpruft.
(B) Dargestellt ist der Nachweis der Proteinexpogsson Bcr/Abl und c-Abl nach der zweiten siRNA&Bndlung
durch Western-Blot Analyse.

6.8 Hemmung von ATM allein reicht nicht aus, um einen lpersensitiven

Phéanotyp zu induzieren

Wie bereits gezeigt, fuhrt eine Cisplatin-Behandlan einer p53-Aktivierung, wobei es zu einer
Akkumulation und Aktivierung von p53 als Transkrgotsfaktor kommt. Infolge der p53-
Aktivierung kommt es zu einer Induktion der p53igene p21 und Mdm2, wéhrend
proapoptotische p53-abhangige Gene in Bcr/Abl-pasit Zellen bereits hoch exprimiert sind
und durch Cisplatin nicht weiter induziert werdémBcr/Abl-positiven Zellen hemmt Imatinib
bei gleichzeitiger Inkubation mit Cisplatin den ATpB3-Signalweg, was einerseits zu einer
Reduktion derp21- und Mdm2-Induktion fihrt, andererseits proapoptotische Geénehrer
Expression nicht verandert werden.

Um zu klaren, ob die Hemmung von ATM ausreicht, dimbei Bcr/Abl-positiven Zellen durch
Imatinib und Cisplatin verursachte Hypersensitivié erreichen, wurde bei Bcr/Abl-positiven
Zellen ATM pharmakologisch inhibiert. Die HemmungrnvATM erfolgte durch die Inkubation
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der Zellen mit dem PI3K-Inhibitor LY294002 und depezifischen ATM-Inhibitor KU-55933.
Aus der Western-Blot Analyse (vgl. Abb. 26) wirdsiehtlich, dass nach einer Cisplatin-
Behandlung sowohl LY294002 als auch KU-55399, ebesi& Imatinib, eine Hemmung der
ATM-Aktivierung verursachen, die sich wiederum imme Hemmung der p53-Aktivierung
wiederspiegelt. Es kommt weder zu einer p53-Phastiboung an Serin 15 noch zu einer
Induktion von Mdm2 durch die Behandlung Bcr/Abl-piver Zellen mit allen drei Inhibitoren

infolge von Cisplatin.

Imatinib + +
KU-55933 + +
LY294002 + +
Cisplatin + + + +

ATM S G s S SN0 Gan S -

Ser1981-ATM : ” - a ! (

p53 —— e — —_—_——
Ser15-p53 | — _
Mdm2 | e IR e e —— -—
—
R-Aktin

Abb. 26: Imatinib fUhrt bei Bcr/Abl-positiven Zelle n zu einer reduzierten ATM- und p53-Aktivierung als
Antwort auf Cisplatin. Bcr/Abl-positive wurden jeweils mit dem PI3K-Inliibr LY294002 (25 uM) und dem
spezifischen ATM-Inhibitor KU-55933 (10M) in Gegenwart des exogenen Wachstumsfaktors nilligg/ml) in
Kombination mit Cisplatin (5 puM) behandelt. Die sl wurden 2 h mit den Inhibitoren vorinkubiert, dun
anschlieend mit Cisplatin versetzt. Nach eineti@digen Cisplatin-Inkubation wurden die Zellen et und das
Gesamtlysat extrahiert. Die Lysate wurden per SB&P aufgetrennt und in der Western-Blot Analyse deif
Phosphorylierungszustand von ATM und p53, und asf Expression von ATM und Mdm2 untersucht. Die
Beladung des Gels wurde durch Detektion von 3-Agéireigt.
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Eine Analyse des Zellzyklus zeigt (siehe Abb. 27-Aass es bei unbehandelten Bcr/Abl-
positiven Zellen nach einer Cisplatin-Behandlung esnem G2/M-Arrest kommt. Bcr/Abl-
positive Zellen verlieren sowohl nach einer Behandl mit Imatinib als auch nach einer
Behandlung mit LY294002 die Fahigkeit in der G2/MaBe zu arretieren. Die Hemmung des
ATM-Wegs durch Imatinib scheint somit verantwottlizu sein fur die verlorene Fahigkeit der
Zellen in G2/M zu arretieren. Wahrend allerdingsaimib-behandelte Zellen mit einem Verlust
der Viabilitat auf Cisplatin reagieren, kommt es b¥294002- und bei KU-55933-behandelten
Zellen nicht zur vermehrten Induktion von Zelltosiehe Abb. 27-B). Demnach reicht eine
verminderte ATM-Aktivierung nicht aus fir die Indidkn des Imatinib-vermittelten
hypersensitiven Phanotyps. Diese Ergebnisse latm@nf schlieRen, dass aul3er der Hemmung

von ATM noch weitere alterierte Mechanismen beisdia beobachteten hypersensitiven

Phanotyp eine Rolle spielen.

A B
Kontrolle Cisplatin
O I P, I 50-
Kontrolle
I . 40
E’.i‘ 30+
L‘M- L. W e bk ko]
W+ & 8
Imatinib T 20
N
.y 10-
M=y SR TEECEE ) 0-
LY 294002 Cisplatin + + + +
Imatinib + +
KU-55933 + +
LY294002 4 +

— i H —— 1
subG1 G1 G2 subG1  G1 G2

Abb. 27: Pharmakologische Hemmung von ATM fihrt nitt zu einer Hypersensitivitat gegeniber Cisplatin.
(A) In Gegenwart von miL3 (1 ng/ml) wurden Bcr/Abbsitive Zellen nach einer 16-stiindigen Cisplatin-
Behandlung in An- und Abwesenheit von Imatinib (@)uund LY294002 (25 uM) einer Zellzyklus-Analyse
unterzogen. (B) Bcr/Abl-positive Zellen wurden ireggnwart des exogenen Wachstumsfaktors miL3 (1Ipg/m
jeweils mit Imatinib (3 uM), KU-55933 (10 uM) undYR94002 (25 uM) 2 h vor Cisplatin-Zugabe (5 uM)
behandelt. Nach einer Inkubation mit Cisplatin f)6wurde der Anteil toter Zellen mittels AnnexinRITC-

Farbung am Durchflusszytometer bestimmt. n=4
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6.9 Einfluss von Imatinib und Cisplatin auf die p53-Translokation bei

Bcr/Abl-positiven Zellen

In der vorliegenden Dissertation wurde gezeigtsdas3 als Transkriptionsfaktor bei Ber/Abl-
positiven Zellen nach einer Imatinib/Cisplatin-Betiaung nicht mehr aktiv war. Dennoch kam
es zur Induktion von Zelltod, der abhangig von p&8. Im Folgenden wurde untersucht, wie
p53 trotz seiner verminderten Transaktivitat funes vermehrten Zelltod und damit zur
Hypersensitivitat beitragen kénnte. p53 hat nebeimes Rolle als Transkriptionsfaktor im
Zellkern auch eine sehr wichtige proapoptotischaekkan im Zytoplasma. Dort aktiviert p53
nach DNA-Schadigung das proapoptotische Bcl-2 Ranglotein BAX, das als Folge seiner
Aktivierung an das Mitochondrium transloziert. Egnmkmt zur Induktion der Formation von
BAX/BAX Homodimeren und BAX/BAK Heterodimeren, didann Poren in der &uf3eren
Mitochondrienmembran bilden und so die Freisetzam¢pchondrialer Proteine induzieren
(Susinet al., 1999; Duet al., 2000; Verhagest al., 2000; Liet al., 2001; Suzuket al., 2001). In

Abwesenheit von DNA-Stress ist p53 im Zytoplasma das antiapoptotische Bcl-2
Familienprotein Bcl-x gebunden, sodass eine Aktivierung von BAX durcB pBd somit eine

Induktion von Zelltod verhindert wird. Daher istsd&erhéltnis zwischen Bclrxund p53 im

Zytoplasma fiir das Uberleben oder Sterben der Zelteentscheidender Bedeutung.

6.9.1 Aktivierung von FoxO3a fuhrt zur Translokation von p53 aus dem Zellkern

ins Zytoplasma

Damit p53 seine proapoptotische Funktion im Zytepla austiben kann, muss es zunéchst aus
dem Zellkern ins Zytoplasma transportiert werdere pb3-Translokation wird unter anderem
durch das Protein FoxO3a induziert (Yetual., 2006). Es ist bekannt, dass Bcr/Abl Uber den
PI3K-Signalweg FoxO3a phosphoryliert und damit tha&rt. Somit fuhrt eine Imatinib-
induzierte Inhibition von Bcr/Abl potentiell zu @&n Aktivierung und schlieBlich zu einer
Translokation von FoxO3a in den Nukleus. In einexst@rn-Blot Analyse wurde die Aktivitat
von FoxOg3a in Bcr/Abl-positiven Zellen untersuchiefie Abb. 28-A). Die Diagramme zeigen
sowohl die Induktion des Gesamtproteins als auehrdiuktion des Phosphorylierungszustands
von FoxO3a (siehe Abb.28-B) nach einer 6-stindigesplatin-Behandlung Bcr/Abl-positiver

Zellen in An- und Abwesenheit von Imatinib als dessetrische Auswertung 3 unabhangiger
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Experimente. Wie in Abbildung 28 dargestellt, hatatinib keinen Effekt auf die FoxO3a-
Proteinmenge. Jedoch fuhrt Imatinib zu einer sigarften Reduktion der FoxO3a-
Phosphorylierung (von 1,1-fach auf 0,4-fach) unchis@u einer Aktivierung und Translokation

von FoxOg3a in den Zellkern infolge von Cisplatin.

A B

Imatinib + +
Cisplatin FoxO3a p-FoxO3a

+ +
s - - - “
FoxO3a — —
*

05 ’__I;‘

0.0

[-Aktin F.-- 0.0
Imatinib + +

p-FoxO3a — -. - -

Induktion durch
Cisplatin
o
~

Abb. 28: Bei Bcer/Abl-positiven Zellen fihrt eine Béandlung mit Imatinib und Cisplatin zu einer Aktivi erung
von FoxO3a.(A) Western-Blot Analyse Bcr/Abl-positiver Zellem Anwesenheit von miL3 (1 ng/ml) wurden die
Zellen mit Imatinib (3 uM) in An- und Abwesenheibrv Cisplatin (5 uM) behandelt. 6 h nach Cisplatin-
Behandlung wurden die Zellen pelletiert, das Gebasait extrahiert und mittels SDS-PAGE aufgetrehmtersucht
wurde sowohl die Proteinmenge als auch der Phogldremgszustand von FoxO3a. Die Beladung des @aisle

durch Detektion von 3-Aktin gezeigt. (B) Densitorisgthe Auswertung von FoxO3a und phospho-FoxO3a. n=
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Aufgrund der Tatsache, dass p53 im Zytoplasma ilsikal sein muss, um seine Zelltod-
induzierende Funktion austben zu koénnen, wurde olgehden die Lokalisation von p53
untersucht. Dabei wurden Bcr/Abl-positive Zellent n@isplatin allein und mit Imatinib

kombiniert behandelt. Nach einer 16-stindigen l@itigm mit Cisplatin wurden die Zellen
immunhistochemisch analysiert. Aus Abbildung 29dnersichtlich, dass bei Bcr/Abl-positiven
Zellen, die mit Cisplatin und Imatinib behandelt rden, p53 grofitenteils im Zytoplasma
akkumuliert. Bei Zellen, die nur mit Cisplatin beldelt wurden, ist p53 sowohl im Nukleus als

auch im Zytoplasma lokalisiert.

TOPRO Overlay

Abb. 29: Nach einer Imatinib/Cisplatin-Behandlung &kumuliert p53 gréf3tenteils im Zytoplasma. Bcr/Abl-

Cisplatin
Imatinib

p53
Cisplatin .

positive Zellen wurden in Anwesenheit von mIL3 @ml) mit Cisplatin (5 uM) in An- und Abwesenheibv
Imatinib (3 uM) behandelt. 16 h nach Cisplatin-Betlang wurden die Zellen fixiert, mit einem p53-ajfischen
Antikorper und dem Kernmarker TOPRO gefarbt. Di@den wurden anschliefend am Fluoreszenzmikroskop
aufgenommen. Links: Aufnahme von p53. Mitte: Aufmehvon TOPRO. Rechts: Die Uberlagerung von p53 und
TOPRO.
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6.10Imatinib flhrt zu einer verminderten Expression von Bcl-x_ als Antwort

auf Cisplatin bei Bcr/Abl-positiven Zellen

Wie bereits gezeigt, kommt es infolge von genothesn Stress in Anwesenheit von Imatinib
zu einer p53-Translokation aus dem Nukleus ins @ggma. Unter normalen Bedingungen wird
p53 an Bcl-x gebunden, sodass seine proapoptotische Funktiterbumden ist. Basierend
darauf, ist fur die Viabilitat einer Zelle das QGlegewicht zwischen Bclix und p53
entscheidend. Aus diesem Grund wurde im folgendeschnitt die Expression von Bcl-x
untersucht.

Die Western-Blot Analyse (Abb. 30-A) zeigt, dass iefolge einer 6-stindigen Cisplatin-
Behandlung zu einer reduzierten Expression vonxBah Anwesenheit von Imatinib kommt.
Die densitometrische Auswertung der Blots ergilneeReduktion der BclixExpression von
0,9- auf 0,4-fach (siehe Abb. 30-B). Die reduzidtteteinmenge von Bclphat zur Folge, dass
Lviel“ p53 frei im Zytoplasma und somit in der Lagst, durch die Aktivierung von BAX,

Zelltod zu induzieren.

.. < 1.2
Imatinib + + & —_—
2
Cisplatin + © 08
3] *
Bel-x, ” . -§ 0.4
GAPDH — = 00
Imatinib +

Abb. 30: Bei Bcr/Abl-positiven Zellen kommt es zu imer Reduktion der Bcl-x -Expression als Antwort auf
eine Imatinib/Cisplatin-Behandlung. (A) Western-Blot Analyse Bcr/Abl-positiver ZellerZellen wurden in
Anwesenheit von mIL3 (1 ng/ml) mit Imatinib (3 p) An- und Abwesenheit von Cisplatin (5 uM) behadhd&h
nach Cisplatin-Behandlung wurden die Zellen pedhttidas Gesamtlysat extrahiert und mittels SDS-BPAG
aufgetrennt. Untersucht wurde die Expression voRxBcDie Beladung des Gels wurde durch die Detektion v

GAPDH kontrolliert. (B) Densitometrische Auswertungn Bcl-x . n=3
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6.10.1 Exogene Expression von Bclixverhindert AlF-Translokation und somit die

Hypersensitivitat Bcr/Abl-positiver Zellen

Um zu untersuchen, ob der durch Imatinib/Cisplatohizierte Zelltod bei Bcr/Abl-positiven
Zellen durch das Wiederherstellen des Bdp%3-Gleichgewichts verhindert werden kann,
wurde in Bcr/Abl-positiven Zellen Bclixtberexprimiert. Wie aus der Western-Blot Analyse
ersichtlich (vgl. Abb. 31-A), verhindert eine exogeBcl-x -Expression den Imatinib/Cisplatin-
vermittelten Verlust von Bcl.x Dartiber hinaus kann dadurch die Translokation At aus
dem Mitochondrium in den Zellkern verhindert werdevéihrend bei den mit Kontrollvektor
transfizierten Zellen AIF im Nukleus akkumuliertelse Abb. 32). Die durch Wiederherstellung
des Bcl-xL/p53-Gleichgewichts verursachte Hemmuag AllF-Translokation fuhrt schlief3lich
auch zu einer signifikanten Hemmung des Cisplatiafinib-induzierten Zelltods in diesen
Zellen (siehe Abb. 33). Diese Ergebnisse lassetussfiolgern, dass das Verhéltnis zwischen
Bcl-x. und p53 entscheidend fir die Viabilitdt der Zellsy und somit Bcl-x eine wichtige

Rolle fur die Induktion des hypersensitiven Phapstsgpielt.

A B
Kontroll-Vektor Bel-x,
M
Imatinib +
Cisplatin
Bel-x, s
- =
©
[(F]
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Abb. 31: Eine Imatinib/Cisplatin-Behandlung hat keine Auswirkung auf die Bcl-x -Expression bei Bcl-x-
Uberexprimierenden Bcr/Abl-positiven Zellen. Bcl-x -Uberexprimierende Bcr/Abl-positive Zellen wurdem i
Anwesenheit von mIL3 (1 ng/ml) mit Imatinib (3 ph) An- und Abwesenheit von Cisplatin (5 uM) behadhd®ie
Zellen wurden 6 h nach Cisplatin-Inkubation pedigti AnschlieBend wurden die Gesamtlysate via SBGH
aufgetrennt und in der Western-Blot Analyse die fespion von Bcl-x untersucht. Die Beladung des

Polyacrylamidgels wurde durch Detektion von GAP ¢ iiprift.
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TOPRO Overlay

Abb. 32: Exogene Expression von Bclyxbei Ber/Abl-positiven Zellen verhindert die AIF Translokation in

Bel-x,

AlF
Kontroll-
Vektor

den Zellkern. Bcr/Abl-positive Zellen, transfiziert mit einem Lexektor und Bcl-x-Uberexprimierende Bcr/Abl-
positive Zellen wurden in Anwesenheit von mIL3 @ml) mit Cisplatin (5 uM) in Kombination mit Imaib

(3 uM) behandelt. Nach einer 16-stiindigen Cisplatkubation wurden die Zellen fixiert. Gefarbt werdit einem
AlF-spezifischen Antikdrper und dem Kernmarker TR, und anschlie@Rend am Fluoreszenzmikroskop
analysiert. Links: Aufnahme von AIF. Mitte: Aufnakenvon TOPRO. Rechts: Die Uberlagerung von AIF und
TOPRO.

Zelltod [%]
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@
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Cisplatin + + +
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Abb. 33: Hemmung des Zelltods bei Bcr/Abl-positivenZellen durch exogenes Bclix In Anwesenheit von
miL3 (1 ng/ml) wurden Bcl-xUberexprimierende Bcr/Abl-positive Zellen mit Irmab (3 uM) und Cisplatin
(5 uM) behandelt. Der prozentuale Anteil toter elivurde nach einer 16-stiindigen Cisplatin-Beharglhaittels
AnnexinV-FITC-Farbung durchflusszytometrisch bestimn=3
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6.11Hemmung von ATM und gleichzeitige Reduktion der Bclx, -Expression

fuhren zum hypersensitiven Phanotyp

Basierend auf der Beobachtung, dass es in Imabeitandelten Bcr/Abl-positiven Zellen
infolge von Cisplatin zu einer fehlenden ATM-Ak&vung und zuséatzlich zu einer verminderten
Bcl-x_.—Expression kommt, was schliel3lich zum Verlust detlviabilitat fihrt, wurde die
Expression von Bclxin Bcr/Abl-positiven Zellen nach einer Inkubatiomt LY294002 und
KU-55399 untersucht. Aus der Western-Blot Analysgl.(Abb. 34) wird ersichtlich, dass eine
Inkubation mit LY294002 und KU-55399 keinen Effetif die Bcl-x-Proteinmenge infolge
von Cisplatin hat. Demnach kommt es lediglich duedte Imatinib/Cisplatin-Behandlung zu
einer Reduktion der BclixExpression. Da der hypersensitive Phé&notyp seldiddi Imatinib-
behandelten Bcr/Abl-positiven Zellen infolge vonsf@latin zu beobachten ist, lassen diese
Beobachtungen darauf schlie3en, dass die Hypetis@asigegentber Cisplatin ein Resultat aus

fehlender ATM-Aktivierung und reduzierter Bcl->Expression ist.

KU-55933 + +
LY294002 + +
Cisplatin + + +

R-Aktin ﬁ

Abb. 34: Pharmakologische Hemmung von ATM hat keine Effekt auf die Bcl-x_-Expression in An- und

Abwesenheit von Cisplatin.Western-Blot Analyse Bcr/Abl-positiver Zellen. Zatl wurden in Anwesenheit des
exogenen Wachstumsfaktors miL3 (1 ng/ml) mit KU-359(10 uM) und LY294002 (25 pM) in An- und
Abwesenheit von Cisplatin (5 uM) behandelt. 6 htn&@isplatin-Behandlung wurden die Zellen pellefieths
Gesamtlysat extrahiert und mittels SDS-PAGE auégett. Untersucht wurde die Expression von Bcl-Rie
Beladung des Gels wurde durch Detektion von R-Agéineigt.
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6.12Eine Imatinib-Behandlung fuhrt auch in Anwesenheitvon Etoposid zur

Hypersensitivitat

Um zu untersuchen, ob die Konsequenzen einer libAGiisplatin-Behandlung auch durch
andere Zellstress-Induktoren vermittelt werden k&inrwurden Bcer/Abl-positive und -negative
Zellen mit Etoposid in Kombination mit Imatinib keefdelt.

Fur die Zellzyklus-Analyse wurden die Zellen mitdtmib (3 pM) allein, Etoposid (2 uM) allein
und mit der Kombination aus Imatinib und Etoposidhéndelt. Wie aus Abbildung 35
ersichtlich, arretieren sowohl Bcr/Abl-positive @sch -negative Zellen in der G2/M-Phase des
Zellzyklus nach einer 16-stiindigen Etoposid-Behamgll Wé&hrend eine zusatzliche Behandlung
mit Imatinib keinen Effekt auf den G2/M-Arrest d&cr/Abl-negativen Zellen hat, sind Bcr/Abl-
positive Zellen in Anwesenheit von Imatinib nichelm in der Lage zu arretieren und es kommt
zum Verlust der Zellviabilitat. Eine AkkumulatioredZellen in der subG1-Phase wird demnach
nicht nur durch eine Imatinib/Cisplatin-Kombinatioerreicht, sondern auch durch die

Kombination aus Imatinib und Etoposid.

Bcr/Abl- Bcr/Abl+
* Kontrolle ‘
‘ Imatinib ‘
] Etoposid |
‘ Etoposid
| Imatinib
Cren et

Abb. 35: Bcr/Abl-positive Zellen reagieren auf Etomsid in Kombination mit Imatinib mit einem Verlust des
G2/M-Arrest und einer Induktion von Zelltod. Die Analyse des Zellzyklus Bcr/Abl-positiver Zallevurde
mittels Pl-Farbung der DNA und Nachweis des BrddHaius untersucht. Die Zellen wurden mit Etoposig D
allein oder in Kombination mit Imatinib (3uM) beldeit. Das Experiment wurde in Anwesenheit von miL3
(1 ng/ml) durchgefuhrt. Der Zellzyklus wurde nachinee 16-stindigen Etoposid-Inkubation am

Durchflusszytometer analysiert.
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Zusatzlich wurden weitere Konsequenzen einer Eidfosatinib-Behandlung untersucht. Dabei
wurden die Zellen einer 6-stindigen Inkubation Etibposid (2 uM) in An- und Abwesenheit
von Imatinib (3 uM) unterzogen. Wie aus der Westlot Analyse ersichtlich (vgl. Abb.
36-A), fuhrt eine Etoposid-Behandlung in Anwesehhan Imatinib selektiv bei Bcr/Abl-
positiven Zellen zu einer Hemmung der ATM-Aktiviagy zu einer verminderten p53-
Phosphorylierung an Serin 15 und zu einer redwenevtdmz2-Induktion. Dariber hinaus kommt
es nach einer 16-stiindigen Behandlung mit Etoposinwesenheit von Imatinib selektiv bei
Bcr/Abl-positiven Zellen zur Induktion von Zelltognd somit zum hypersensitiven Phanotyp
(vgl. Abb. 36-B). Diese Beobachtungen lassen demrsatlussfolgern, dass die in Bcr/Abl-
positiven Zellen beobachtete Hypersensitivitat naaf Cisplatin beschrankt ist.
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Abb. 36: In Anwesenheit von Imatinib kommt es zur tmmung der ATM-Aktivierung, zur verminderten
p53-Phosphorylierung an Serin 15 und zur reduzierte Mdm2-Induktion. (A) Western-Blot Analyse Bcr/Abl-
positiver und -negativer Zellen. In Anwesenheit desgenen Wachstumsfaktors mIL3 (1 ng/ml) wurdenz#llen

mit und ohne Imatinib (3 uM) einer Cisplatin-Behamdy (5 uM) unterzogen. Nach angegebener Cisplatin-
Inkubation wurden die Zellen pelletiert und das &e#ysat extrahiert. Mittels SDS-PAGE wurden dieb&n
aufgetrennt und die Expression von ATM, p53 und MNdnuntersucht. Zusatzlich wurde der
Phosphorylierungszustand von ATM und p53 analysizig Beladung des Gels wurde durch Detektion va@kiin
gezeigt. (B) Bcr/Abl-positive und -negative Zellamrden in Gegenwart des exogenen Wachstumsfakttr8 m
(1 ng/ml) jeweils mit Imatinib (3 uM) allein, Etopinl (2 uM) allein und mit Imatinib und Etoposiditmmbination
behandelt. Nach einer Inkubation mit Etoposid (L6uJurde der Anteil toter Zellen mittels Annexin \HFEC-

Farbung am Durchflusszytometer bestimmt. n=3
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7 Diskussion

Die onkogene Kinaseaktivitat von Bcr/Abl ist furedPathogenese der chronisch myeloischen
Leukdmie (CML) essentiell. Bcr/Abl aktiviert eineefRe von Signalwegen und fiihrt dadurch zu
einer verstarkten Proliferation (Cortetzal., 1997; Jonuleitt al., 2000), zu einer verminderten
Abhangigkeit von Wachstumsfaktoren (Daley & Baltn®o1988), zu einer beschleunigten
DNA-Reparatur (Canitroét al., 2003; Nowickiet al., 2004; Slupianelet al., 2002), zu einem
verlangerten G2/M-Zellzyklus-Arrest (Bedi al., 1995; Nieborowska-Skorslat al., 2006) und
somit zum Schutz vor zellularem Stress wie CispldBlupianeket al., 2002). Da Bcr/Abl
selektiv in malignen Zellen exprimiert wird und Ikal fir die CML ist, stellt das onkogene
Fusionsprotein einen hervorragenden Angriffspurikt éine zielgerichtete Behandlung der
Krankheit dar.

Seit 2001 ist der von Novartis (Basel, Schweizmkelte Bcr/Abl-Tyrosinkinase-Inhibitor
Imatinib Mesylat (Glive®; Gleeved": STI571) von der amerikanischen ,Food and Drug
Administration* (FDA) zur Therapidcr/Abl-positiver Leukamien zugelassen. Bisher konnten
grol3e therapeutische Erfolge mit Imatinib bei Faée mit CML in chronischer Phase erzielt
werden (Drukeret al., 2001-A/B). Die Wirkung von Imatinib basiert auerdBindung des
Inhibitors an die ATP-Bindedomé&ne von Bcr/Abl. Dextu wird Bcr/Abl in seiner inaktiven
Form stabilisiert und ist nicht mehr in der LagenseeSubstrate zu phosphorylieren und damit zu
aktivieren (Schindleet al., 2000; Nagaet al., 2002).

Fur die zellulare Reaktion auf genotoxischen StragssMechanismen der Schadenserkennung,
des Zellzyklusarrests, der DNA-Reparatur und ddbads hat das Tumorsuppressorprotein p53
eine entscheidende Funktion (Vogelstetial., 2000). Wahrend bei mehr als 50% aller maligner
Erkrankungen p53 durch Mutation funktionell veramdst, ist dies bei der CML aul3erst selten
und wird, wenn tberhaupt, nur in fortgeschrittePé@sen der Erkrankung beobachtet (Algtija
al., 1991; Feinsteiet al., 1991; Lanzat al., 1995).

Ziel der Arbeit war es, molekulare und funktionefeswirkungen von Imatinib auf die p53-
abhéngige zellulare Antwort gegenuber genotoxiscl&ness, ausgeldst durch Cisplatin, in
Bcr/Abl-positiven und -negativen Zellen zu untetser.
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7.1 Verwendetes Zellsystem

Die zentrale Frage der vorliegenden Arbeit, weloma@ekularen und funktionellen Einflisse
Imatinib auf die p53-abhéngige zellulare Antworgegetiber Cisplatin-vermittelten Stress bei
Bcer/Abl-positiven und -negativen Zellen hat, wurdenter Verwendung verschiedener
Zellsysteme untersucht.

FUr die Untersuchung mdoglicher Effekte von ImatimbKombination mit Cisplatin wurden
zunachst primare, hamatopoetische Progenitor-Zellans Patienten verwendet. In
Langzeitkulturen von zuvor selektionierten CD3Zellen ist es durch die Zugabe bestimmter
Wachstumsfaktoren maoglich, Behandlungseffekte aeffdr die Erkrankung entscheidenden
Progenitor-Zellen zu analysieren (Steelnefial., 2004). Dieses Zellsystem ist somit dewivo-
Situation sehr nahe, hat aber den Nachteil, dassetu bedingt funktionelle und molekulare
Untersuchungen durchgefiihrt werden kénnen. Dieg lie erster Linie an der geringen Zahl
primarer Progenitor-Zellen (CD34CD38; Lin") und der schnellen Differenzierung unreifer
Stammzellen zu Monozyten und Granulozyten in Kultur

Ein weiteres Zellsystem, das zur Charakterisierd@gFolgen einer Imatinib-Behandlung nach
zellularem Stress zur Auswahl stand, sind humané-ZMllinien. Bei den Zelllinien K562 und
BV173 handelt es sich um humane Blasten-Linien. Eathteil dieser Zelllinien ist, dass sie
neben Bcr/Abl weitere Mutationen aufweisen, wase dimterpretation der Rolle von Bcr/Abl
erschwert (Drexleet al., 1999). Daruber hinaus haben die Zelllinien K562 BBV173 keine
entsprechende Bcr/Abl-negative Ausgangslinie, sb@as direkter Vergleich Bcr/Abl-positiver
und -negativer Zellen im selben System nicht mbgist.

Eine weitere humane CML-Zelllinie ist die Mo7e, @inMlegakaryozyten-Linie. Dieses
Zellsystem hat zwar den Vorteil, dass man Bcr/Atdipve und -negative Zellen innerhalb des
Systems vergleich kann, jedoch kann hier der Intatrermittelte Wachstumssignalentzug, der
zum Zelltod fuhrt, durch die Zugabe externer Waamsfaktoren nicht verhindert werden. Es ist
bekannt, dass sich biologische Effekte von Bcr/ilildenen von IL3 tGberschneiden. Aufgrund
dessen, sind Bcr/Abl-exprimierende Zellen in ihRyoliferation und ihrem Uberleben nicht
abhéangig von externen Wachstumsfaktoren wie IL3 @GMICSF, sodass eine Behandlung mit
Imatinib in Abwesenheit exogener Wachstumsfaktartam Zelltod Bcr/Abl-positiver Zellen
fuhrt (Pendergast al., 1993; Sirarckt al., 1994; de Groogt al., 1999; Sillabekt al., 2000). Ein
Grund dafur, dass sich der Imatinib-vermitteltelidel bei der Zelllinie Mo7e selbst durch die
Zugabe externer Wachstumsfaktoren nicht verhindié&sst, konnte von Donatet al. (2001)
gezeigt werden. Sie sahen eine Herunterregulieerg 3-Untereinheit des IL3/GM-CSF-

Rezeptors bei Bcr/Abl-positiven humanen CML-Zelleriolge von Imatinib, die mit einer
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fehlenden STAT5-Aktivierung assoziiert war. Durdnee Imatinib-vermittelte Hemmung von
Bcr/Abl kam es zur Induktion von Zelltod. Demnacharwdieses Zellsystem fur die
Untersuchung der Auswirkung von Imatinib infolgenv@isplatin ungeeignet und wurde in der
vorliegenden Arbeit nicht verwendet.

Das in dieser Arbeit fur die Mehrzahl der Unterauagden verwendete Zellsystem basiert auf der
murinen pra-B-Lymphozytenlinie BaF3. Durch einebgaTransfektion dieser Zellen mit einem
Bcr/Abl-Chimér, dessen Bcr-Anteil human und Abl-amtmurin ist, entstand die Bcr/Abl-
positive Zelllinie BaF3p185. Ein Vorteil dieses Kbrukts ist, dass durch den murinen Abl-
Anteil keine Speziesbarriere zwischen Kinase undbs8at besteht. Aufgrund der
transformierenden Eigenschaften von Bcr/Abl sind/&lal-positive Zellen in ihrem Uberleben
und ihrer Proliferation unabhangig von Wachstumsiian, wahrend die Bcr/Abl-negative
Ausgangszelllinie nur in Anwesenheit von Wachstakifren Uberleben kann. In der
vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass die Zugabe exogenen Wachstumsfaktoren
ausreicht, um die durch Imatinib in der Tyrosinlseaktivitat gehemmten Bcr/Abl-positiven
Zellen vor dem Zelltod zu schiitzen. Dass die Zugalre Wachstumsfaktoren ausreicht, um
murine Bcr/Abl-positive Zellen vor dem Imatinib-weittelten Zelltod zu schitzen, wurde bereits
in anderen Arbeiten beschrieben (van der Kabigl., 2001; Schustest al., 2003) (siehe Abb. 2).
Ein weiterer Vorteil des in dieser Arbeit verweratetZellsystems liegt darin, dass nicht nur
Bcr/Abl-positive und -negative Zellen innerhalb sielben Zellsystems verglichen werden
kénnen, sondern auch ein direkter Vergleich vorefiemit unterschiedlichem Bcr/Abl-Status
maoglich ist. Demnach kdnnen Bcr/Abl-positive undegative Zellen, aber auch Bcr/Abl-
positive Zellen mit aktiver bzw. gehemmter Bcr/Afihase innerhalb eines Zellsystems
untersucht werden.

In der vorliegenden Arbeit wurden alle ExperimemeAnwesenheit von mIL3 durchgefihrt.
Somit konnte verhindert werden, dass Bcr/Abl-pesitZellen durch den Imatinib-vermittelten
Wachstumssignalentzug sterben. Zusatzlich konnteingert werden, dass sich die Effekte des
Wachstumssignalentzugs mit den Effekten der Stnéseat infolge von genotoxischem Stress
vermischen, sodass eine klare Interpretation dgelifrisse moglich war. Dartber hinaus haben
die Zellen dieses Modells nur wenige Sekundarnuiett und sind somit ein sehr gut

geeignetes Zellsystem fur die Untersuchung derdstafung dieser Dissertation.
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7.2 Einfluss von Imatinib auf die zellulare Antwort Bcr/Abl-positiver und

-negativer Zellen infolge von Cisplatin

Im Gegensatz zur vorliegenden Arbeit, die sichnstex Linie mit den Effekten der Bcr/Abl-
Hemmung durch Imatinib beschaftigt, wurde von Sis&kt al. (2004) ausschliel3lich der Effekt
der aktiven Bcr/Abl-Tyrosinkinase infolge von geoxischem Stress untersucht.
Ubereinstimmend mit den Ergebnissen von Stok&bsa. (2004) konnte auch in dieser Arbeit
gezeigt werden, dass die aktive Bcr/Abl-Kinase DdIA-schadigenden Substanzen schitzt und
zu einem resistenten Phanotyp fuhrt (vgl. Abb. 3).

Die hier beschriebene sensitivierende Wirkung voratinib gegeniber Cisplatin, wurde von
verschiedenen Arbeitsgruppen fir andere Tumoréatitdebenfalls gezeigt. So konnte
beispielsweise Wang-Rodriguex al. (2006) nachweisen, dass Imatinib die antiprolifeea
Wirkung von Cisplatin bei Kopf-Hals-Karzinomen vinkt. Es kam zu einer signifikanten
Reduktion der Proliferation und Kolonienbildung Amwesenheit von Imatinib und Cisplatin,
wahrend Cisplatin allein keinen Effekt hatte. Evrerstarkung des antiproliferativen Effekts von
Cisplatin durch Imatinib konnten vitro auch fir die Mammakarzinomlinie MCF-7 gezeigt
werden, wobei es zu einer 60 %-igen Reduktion add#izahl kam. Dabei hatte die Kombination
aus Imatinib und Cisplatin einen negativen Effakwvshl auf die Proliferation als auch auf die
Viabilitat dieser Zellen (Yerushalnet al., 2007).

Dass Imatinib bei der CML eine sensitivierende Winlg gegenuber zellularem Stress hat, wurde
erstmals von Goldbergt al. (2004) gezeigt. Die Autoren belegten, dass eineaBélung mit
Imatinib den durch Bestrahlung induzierten genatolxén Stress in der Bcr/Abl-positiven
Zelllinie BV173 zusatzlich verstéarkte und damit diellen gegentiber DNA-Stress sensitivierte.
Im Gegensatz zu Goldberyal. (2004) konnte in der vorliegenden Arbeit durch dfamgleich
Bcr/Abl-positiver mit Bcr/Abl-negativen Zellen dedben Zellsystems untersucht werden, ob
Imatinib lediglich die durch Bcr/Abl induzierte Rstenz verhindert oder ob vielmehr die
Sensitivitat im Vergleich zu Bcr/Abl-negativen Zsil durch Behandlung mit Imatinib sogar
gesteigert werden kann. Dabei konnte tatsachlidegbeverden, dass selektiv bei Bcr/Abl-
positiven Zellen die Vorbehandlung mit Imatinib miner extremen Induktion des durch
Cisplatin induzierten Zelltodes fuhrt, wahrend eih@atinib-Behandlung den Cisplatin-
induzierten Zelltod bei Bcr/Abl-negativen Zellenchi weiter verstarkt. Da die Sensitivitat
Imatinib-behandelter Bcr/Abl-positiver Zellen gegéer Cisplatin nicht wie erwartet den Wert
der Sensitivitat Bcr/Abl-negativer Zellen infolgeorv Cisplatin erreichte, sondern einen

signifikant gesteigerten Verlust der Zellviabilitégaur Folge hatte, kam es durch eine
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Imatinib/Cisplatin-Behandlung zu einer Hypersemstiung maligner Zellen, die in diesem
Ausmal’ bisher von anderen Arbeitsgruppen nichthvedien wurde (siehe Abb. 3).

Dieser hypersensitive Phanotyp war nicht beschraunktas in dieser Arbeit verwendete murine
Zellmodell. Vielmehr konnte in vorliegender Dissgidon diese Hypersensitivitdt auch in
primaren Zellen aus CML-Patienten in Anwesenhein Mmatinib nachgewiesen werden.
Wahrend eine Behandlung mit Cisplatin allein undtimb allein keine signifikante Wirkung
auf Philadelphia-positive und -negative Zellen dattihrte eine Imatinib/Cisplatin-Behandlung
zu einem hypersensitiven Phanotyp PhiladelphiatipesiZellen (siehe Abb. 1).
Interessanterweise ergab ein Vergleich der Cispdinsitivitdt Bcr/Abl-positiver Zellen mit
anderen Tumorzelllinien, dass die murine Bcr/Absipee Zelllinie BaF3p185 in Anwesenheit
von Imatinib im selben Sensitivitdtsbereich wie Hmchsensitive Hodenzelllinie N-TERA lag
(vgl. Abb. 4). Hodentumore gehoren zu den wenigemdrentitaten, die sich mit Cisplatin gut
behandeln lassen und bei denen eine Cisplatin-pleendufig zur Heilung fuhrt (di Pietrs al.,
2005). Voraussetzung fur eine komplette Heilungeeimalignen Erkrankung scheint eine

extreme Sensitivitdt der Tumorzellen im Vergleichnormalen Zellen zu sein.

Um mogliche Ursachen der Hypersensitivitat Imatinéhandelter CML-Zellen gegenuber
Cisplatin zu analysieren, wurden funktionelle Augwngen in Bcr/Abl-positiven und
-negativen hamatopoetischer Zellen nach einer mid@isplatin-Behandlung untersucht. In der
vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dassosbvidcr/Abl-positive als auch Bcr/Abl-
negative Zellen infolge einer Cisplatin-Behandluimy der G2/M-Phase des Zellzyklus
arretierten. In Ubereinstimmung mit Beobachtungesn VSlupianek et al. (2002) und
Stoklosaet al. (2004), die einen verlangerten G2/M-Arrest bei/Bbt-positiven Zellen infolge
von alkylierenden Substanzen zeigen konnten, wawrdéeser Arbeit gezeigt, dass der Cisplatin-
induzierte G2/M-Arrest bei Bcr/Abl-positiven Zellém Vergleich zu Bcr/Abl-negativen Zellen
verstarkt war (siehe Abb. 5 und Abb. 6).

Wahrend eine zusatzliche Behandlung mit Imatinitkeimem Verlust des G2/M-Arrests und zu
einer schnellen Induktion von Zelltod bei Bcr/Alggativen Zellen fuhrte, hatte Imatinib keinen
Effekt auf den Cisplatin-induzierten G2/M-Arresti lBer/Abl-negativen Zellen (siehe Abb. 5).
Darlber hinaus wurde mittels einer Farbung deredethit CFSE eine Analyse der einzelnen
Zellgenerationen durchgefuhrt. Mittels einer zuséten Farbung mit Pl bzw. TMRM konnte
die Induktion von Zellzyklusarrest und die mitocdaale Membranpermeabilitat in jeder
Zellgeneration gemessen werden. Aus dieser Analygee ersichtlich, dass Bcr/Abl-positive
Zellen nach einer Cisplatin-Behandlung bereits ndehersten Zellteilung in der G2/M-Phase

arretierten, und eine kleine Zellpopulation, vermht nach erfolgter Reparatur des DNA-
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Schadens, ohne signifikanten Verlust der mitochiatelr Integritat, eine dritte Zellteilung
vollendet hatte. In Anwesenheit von Imatinib hingegvaren die Zellen nicht in der Lage in
G2/M zu arretieren. Es kam vielmehr bereits nach elsten Zellteilung zum Verlust der

mitochondrialen Integritat infolge von Cisplatirg(vAbb. 9).

7.3 Charakterisierung des Zelltods

Der Mechanismus des Zelltods, der durch eine Inmatiarmittelte Hemmung der Bcr/Abl-
Kinase induziert wird, wurde im Rahmen dieser Arbefiher charakterisiert. Wie bereits
erwahnt, fuhrt eine Imatinib/Cisplatin-BehandlungrB\bl-positiver Zellen zu einem schnellen
Verlust der mitochondrialen Integritat. Der Zelltad demnach mit groRRer Wahrscheinlichkeit
mitochondrial-vermittelt. Dabei kommt es zur Frégsmg Zelltod-induzierender Faktoren aus
dem mitochondrialen Intermembranraum, wie beispieise Cytochrom C und zum Verlust des
mitochondrialen Membranpotentials. Im Zytoplasmandet Cytochrom C an Apaf-1
(apoptotischer Protease-Aktivierungsfaktor-1) uaglelt sich in Gegenwart von ATP zu einem
Heptamer zusammen. In dieser Form ist Apaf-1 in ldege Uber seine Proteinbindedoméane
CARD (Caspase-Rekrutierungs-Doméane) Caspase-kautiszen und zu aktivieren. An diesem
hochmolekularen Komplex, dem sogenannten Apoptosararden in einer definierten
Reihenfolge die Effektor-Caspasen-3 und -7 direld Caspase-6 indirekt durch die Initiator-
Caspase-9 prozessiert und aktiviert. Dieser Meshams ist somit von der Aktivierung von
Caspasen abhangig (Riedtllal., 2007).

Da der klassische Todesmechanismus Uber die FEmemgptvon Cytochrom C und damit
Caspase-abhangig ablauft, wurde in der vorliegensibeit mit dem Einsatz des Breitband-
Caspase-Inhibitors zZVAD-fmk eine mdgliche Rolle v@aspasen bei der Imatinib-vermittelten
Sensitivierung Bcr/Abl-positiver Zellen gegenubeislatin untersucht. Die Induktion von
Zelltod konnte durch eine Inkubation der Zellen ’MAD-fmk nicht verhindert werden, sodass
eine Rolle von Caspasen ausgeschlossen werden lkarBegensatz zu den murinen Bcr/Abl-
positiven Zellen, konnte eine Inkubation mit zVABH den Cisplatin-induzierten Zelltod bei
den hypersensitiven N-TERA-Zellen komplett verhimjevas nicht nur die Wirksamkeit von
zVAD-fmk beweist, sondern zusatzlich zeigt, dassndamental unterschiedliche
Todesmechanismen zum selben Resultat, namlich eipgersensitivitat, fihren kdnnen (siehe
Abb. 10).
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Neben Cytochrom C werden weitere mitochondriale tédfne, wie AIF und EndoG
(Endonuclease G) freigesetzt (Sudial., 1999; Duet al., 2000; Verhagest al., 2000; Liet al.,
2001; Suzukiet al., 2001; Wolff et al., 2008). Die Translokation von AIF aus dem
Mitochondrium in den Zellkern induziert schlielYlicreinen Caspase-unabhangigen
Todesmechanismus. Da AIF und EndoG, im Gegensatdenuiibrigen Proteinen nicht im
mitochondrialen Intermembranraum, sondern in dener@n mitochondrialen Membran
lokalisiert sind, wurde im Folgenden mit Hilfe einEMRM- und Calcein-AM-Farbung die
Integritat beider mitochondrialer Membranen untendu Da TMRM lediglich im
mitochondrialen Intermembranraum akkumuliert, gilessen Freisetzung aus dem
Mitochondrium als Nachweis flr eine Zerstorung @erderen mitochondrialen Membran.
Voraussetzung fur die Freisetzung von Calcein-AMeige Zerstorung beider mitochondrialer
Membranen (Petronilliet al., 2001). Da es in der vorliegenden Arbeit sowohl ener
Freisetzung von TMRM als auch von Calcein-AM kargl,\Mbb. 8 und Abb. 11), kann davon
ausgegangen werden, dass bei Bcr/Abl-positivenedetieben der duf3eren auch die innere

mitochondriale Membran nach einer Behandlung métimb und Cisplatin zerstort wurde.

Aufgrund der Beobachtungen, dass der Zelltod Caspaabhangig ablauft und es zu einer
Zerstorung beider mitochondrialer Membranen kommirde eine mogliche Rolle von AIF
Uberpruft. Bereits nach frihen Zeitpunkten wurdeeehlF-Translokation vom Mitochondrium
in den Zellkern detektiert (vgl. Abb. 12). Wie biésevon anderen Arbeitsgruppen publiziert, ist
AIF bei der Induktion von Caspase-unabhangigemtatkliinvolviert. Die unter normalen
Bedingungen im Mitochondrium lokalisierte NADH-Ox=ske transloziert infolge von DNA-
Stress in den Zellkern und fuhrt schlie3lich zuniitde (Susinet al., 1999; Vahseset al., 2004).
Der genaue Mechanismus der AlF-Freisetzung istdatigs unklar. Ein moglicher Mechanismus
der AlF-Freisetzung ist abhangig von der Prozessgivon AIF zu tAIF durch die Protease
Calpain. Dabei zerféallt Calpain in Anwesenheit v@alcium in seine beiden Untereinheiten,
wird dabei aktiviert und ist dann in der Lage Al &-Terminus zu schneiden (Otesal.,
2005; Polsteet al., 2005; Yusteet al., 2005). In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigtden,
dass der Calpain-Inhibitor (PD 150606) den Cisplatiatinib-induzierten Zelltod bei Bcr/Abl-
positiven Zellen nicht verhindert. Die AlF-Freisety aus dem Mitochondrium lauft demnach in
diesem Zellsystem mit grol3er Wahrscheinlichkeit bin@ngig von einer AlF-Prozessierung
durch Calpain ab (siehe Abb. 13).

Zusatzlich wird diese Annahme gestiutzt durch dieldehtung, dass eine Verringerung der
Calcium-Konzentration im Mitochondrium, vermitteltirch eine Inkubation mit BAPTA-AM,

den Zelltod nicht verhindern konnte. Somit kanndiessem Zusammenhang eine Rolle von
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Calcium ausgeschlossen werden (vgl. Abb. 13).

Eine AIF-Translokation aus den Mitochondrien in d&rn und ein darauffolgender Caspase-
unabhangiger, schneller Zelltod wurde auch im Zusanhang mit der Aktivierung von PARP
nach Behandlung von Fibroblasten mit Alkylanziesdbgieben (Wsierska-Gadekal., 2003).
Eine AlF-Translokation konnte durch PARP-Hemmunghirelert werden und wurde bei
PARP-knockout-Zellen nicht beobachtet (Mt al., 2002). Da in vorliegender Arbeit bei
Bcr/Abl-positiven Zellen in Anwesenheit von Imatnieine vergleichbar schnelle AlF-
Freisetzung und Translokation in den Kern nach I&isgabe nachweisbar war, wurde auch
eine potentielle Rolle der PARP-Aktivierung durdimpmakologische Hemmung dieses Enzyms
untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass der RHARBitor (PJ34) keinen Effekt auf den
Cisplatin/Imatinib-induzierten Zelltod bei Bcr/Aplbsitiven Zellen hat. Somit spielt auch PARP
fur die Hypersensitivitdt Imatinib-behandelter Bdl-positiver Zellen keine Rolle (siehe
Abb. 13).

Da die Daten der vorliegenden Arbeit sowohl einatci@m, und somit Calpain-abhangigen, als
auch einen PARP-abhangigen Mechanismus der AlBéiming weitgehend ausschliel3en,
konnte mdglicherweise die Zerstérung der inneretochondrialen Membran ausreichen um
eine Freisetzung von AIF zu induzieren. Tatsachliatnnte durch den Nachweis der
Calcein-AM-Freisetzung gezeigt werden, dass niaht die &ul3ere, sondern auch die innere
mitochondriale Membran geschéadigt wird. Eine AlRietzung nach dem Potentialverlust
beider Membranen wurde auch von Welfal. (2008) beschrieben.

7.4 Zelltod ist abhangig von p53

Der Tumorsuppressor p53 spielt in der Antwort aelfutéren Stress eine zentrale Rolle, da er
abhangig vom Ausmald der DNA-Schadigung zellulareoz&sse wie DNA-Reparatur,
Zellzyklus, Seneszenz und Zelltod reguliert (Ubshsin Oren, 2003). Aufgrund der Tatsache,
dass p53 bei der CML nicht mutiert ist, sondernmehr durch die Bcr/Abl-Kinaseaktivitat
aktiviert wird, wurde die Rolle von p53 fir die wdion des hypersensitiven Phanotyps in
Imatinib-behandelten Bcr/Abl-positiven Zellen ursigcht. Klare Hinweise daftr, dass fur den
hypersensitiven Phanotyp die p53-Aktivitat notwendit, zeigen die Daten der vorliegenden
Arbeit. Wahrend es zu einer Sensitivierung Imatingéhandelter BV173 Zellen mit Wildtyp-p53
gegeniber Cisplatin kam, hatte dieselbe Behandtairgen Effekt auf die Viabilitat der Zelllinie
K562 (siehe Abb. 14). Da die humane Zelllinie K5@®&irch nicht-funktionelles p53

charakterisiert ist, lassen diese Ergebnisse vemulass fur den hypersensitiven Phanotyp
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funktionelles p53 notwendig ist.

Dass p53 eine groRe Rolle bei der Imatinib-veritéte Cisplatin-Sensitivierung Bcr/Abl-
positiver Zellen spielt, zeigten dariiber hinaus étkpente, bei denen durch die Transfektion der
Zellen mit p53-shRNA-Konstrukten eine Verminderudgr p53-Induktion durch Cisplatin
erreicht wurde. Dabei wurde ersichtlich, dass esrcidu die shRNA-vermittelte
Herunterregulierung der p53-Induktion zu einer #giganten Reduktion des Cisplatin-
induzierten Zelltods bei Imatinib-behandelten Zellkam im Vergleich zu Zellen, die mit
Kontroll-shRNA behandelt wurden (vgl. Abb. 15).

Ein weiterer Nachweis, dass fur den hypersensitivbdnotyp Bcr/Abl-positiver Zellen der
Tumorsuppressor p53 eine wichtige Funktion hatamgeldurch den Einsatz des Mdm2-
Antagonisten Nutlin. Durch eine Bindung von Nu@in Mdm2 wird eine Mdm2-p53-Interaktion
verhindert. Da wiederum fur eine Degradation ei&@-plbiquitinierung durch Mdm2 notwendig
ist, fuhrt eine Behandlung mit Nutlin zu einer enten p53-Proteinmenge (Vassilenal., 2004).

In der vorliegenden Arbeit diente der Einsatz vartliN als pharmakologische Mdglichkeit die
p53-Akkumulation nach Cisplatin zu erh6hen, um damigliche Effekte der gesteigerten p53-
Induktion flr die Sensitivitat gegeniber Cisplainuntersuchen. Aus Ergebnissen dieser Arbeit
wurde ersichtlich, dass eine Nutlin-vermittelted@rte p53-Akkumulation bei Bcr/Abl-positiven
Zellen infolge von Cisplatin und in Anwesenheit vdmatinib zu einer zusatzlichen
signifikanten Steigerung der Sensitivitat fuhrtepdarch ein fast 100 %-iger Verlust der
Zellviabilitat erreicht wurde (siehe Abb. 16).

Aus diesen Ergebnissen kann geschlossen werdes, diag53-Proteinmenge und der p53-
Mutationsstatus eine entscheidende Rolle bei depekbensitivitat der Zellen gegentber
Cisplatin spielt. Die Zellen kdnnen nur dann sewisitt werden, wenn funktionelles p53
exprimiert wird. Wenig p53 reduziert die Sensitiwjtwahrend eine vermehrte p53-Induktion die
Sensitivitat erheblich steigert.

Somit spielt die p53-Aktivitat fur den hypersens Phanotyp Imatinib-behandelter Bcr/Abl-
positiver Zellen eine entscheidende Rolle. Deshalipden im Folgenden molekulare Effekte
einer Cisplatin-Behandlung auf das p53-System loelAbl-positiven und -negativen Zellen in

An- und Abwesenheit von Imatinib analysiert.

7.5 Einfluss der aktiven Bcr/Abl-Tyrosinkinase auf dasp53-System

Im Gegensatz zu etwa 50 % aller Tumore ist beGML der Tumorsuppressor p53 in der Regel

nicht mutiert. Dennoch ist das p53-System auchdaei CML dereguliert, da Bcr/Abl eine
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modulierende Wirkung auf den p53-Signalweg hatwBaode eine veranderte, von der Bcr/Abl-
Aktivitat abhangige Expression von Mdm2 beschrief@itz et al., 2001; Trotta et al., 2003).
Eine Hemmung der Tyrosinkinase fuihrte zu einer Redn der Proteinmenge von Mdm2, hatte

aber keine Auswirkung auf die Expression Bigim2-mRNA.

In der vorliegenden Arbeit wurden sowohl die Expres von p53 als auch die Induktion der
p53-abhéangigen Proteine, p21 und Mdm2, vergleichenBcr/Abl-positiven und -negativen
Zellen untersucht. Aus den gewonnen Daten wurdiehtlish, dass es bei Bcr/Abl-positiven
Zellen selbst in Abwesenheit von genotoxischemsStrau einer verstarkten Expression der
Proteine p53, p21 und Mdm2 im Vergleich zu Bcr/Ablgativen Zellen kam. Diese
Beobachtungen stimmen mit Daten anderer Arbeitgggptberein (vgl. Abb. 18). Dass
unbehandelte murine Bcr/Abl-positive Zellen einaeché erhéhte p53-Proteinmenge und
-Aktivitat verglichen mit Bcr/Abl-negativen Zellemeigen, konnte bereits von Stoklogtaal.
(2004) gezeigt werden.

Darlber hinaus hat Bcr/Abl eine positive Wirkung die p53-Aktivierung nach DNA-Stress.
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte gezeigidem, dass die bereits konstitutiv erhéhte
p53-Proteinmenge infolge einer Cisplatin-BehandlbagBcr/Abl-exprimierenden Zellen weiter
verstarkt wurde, verglichen mit der Menge der amtspenden Bcr/Abl-negativen
Ausgangszelllinie. Auch die direkten Zielgene vé&3 pwieMdm2 undp21, wurden als Antwort
auf eine Cisplatin-Behandlung in Bcr/Abl-positivBellen starker induziert, was fur eine erhdhte
p53-Transaktivitat spricht (siehe Abb. 18). Die Bachtung, dass es infolge von genotoxischem
Stress zu einer erhdhten p53-Akkumulation bei Blokgositiven Zellen im Vergleich zu
Bcr/Abl-negativen Zellen kommt, wurde auch von Gady et al. (2004) beschrieben. Diese
Daten stimmen wiederum mit der Beobachtung ibedsiss eine Bcr/Abl-Uberexpression mit
einer erhohten p53-Akkumulation korreliert (Keeskaal., 2001; Stoklosat al., 2004).
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7.6 Effekt der Bcr/Abl-Hemmung auf das p53-System

Im Weiteren wurden die Auswirkungen einer Hemmunog Bcr/Abl vermittelt durch Imatinib
infolge von genotoxischem Stress analysiert. AusuRaten der vorliegenden Arbeit wurde
ersichtlich, dass eine Behandlung mit Imatinib kordst mit Cisplatin selektiv bei Bcr/Abl-
positiven Zellen zu einer leichten Reduktion deB{f5oteinmenge fihrt (vgl. Abb. 19). Diese
Ergebnisse stehen in Ubereinstimmung mit publiereaten von Goldberg al. (2004). Dabei
kam es bei Bcr/Abl-positiven Zellen zu einer re@utan p53-Expression nach einer Behandlung
mit Imatinib kombiniert mit DNA-Stress. Die Kinagéktivitat von Bcr/Abl ist demnach fur eine
p53-Akkumulation infolge von zellularem Stress iIMGZellen notwendig.

Offensichtlich wird aber nicht nur die Proteinstaéi von Bcr/Abl beeinflusst, sondern vielmehr
auch dessen posttranslationale Modifikation nachpl@tin-Behandlung. So konnte in der
vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass die Phmsfierung von p53 an Serin 15 nach
Cisplatin-Behandlung in Anwesenheit von Imatinilgrsfikant reduziert wird. Bei Bcr/Abl-
negativen Zellen hatte eine Behandlung mit Imatkeine Effekte auf die Stabilitdt oder die
Serin 15-Phosphorylierung von p53 infolge einer@®hung mit Cisplatin (siehe Abb. 19).

p53 wird an Serin 15 direkt durch ATM infolge voellalarem Stress phosphoryliert (Siliciano
et al., 1997; Baniret al., 1998; Canmaset al., 1998). Daher wurde im Folgenden untersucht, ob
die beobachtete Reduktion der p53-Phosphoryliealningingig von ATM ist. Tatsachlich kam es
wiederum selektiv bei Bcr/Abl-positiven Zellen ziner Hemmung der ATM-Aktivierung
infolge von Cisplatin in Anwesenheit von Imatinlwahrend eine zuséatzliche Behandlung mit
Imatinib bei Bcr/Abl-negativen Zellen keinen Effelduf die ATM-Aktivierung hatte
(vgl. Abb. 19). Es ist deshalb naheliegend, das® eeduzierte Kinase-Aktivitait von ATM
verantwortlich fiir die verminderte p53-Phosphonylieg sein kénnte.

Als Ursache der verminderten ATM-Aktivierung isheidirekte Interaktion zwischen Bcr/Abl
und ATM denkbar. Voraussetzung fiir eine Bcr/Abl-ATMeraktion ist eine Translokation des
vorwiegend im Zytoplasma lokalisierten Bcr/Abl irrdZellkern. Es konnte bereits von anderen
Arbeitsgruppen gezeigt werden, dass Bcr/Abl untstimmten Umstdnden in der Lage ist in
den Zellkern zu translozieren. Die Autoren zeigtdass eine Etoposid-Behandlung zu einer
Translokation von Bcr/Abl in den Nukleus fuhren karwo es direkt mit ATR und ATM
interagiert. Dabei kam es nur zu einer HemmungAdivitat von ATR, wéahrend ATM nicht
beeinflusst wurde. Zusétzlich wurde gezeigt, dass canslokation von Bcr/Abl in den Zellkern
transient war, da nach Herauswaschen von Etopasid\E wieder ins Zytoplasma translozierte
(Dierovet al., 2004). In Gegenwart von Etoposid fuhrte aktiveg/Bbl im Zellkern letztlich zur

Induktion des Zelltods. Vermutlich lasst sich derMst der Viabilitat damit erklaren, dass eine
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Zerstorung des ATR-Signalweges Auswirkungen aufgaieetische Stabilitat und somit auf die
Viabilitat der Zellen hat. Dass aktives Bcr/Ableatlings verantwortlich ist fur einen vermehrten
Zelltod durch Etoposid, steht in Kontrast zu Beditangen anderer Arbeitsgruppen, die
Ubereinstimmend zeigen, dass Bcr/Abl die ZellenZelitod infolge von genotoxischem Stress
schutzt (Bedet al., 1995; Goldbergt al., 2004; Niebrowska-Skorslat al., 2006; Niebrowska-
Skorskaet al., 2006). Neben dieser Stress-induzierten Transkmkaton Bcr/Abl in den Kern
gibt es einen weiteren, wahrscheinlicheren Meclmamss der erstmals von Vignestial. (2001)
beschrieben wurde. Vignest al. (2001) konnten nachweisen, dass es zu einer traasie
Translokation von Bcr/Abl in den Zellkern infolgener Hemmung der Bcr/Abl-Tyrosinkinase-
Aktivitat durch Imatinib-Behandlung kommen kannn&igleichzeige Inkubation der Zellen mit
Leptomycin B verhinderte den Export von Bcr/Abl ufithrte nach Entfernung von Imatinib
schlie3lich zum Zelltod Bcr/Abl-transformierter X (Vigneriet al., 2001).

Ubertragen auf die Beobachtungen der vorliegendéreifwiirde dies bedeuten, dass fiir den
hypersensitiven Phanotyp eine Imatinib-vermittditanslokation von Bcr/Abl in den Nukleus
Voraussetzung ist. Im Kern kommt es potentiell meelnteraktion der inaktiven Tyrosinkinase

mit ATM, wobei dadurch die Cisplatin-induzierte ATRktivierung verhindert wird.

Eine mdgliche Ursache fir die Hypersensitivitat /Bbt-positiver Zellen konnte somit eine

veranderte Funktion von Bcr/Abl sein, wenn diesescld Imatinib gehemmt wird. Es ist

durchaus denkbar, dass Bcr/Abl als Kinase-defeliglekiil eine Rolle einnimmt, die von der

aktiven Kinase nicht erfillt werden kann. Durch @@nslokation der inaktiven Kinase in den
Zellkern kommt es potentiell zu diversen Proteint€in-Interaktionen, die in der normalen

Zelle mit c-Abl als Partner stattfinden.

Hinweise dafir, dass die inaktive Bcr/Abl-Kinas@eeidominant negative Funktion im Kern

ausuben konnte, zeigen die Daten der siRNA-Experiendieser Arbeit. Auf molekularer Ebene
konnte gezeigt werden, dass der Phanotyp durchHeminterregulation des Onkoproteins
teilweise reversierbar war. In Zellen, die mit si®ligonukleotiden gegen Bcr/Abl behandelt

waren, konnte die Cisplatin-induzierte p21-Proteange, durch die zusatzliche Behandlung mit
Imatinib teilweise wieder restauriert werden. Higge kam es bei siRNA-behandelten
Kontrollzellen zu einer reduzierten Cisplatin-vettelien p21-Induktion in Anwesenheit von

Imatinib (siehe Abb. 25).

115



DISKUSSION

7.7 In Anwesenheit von Imatinib kommt es in Bcr/Abl-postiven Zellen zu
einer Hemmung der p53-Aktivitat als Transkriptionsfaktor infolge einer
Cisplatin-Behandlung

Aus Daten der vorliegenden Arbeit wurde ersichifliclass eine gleichzeitige Behandlung
Bcr/Abl-positiver Zellen mit Imatinib und Cisplati@ine reduzierte Aktivierung von ATM und
somit eine Reduktion der Phosphorylierung des Seestes an Stelle 15 von p53 zur Folge
hatte (vgl. Abb. 19). Um zu Uberprifen, welche Kamgenzen diese Beobachtungen fir die
transkriptionelle Aktivitat von p53 haben konntevyrde die Expression p53-abhéngiger Gene
analysiert. Die Hemmung von Bcr/Abl fihrte infolgen Cisplatin zu einer reduzierten
Transaktivitat von p53, die sich in einer verminidarExpression der p53-Zielstukturen, p21 und
Mdm2, sowohl auf RNA- als auch auf Proteinebenegdetspiegelte (siehe Abb. 20). Die
Aktivitat von p53 als Transkriptionsfaktor wird dir eine Vielzahl posttranslationaler
Modifikationen reguliert, wie Dbeispielsweise Phospiierung, Ubiquitinylierung,
Methylierung, Acetylierung, Sumoylierung (Shiehal., 1997; Unger, 1997; Gu und Roeder,
1997; Meek, 1999; Gostisghal., 1999; Rodriguest al., 1999). Die Phosphorylierung von p53
an Serin 15 scheint dabei eine sehr wichtige Fanktiir die Induktion des hypersensitiven
Phanotyps einzunehmen. Die Daten dieser Arbeitereidass eine Inkubation mit Nutlin zwar
zu einer verstarkten Cisplatin-abhangigen p53-Akldation fuhrte, aber nicht in der Lage war,
die durch Imatinib verursachte Hemmung der trapsiomellen Funktion von p53
wiederherzustellen (siehe Abb. 22-A). Die vermehAkkumulation von p53 durch die
Behandlung mit Nutlin ging nicht mit einer vermedmtp53-Phosphorylierung an Serin 15 einher
(siehe Abb. 22-B). Die reduzierte transkriptionelktivitat von p53 ist somit unabhangig von
der p53-Menge, die posttranslationale Modifizierdmiggegen spielt eine wichtige Rolle. Wie
bereits von anderen Arbeitsgruppen gezeigt, fulertMbdifikation von p53 an Serin 15 durch
ATM und ATR infolge von DNA-Schéadigung nicht nurrzrotein-Stabilisierung sondern auch
zu einer verstarkten Transaktivitat von p53 (Sdita., 2003; Meek, 2004).

Die zentrale Bedeutung der p53-Phosphorylierung 8esn-Restes an Stelle 15 fur die
Transaktivitat von p53 wurde von zahlreichen Arkgriippen beschrieben (Fiscedtaal., 1993;
Unger et al., 1999b; Dumazet al., 1999). Dabei hatten p53-Mutationen an Stelleeite
verminderte Transaktivitdt zur Folge. Veranderungdsr p53-Regulation aufgrund einer
fehlenden p53-Phosphorylierung des Serin 15 fihe#anAlterationen der p53-abhéngigen
Regulation von Apoptose und Zellzyklus (Fiscedlal., 1993; Ungeet al., 1999b). So zeigten
Daten von Braithwaitet al. (2005)eine erleichterte Bindung des Transkriptionsfakian den
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Promotor des Zellzyklus-regulatorischen GE@BKNI1A, das fiur das Protein p21 kodiert, wenn
p53 am Serin-Rest an Stelle 15 phosphoryliert war.

Dass Bcr/Abl-positive Zellen in Anwesenheit von tmié und Cisplatin nicht mehr in der Lage
sind im Zellzyklus zu arretieren, kdonnte somit niciggrweise verursacht sein durch die
reduzierte p21-Expression in Folge der fehlendesrBosphorylierung an Serin 15. p21 spielt
nicht nur fir den G1-Checkpoint eine wichtige Raltendern auch fir die Einleitung des G2/M-
Arrests (Cayrolet al., 1998; Niculesciet al., 1998; Satyanarayare al., 2007; Kannet al.,
2007). Im Zellkern interagiert p21 mit nuklearenoteémen, die sowohl fir den G1/S-
Phaseniibertritt als auch fiir den Ubergang von @ePi@ase in die Mitose essentiell sind (Dulic
et al., 1998). Daten von Boulairet al. (2000) beschreiben eine Hemmung der CDK (cyclin
dependent kinase)-Aktivitat durch eine direkte Bing von p21 an Cyclin/CDK- Komplexe.

Die Ser/Thr-Kinase cdc2, auch CDK1 bezeichnetgist Schlisselenzym des Zellzyklus. Vor
allem in der Regulation des G2/M-Ubergangs hat ceic2 wichtige Funktion (Kinget al.,
1994:; Nurse, 1997). Fir eine Aktivierung von cdo? @2/M-Ubergang ist die Synthese und die
Bindung von Cyclin B1 an cdc2 notwendig. Wahrend@2-Phase wird cdc2 durch die Kinasen
weel und mykl an den Seitenketten des Threoninsw@iddes Tyrosins 15 phosphoryliert und
somit inaktiviert, wobei die Phosphatreste wahrstloh die Substratanlagerung beeintrachtigen
(Lundgrenet al., 1991; Mueller, 1995; Boohest al., 1997). Erst die Dephosphorylierung von
cdc2 durch die Phosphatase Cdc25C ermdglicht dauly eines cdc2/Cyclin B1-Komplexes
und flhrt infolgedessen zur Initiation des G2/M-tzngs (Strausfeldt al., 1991). In der
vorliegenden Dissertation konnte eine Reduktion c#g2-Phosphorylierung und somit eine
Aktivierung von cdc2 (siehe Abb. 7), moéglicherweigerursacht durch die verminderte p21-
Induktion, bei Bcr/Abl-positiven Zellen infolge &nImatinib/Cisplatin-Behandlung festgestellt
werden. Eine Aktivierung von cdc2 erméglichte digdBng eines cdc2/Cyclin B1-Komplexes.
Die Zellen arretierten somit nicht in der G2/M-Paates Zellzyklus, stattdessen kam es zur
Progression der Zellen im Zellzyklus. Diese Beolbaw erklart moglicherweise den verlorenen
G2/M-Arrest Ber/Abl-positiver Zellen nach einer Itimab/Cisplatin-Behandlung.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, éasanstelle des G2-Arrests bei Bcr/Abl-
positiven Zellen nach einer gleichzeitigen Inkubatmit Imatinib und Cisplatin zur Induktion
von Zelltod kam, der von p53 abhangig war (vgl. ABp Um zu Uberprifen, ob der Verlust der
Zellviabilitdt moglicherweise von einer selektivénduktion proapoptotischer p53-Zielgene
abhangig ist, wurde die Expression &&X, PUMA und NOXA untersucht. Erstaunlicherweise
waren diese p53-abhangigen Gene bereits in Abwegerdn zellularem Stress hoch exprimiert

und wurden durch die Behandlung mit Cisplatin nialgiter induziert. Auch eine zusatzliche
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Behandlung der Zellen mit Imatinib hatte keine Auwkwungen auf die Expression vddAX,
PUMA und NOXA (siehe Abb. 21)Somit hat p53 in diesem Zellsystem keine transedgnde
Wirkung auf diese proapoptotischen Gene nach efsdrandlung mit Cisplatin. Man kann
daraus schlieBen, dass vermutlich die Funktion p&3 als Transkriptionsfaktor durch
Behandlung mit Imatinib gestort ist. Strnetdhl. (2008) beschrieben eine konstitutiv hohe BAX-
Expression in priméren Zellen von CML-Patienten.

Zusammenfassend wird aus den Daten der vorliegendidreit ersichtlich, dass der
hypersensitive Phanotyp von p53 abhangig ist. ObwiehTransaktivitat des Tumorsuppressors
nach einer Imatinib/Cisplatin-Behandlung reduzieat, war p53 dennoch in der Lage Zelltod zu

induzieren.

7.8 In Anwesenheit von Imatinib kommt es in Bcr/Abl-postiven Zellen zur

p53-Translokation nach einer Cisplatin-Behandlung

Verschiedene Arbeitsgruppen konnten zeigen, das8 p&ben seiner Funktion als
Transkriptionsfaktor im Kern auch eine Zelltod-izterende Funktion im Zytoplasma hat (Moll
et al., 1998; Schuleet al., 2001). Damit p53 seine proapoptotische Funktinaiben kann,
muss es zunachst aus dem Nukleus ins Zytoplasmaldezeren. In der vorliegenden Arbeit
gelang der Nachweis einer p53-Akkumulation im Z{@sma selektiv bei Imatinib-behandelten
Bcr/Abl-positiven Zellen infolge von Cisplatin, wé@md p53 in Abwesenheit von Imatinib
sowohl im Zytoplasma als auch Zellkern akkumuliésiehe Abb. 29). Der p53-Export aus dem
Nukleus ist dabei von mehreren Faktoren abhangigcibposttranslationale Modifikationen von
p53 kann die Lokalisation des Tumorsuppressorslisrgjuverden. Dabei spielt vor allem die
Phosphorylierung des Serin-Restes an Stelle 15p&hinfolge von zellularem Stress eine
wichtige Rolle. Diese Phosphorylierungsstelle mister N-terminalen NES von p53 lokalisiert,
sodass eine Stress-induzierte Phosphorylierungukledren Akkumulation von p53 fiihrt. Eine
Phosphorylierung von p53 an dieser Stelle, induzlarch UV, verhinderte einen p53-Export
aus dem Zellkern (Zhargg al., 2001). In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigtden, dass es
zu einer Reduktion der p53-Phosphorylierung am nSedst an Stelle 15 nach einer
Imatinib/Cisplatin-Behandlung bei Bcr/Abl-positivé&ellen kam (vgl. Abb. 19).

Auch eine mégliche Rolle des TranskriptionsfakteesO3a fur den Transport von p53 aus dem
Kern ins Zytoplasma wurde beschrieben. So zeigten & al. (2006), dass eine shRNA-
vermittelte Herunterregulierung von FoxO3a einensglakation von p53 verhindern konnte.
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Moglicherweise wird die p53-Oligomerisierung dufebxO3a verhindert, die NES von p53 wird
nicht verdeckt und infolgedessen kommt es zum p§®HE ins Zytoplasma. In vorliegender
Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass die Behagdbcr/Abl-positiver Zellen mit Imatinib
und Cisplatin eine Dephosphorylierung und somieelktivierung von FoxO3a zur Folge hatte
(siehe Abb. 28). Dabei kam es zu einem parallelerauf von FoxO3a-Aktivierung und p53-
Export aus dem Nukleus (vgl. Abb. 29). Aufgrund @atsache, dass nur aktives FoxO3a in der
Lage ist in den Zellkern zu translozieren und d&B-gxport zu induzieren, stehen die in der
vorliegenden Arbeit beobachteten Daten in Uberigimating mit den von Youet al. (2006)
publizierten Beobachtungen.

Ein weiterer Mechanismus Uber den der Export va guts dem Zellkern reguliert wird, wurde
von Liet al. (2003) gezeigt. Dabei spielt der p53-Regulatomcine zentrale Rolle. Wahrend
eine geringe Mdm2-Proteinmenge zu einer Mono-Uliigjerung und damit zu einem nuklearen
Export von p53 fuhrt, sind hthere Proteinmengen Maim2 fur eine Poly-Ubiquitinierung von
p53 verantwortlich, was schliel3lich zu einer pretgaalen Degradation von p53 fuhrt. In der
vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dasg ématinib-Behandlung Bcr/Abl-positiver
Zellen infolge von Cisplatin eine reduzierte Mdmm2Hiktion zur Folge hat (siehe Abb. 20).
Somit kann die vermehrte zytoplasmatische Akkunmutatvon p53 bei Imatinib/Cisplatin-
behandelten Bcr/Abl-positiven Zellen auch aufgremes erhdhten p53-Exports nach Mono-
Ubiquitinierung durch Mdm2 erklart werden.

Alle drei publizierten Mechanismen, die in der Reagjon des p53-Exports eine Rolle spielen,
konnten somit zu der beobachteten vermehrten p3&uhklation nach einer Imatinib/Cisplatin-
Behandlung Bcr/Abl-positiver Zellen im Zytoplasmeitbagen.

7.9 Rolle von Bcl-x_ bei der Induktion von Zelltod

Das antiapoptotische Protein Bgl-timmt eine Schlisselfunktion in der Kontrolle dgroptose
und in der Pathogenese vieler maligner Erkrankurgen Bei vielen Tumoren kommt es zu
einer Bcl-x-Uberexpression, wodurch die Zellen vor dem Zelljedchiitzt sind. Dabei spielen
vor allem die STAT-Transkriptionsfaktoren, die é&len Tumoren konstitutiv aktiv sind, eine
grof3e Rolle. Zahlreiche Publikationen beschreibehxB als Zielgen sowohl von STAT5 als
auch von STAT3 (Socolovskat al., 1999; Brombergt al., 1999; Grandi&t al., 2000; Gesbert
et al., 2000). Da der STAT-Signalweg eine Reihe von Gesguliert, die in der Regulation von
Zellwachstum und -Uberleben involviert sind, fidirie Aktivierung dieses Wegs zu verstarktem
Zelliberleben (Brombergt al., 2000; Bowmaret al., 2000). Grandist al. (2000) zeigte, dass
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eine Hemmung des STAT3-Signalwegs bei Kopf-Halsziexmen zu einer reduzierten Bgl-x
Expression und damit verbunden zur Induktion volitae fihrte. Es ist bekannt, dass auch bei
der CML das antiapoptotische Bcl-2-FamilienmitgliBadl-x,. hoch exprimiert ist. Vermittelt
wird die Bcl-x-Hochregulation durch das Onkoprotein Bcr/Abl. Di@nstitutiv aktive
Tyrosinkinase fuhrt zu einer Aktivierung von STAT8ie wiederum eine erhdhte Bal-x
Expression zur Folge hat (Socolovstyl., 1999).

Bcl-x_ spielt fur die Zellviabilitdt eine entscheidendellR, da es die proaoptotische Funktion
von p53 im Zytoplasma regulierMpll et al., 1998; Ubersicht irChipuk et al., 2006). Unter
normalen zellularen Bedingungen ist lediglich egeginge p53-Proteinmenge in der Zelle und
somit auch im Zytoplasma vorhanden. Infolge von DSi#ess kommt es zur Akkumulation von
p53. Dabei bindet p53 an Bcl-xund wird inaktiviert, sodass es nicht in der Lageseine
proapoptotische Funktion auszuiiben. Demnach isGleishgewicht zwischen p53 und Bgl-x
entscheidend fir die Zellviabilitapersicht inChipuket al., 2006). In der vorliegenden Arbeit
wurde gezeigt, dass p53 nach einer Imatinib/CispB¢handlung grofdtenteils im Zytoplasma
akkumulierte (vgl. Abb. 29). Dartber hinaus kambes Bcr/Abl-positiven Zellen nach einer
Behandlung mit Imatinib und Cisplatin zu einer reidaen Bcl-x-Expression (siehe Abb. 30).
Diese verminderte Expression von Bgl-xfuhrte somit wahrscheinlich zu einem
Ungleichgewicht zwischen p53 und Bgl-xugunsten von p53, sodass vermehrt freies p53 im
Zytoplasma vorlag, das dann in der Lage war, BAXaktivieren und einen mitochondrialen
Zelltod zu induzieren. Dies wird gestutzt durch dgafund, dass eine exogene Uberexpression
von Bcl-x, die das Gleichgewicht mit p53 wiederherstelli@eeTranslokation von AlF und
somit die Induktion von Zelltod bei Bcr/Abl-posiem Zellen nach einer Imatinib/Cisplatin-
Behandlung verhindern konnte (siehe Abb. 32 und.A38). Aus diesen Resultaten wurde
ersichtlich, dass fur die Hypersensitivitat einduaerte Bcl-x-Proteinmenge notwendig war.
Darlber hinaus wurde von Wokf al. (2008) gezeigt, dass mutiertes p53 nicht in deyelist
mitochondrial-vermittelten Zelltod zu induzieren. idgense-Mutationen in der DNA-
Bindedomane von p53 flhrten zu einer reduziertenXBAnd BAK-Aktivierung. Da die
Aktivierung von BAX und BAK fir den Verlust des mdhondrialen Membranpotentials, und
somit fur die Induktion von Zelltod notwendig sinkann nur Wildtyp-p53 mitochondrial-
vermittelten Zelltod induzieren. Dies erklart wiedlm die fehlende Hypersensitivierung bei den
K562-Zellen, die kein funktionelles p53 exprimier@gl. Abb. 14).
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7.10Hypersensitiver Phanotyp ist abhangig von ATM-Hemmug und

reduzierter Bcl-x_ -Expression

Um den Mechanismus fur die Hypersensitivitat zurakeerisieren, wurde tberprift ob die
reduzierte ATM-Aktivierung und die vermutlich dadbrverhinderte p53 Phosphorylierung die
alleinige Ursache fur diesen Phanotyp ist. Diesdeivedeuten, dass eine direkte Hemmung von
ATM infolge von Cisplatin den gleichen Effekt auedSensitivitat der Zellen haben musste wie
Imatinib in Kombination mit Cisplatin. Um dies zudken, wurde die ATM-Aktivierung
pharmakologisch durch den Einsatz der Inhibitor¥234002 bzw. KU-55933, gehemmt.

Aus Proteinanalysen wurde ersichtlich, dass eineaBélung der Zellen mit LY294002 oder
KU-55933 in Kombination mit Cisplatin zu vergleicren Effekten fihrte wie nach Hemmung
von Bcr/Abl durch Imatinib. So kam es zu einer Redun der ATM-Aktivierung, zu einer
Reduktion der p53-Phosphorylierung am Serin-ResBaatle 15 und zu einer Reduktion der
p53-Induktion. Auch die Aktivitat von p53 als Trdmiptionsfaktor war nach direkter Hemmung
der ATM-Kinase gestort. Wie bei Imatinib kam es tautach der direkten ATM-Hemmung
durch LY294002 oder KU-55933 zu keiner Induktiomvildm2 nach Cisplatin-Behandlung
(siehe Abb. 26).

Darlber hinaus wurde aus Zellzyklusanalysen etgbhtdass die Hemmung von ATM auch
ausreicht, um den auf die Cisplatin-Behandlungdontien G2/M Arrest zu unterdriicken.
Erstaunlicherweise kam es allerdings nur durch ém&tinib/Cisplatin-Behandlung zu einem
starken Verlust der Zellviabilitat, wahrend einehBedlung mit LY294002 lediglich einen
geringen Effekt auf den Zelltod hatte. Eine pharaobagische Hemmung von ATM fuhrte zwar
Zu einer Sensitivierung gegentber Cisplatin (si@hb. 27), jedoch war die dadurch erreichte
Sensitivitat vergleichbar mit der Cisplatin-behdtete Becr/Abl-negativer Zellen. Aus diesen
Resultaten wird ersichtlich, dass die verminderiaake-Aktivitdt von ATM vermutlich der
Grund fur den Verlust des G2/M-Arrest bei Ber/Aldsitiven Zellen infolge von Cisplatin ist,
nicht aber fir den extrem gesteigerten Zelltod fimdlie Hypersensitivitat. Demnach spielen fur
den hypersensitiven Phanotyp Bcr/Abl-positiver &ell nach einer Imatinib/Cisplatin-
Behandlung zusétzliche Faktoren eine Rolle.

Da in der vorliegenden Arbeit gezeigt wurde, daese ématinib/Cisplatin-Behandlung zu einer
Reduktion der Bcl-xExpression bei Bcr/Abl-positiven Zellen fihrt urthss die exogene
Expression von Bclxden hypersensitiven Phanotyp weitgehend verhingpielt offensichtlich
die verminderte Expression von Bgl-®ir den hypersensitiven Phanotyp eine entsche&lend

Rolle. Durch die exogene Expression von Bckannte die Sensitivierung auf ein Mal3 reduziert
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werden (siehe Abb. 33), das wiederum vergleichftamit dem, was bei ATM-Hemmung durch
LY294002 oder KU-55933 infolge von Cisplatin ertgiavird (siehe Abb. 27). Eine Reduktion
der Bcl-x-Proteinmenge konnte nur infolge einer Imatinibfiasin-Behandlung beobachtet
werden, nicht jedoch durch die Kombination aus Alriiibitoren mit Cisplatin (vgl. Abb. 34).
Diese Befunde sprechen sehr dafur, dass fur deerdgmpsitiven Phanotyp beides notwendig ist,
eine ATM-Hemmung und eine BclsHerunterregulation. Durch eine Hemmung von ATMdwir
eine Reduktion der p53-Funktion als Transkriptiakfr verursacht, was zu einem Verlust der
Moglichkeit der Zellen fuhrt zu arretieren und zeparieren. Dartber hinaus kommt es
vermutlich allein durch eine Hemmung von ATM zuegivermehrten Akkumulation von p53
im Zytoplasma. Notwendig fur den hypersensitive@itityp ist dariiber hinaus die Reduktion
der Bcl-x -Proteinmenge, die zu einem ungleichméaRigen Bgi53-Verhaltnis zugunsten von
p53 fuhrt, sodass p53 im Zytoplasma aktiv und damider Lage ist BAX zu aktivieren und
somit einen schnellen und effektiven Zelltod zuunéren. Der hypersensitive Phéanotyp kann
demnach nur durch eine vermehrte p53-AkkumulationZytoplasma und eine gleichzeitige
Herunterregulation von Bclrxerreicht werden. Induziert wird beides nur durcheeimatinib-
Behandlung der Zellen kombiniert mit Cisplatin, slawohl durch eine Hemmung der p53-
Expression als auch durch eine Induktion von Baller hypersensitive Phanotyp verloren geht.

7.11 Fazit und Ausblick

Mit der Einfilhrung von Imatinib (Glivec®; Gleevet, STI571) im August 2001 wurde ein

entscheidender Fortschritt in der Therapie der mbolh myeloischen Leukdmie erreicht. Der
niedermolekulare Inhibitor greift direkt die onkoge Bcr/Abl-Tyrosinkinase an, die als
ursachliches Ereignis fur die Entwicklung der CMlemtifiziert wurde. Obwohl sich Imatinib

zum Goldstandard in der Primartherapie der CML leggb hat, ist nach aktuellem

Erkenntnisstand keine Eliminierung aller leukdmecth Zellen durch eine Imatinib-

Monotherapie in Patienten mdéglich. Daher ist digwitklung neuer Behandlungs-Strategien,
die eine vollstandige Heilung der CML erzielt, naehie vor von grofRer Bedeutung.

Erfolgversprechend kdnnte die Kombination aus Imlatund anderen Medikamenten, wie zum
Beispiel Chemotherapeutika, sein.

In der vorliegenden Arbeit gelang der Nachweis eSensitivierung Imatinib-behandelter CML-
Zellen gegeniber Cisplatin. Dabei hatte Imatinib Kimombination mit Cisplatin einen

sensitivierenden Effekt selektiv bei primaren Rielphia-positiven Zellen, wahrend diese

Kombination keine Auswirkung bei Philadelphia-negen Zellen hatte. Mdglicherweise kdnnte
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diese Therapiestrategie eine Mdglichkeit darsteliem malignen Klon zu eliminieren und damit
die CML zu heilen. Dariiber hinaus konnte gezeigiee, dass eine zusatzliche Behandlung mit
Nutlin zu einem noch stérkeren Viabilitatsverlustr &ellen fiihrt, die Sensitivitdt gegenltber
Cisplatin also nochmal zuséatzlich gesteigert wibieser Effekt war allerdings nicht komplett
Tumor-selektiv, jedoch konnte durch eine Verringgruder Nutlin-Konzentration die
Selektivitat teilweise erreicht werden (siehe AQ@). Durch die Optimierung der Dosierung
konnte dieser Therapieansatzes die Mdglichkeitreser schnellen Elimination des malignen
Klons und so einer Heilung von CML-Patienten bieten

Die sensitivierende Wirkung von Imatinib gegenulé&splatin konnte sehr klar in einem
murinen Zellsystem demonstriert werden. Diesesnztadlell ermdglichte die Untersuchung der
molekularen und funktionellen Effekte von Imatimitfiolge von zellularem Stress. Dabei gelang
der Nachweis einer Hypersensitivitat Imatinib-betelter Bcr/Abl-positiver Zellen, die bislang
von anderen Arbeitsgruppen so nicht beschrieberdevubus Daten der vorliegenden Arbeit
wurde ersichtlich, dass eine Imatinib-Behandlung/Au-positiver Zellen sehr weit oben in der
Erkennung des DNA-Schadens Alterationen hervori®&ft. kommt es zu einer Reduktion der
ATM-Aktivierung infolge von Cisplatin selektiv beBcr/Abl-positiven Zellen. Konsequenzen
hatte dies auf die durch zellularen Stress hervafgee p53-Antwort, wobei es zu einer
verminderten transkriptionellen Aktivitat von p5ar. Interessanterweise kam es dennoch zu
einer raschen Induktion von Zelltod, vermittelt meitlich durch zytoplasmatisches p53. p53
fuhrte moglicherweise zur Aktivierung von BAX im @plasma und zu Depolarisierung der
mitochondrialen Membranen.

Darlber hinaus wurde in Imatinib/Cisplatin-behatetelBcr/Abl-positiven Zellen ein weiterer
Weg identifiziert, der fur den hypersensitiven PR#t§ip eine grofRe Rolle spielt. Die
Kombination aus Imatinib und Cisplatin fihrte in rBbl-exprimierenden Zellen zu einer
Reduktion der Bcl-xExpression. Die verminderte Bcl-Proteinmenge hatte ein
Ungleichgewicht zwischen Bclund p53 zugunsten von p53 zur Folge, das infolggeteseine
Zelltod-induzierende Funktion im Zytoplasma auséihkonnte.

Zusatzlich konnte in dieser Arbeit gezeigt werddass die Hypersensitivitat nicht auf Cisplatin
beschrankt ist, da auch eine Behandlung Bcr/Abitipes Zellen mit Etoposid in Anwesenheit
von Imatinib zu einem hypersensitiven Phanotyptfi(Ngl. Abb. 34 und Abb. 35).

Basierend auf der Tatsache, dass bei vielen Tumo&gnalwege der DNA-
Schadensprozessierung per se dereguliert sind tkdhe pharmakologische Hemmung eines
weiteren Wegs zu einer Hypersensitivitat flihreredgi Hypersensitivitat ware tumorselektiv, da

bei normalen Zellen durch diesen pharmakologiscBeryriff lediglich ein Weg gehemmt
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wurde, der andere jedoch weiterhin intakt ware.
Im Rahmen dieser Dissertation konnte gezeigt werdaas Imatinib kombiniert mit Cisplatin
bei der CML von therapeutischem Wert sein kann.iémeit diese Strategie auf die Klinik

Ubertragbar ist, missen im Weiteren nun Untersugdmnn CML-Xenograft-Modellen und
darauf folgend klinische Studien zeigen.
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